
CAR-T-терапия: 
сегодня и завтра

CAR-T-терапия, ставшая насто-
ящим прорывом в онкологии, – 
это генно-инженерный клеточ-
ный метод, при котором соб-
ственные Т-лимфоциты паци-
ента выделяются и генетически 
изменяются для распознавания 
антигенов на поверхности злока-
чественных опухолевых клеток и 
их уничтожения. На сегодняшний 
день существует 7 CAR-T-клеточ-
ных продуктов для официального 
применения в онкогематологии:  
5 – для лечения В-клеточных 
острого лимфобластного лейкоза 
и лимфом, 2 – множественной 
миеломы. Активно развиваются 
методы лечения аутоиммунных 
заболеваний, в частности систем-
ной красной волчанки, с исполь-
зованием анти-СD19 CAR-T [1]. 
Стоимость подобной коммерче-
ской терапии в мире стартует от 
350 тыс. долл. Эксперты прогно-
зируют устойчивые темпы роста 
рынка CAR-T – не менее 20% каж-
дый год. В текущий период про-
ходит более 1 тыс. клинических 
испытаний данной методики, из 
них более половины связаны с воз-
действием на солидные опухоли.

Концепция CAR (chimeric 
antigen receptor), химерного T-кле-
точного рецептора, который ком-
бинирует в своем составе вариа-
бельные области антител, ответ-
ственные за распознавание анти-
гена, и константные области 

T-клеточного рецептора, обеспечи-
вающие передачу сигнала и акти-
вацию каскада клеточных реак-
ций, была впервые представлена 
в 1987 г. японским иммунологом 
Ёсикадзу Куросава и его командой 
из Института комплексной меди-
цинской науки в Эйти, Япония [2].  
2 года спустя, в 1989 г., израиль-
ский иммунолог доктор Зелен 
Ешхар и его коллеги из Института 
наук Вейцмана создали первый 
CAR на основе вариабельной лег-
кой и тяжелой цепей антитела про-
тив 2,4,6-тринитрофенила, кото-
рые соединили с константными 
участками α- и β-цепей T-клеточ-
ного рецептора [3]. 

Первые испытания CAR-Т 
были проведены в 2010 г. на двух 
пациентах с рефрактерным хро-
ническим лимфолейкозом [4]: 
один из них до сих пор в ремис-
сии, второй умер от инфек-
ции COVID-19, также находясь 
в ремиссии. В реальную клини-
ческую практику CAR-Т вошла 
в 2017 г. Первыми клеточными 
препаратами, полу чившими 
одобрение Управления по кон-
тролю за продуктами и лекар-
ствами США (FDA), были тиса-
генлеклейцел (Kymriah, произ-
водитель – «Новартис») и акси-
кабтаген цилолейцел (Yescarta, 
«Гилеад»), CAR T-клетки, нацелен-
ные на CD19 для лечения В-кле-
точных лейкозов [4].
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Изготовление  
CAR-T-клеточного 
продукта

Этот сложный процесс зани-
мает 10–14 дней и включает в себя 
следующие этапы:
�	культивирование бакте-

рий и получение плазмид;
�	наработку и очистку лен-

тивирусных частиц, несу-
щих генетическую инфор-
мацию химерного анти-
генного рецептора (CAR);

�	выделение Т-лимфоци-
тов из продукта афереза 
пациента, разделение их 
на фракции, активацию;

�	лентивирусную 
трансдукцию;

�	наработку терапевти-
ческой дозы клеток;

�	контроль качества; 
�	криоконсервацию;
�	формуляцию;
�	введение паци-

енту (рис. 1) [5, 6]. 
Затем еще 7 дней требуются 

для контроля стерильности – это 
необходимый параметр, наравне с 
высокой жизнеспособностью куль-
туры и наличием генетической 
модификации (введения CAR в 
Т-лимфоциты пациента, что делает 
их живым лекарством). Химер-
ная природа рецепторов обуслов-
лена сочетанием в одной моле-
куле функций активации Т-клеток 
и специфического связывания с 
антигеном безотносительно моле-
кул главного комплекса гистосо-
вместимости, что позволяет им не 
зависеть от антиген-презентирую-
щей клетки, в отличие от ситуации 
нативного Т-клеточного иммун-
ного ответа [1, 5, 6]. 

CAR в своей структуре содер-
жит все элементы для распозна- 
вания антигена, активации лим-
фоцита, стимуляции деления и 
передачи сигнала для осуществле-

ния противоопухолевых эффек-
торных функций – высвобожде-
ния перфоринов, гранзима В, син-
теза цитокинов и, как следствие, 
уничтожения опухолевой клетки –  
носителя антигена. Стандартная 
конструкция CAR состоит из вне-
клеточного домена (эктодомен), 
трансмембранного домена и домена 
внутриклеточной активации 
T-клеток (эндодомен) (рис. 2а) [5–7].  
Внеклеточный связывающий 
домен, как правило, представ-
ляет собой одноцепочечные вари-
абельные фрагменты иммуногло-
булинов scFv (single chain variable 
fragment), включающие вари-
абельные области легкой (VL)  
и тяжелой (VH) цепей, ковалентно 
связанных линкером. Он необхо-
дим для узнавания опухолевого 
антигена и обеспечивает специ-
фичность взаимодействия с ним. 
Эктодомен связан гибким шар-
нирным фрагментом, придаю-
щим рецептору подвижность, с 
трансмембранным доменом, кото-
рый необходим для закрепления 
химерного рецептора на поверх-
ности клетки. Внутриклеточный 

сигнальный домен содержит 2 эле-
мента: костимулирующие домены, 
которые могут быть включены в 
конструкцию (CD28, 4-1BB, ICOS, 
CD27, OX40) и дополнительно 
активируют работу T-лимфоци-
тов, продлевая срок их персистен-
ции в организме пациента, и ζ-цепь  
(дзета-цепь) CD3 (CD3ζ), отвеча-
ющую за активацию CD8+ Т-лим-
фоцитов, их пролиферацию и син-
тез перфоринов и гранзимов, уча-
ствующих в уничтожении опухоле-
вых клеток. Уже создано несколько 
поколений CAR на основе стан-
дартной конфигурации.

Разделение химерных лимфо-
цитов на поколения определяется 
составом внутриклеточных сиг-
нальных доменов, включенных в 
молекулу химерного рецептора. 
В настоящее время выделяют их 
5 поколений (рис. 2б), [1, 6, 7]. Все 
имеющиеся в клинической прак-
тике CAR-T относятся ко 2-му, и 
они хорошо работают в онкогема-
тологии. В то же время в большин-
стве идущих клинических испы-
таний против солидных опухо-
лей задействованы варианты 

Рис. 1. Схема производства CAR-T-лимфоцитов
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Рис. 2. Структура CAR (а) и поколения химерного антигенного рецептора (б)

4-го поколения, которые содер-
жат дополнительный ген, улуч-
шающий свойства CAR-T-лимфо-
цита, например Т-тропный цито-
кин (рис. 2б). В доклинических 
моделях эта особенность значи-
тельно повышала эффективность 
CAR-T-клеточной терапии по срав-
нению с CAR 2-го поколения [5, 8].

Применение метода  
в Беларуси

В РНПЦ онкологии и медицин-
ской радиологии им. Н.Н. Алек-
сандрова применение CAR-T-те-
рапии началось в 2021 г., уже изго-
товлено 115 доз CAR-T и пролечено 
более 100 пациентов, из которых  
9 – с множественной миеломой,  
1 – с системной красной волчан-
кой, остальные – с В-клеточными 
лимфомами. Важно, что обе гене-
тические конструкции (анти-CD19 
и анти-BCMA) и технологии полу-
чения CAR-T-лимфоцитов – отече-
ственные разработки, что позво-
ляет больным получать иннова-
ционное лечение в Беларуси бес-
платно, в то время как во многих 
соседних странах Европы оно пока 
не доступно даже на коммерческой 
основе [9].

Молекула CD19 – удачная  
м и ш е н ь  д л я  в о з д е й с т в и я 
CAR-T-лимфоцитов, она пред-
ставлена на опухолевых клетках 
В-клеточных лейкозов и лимфом, 
а из здоровых клеток – только на 
зрелых В-лимфоцитах, функции 
которых могут быть легко воспол-
нены [10]. 

У всех пациентов, прошедших 
CAR-T-терапию, возможности 
иного лечения были признаны 
исчерпанными, прогнозируе-
мая продолжительность жизни 
составляла не более 2–3 месяцев. 
На рис. 3а представлены резуль-
таты анти-CD19 CAR-T-терапии 
диффузной крупноклеточной 

В-клеточной лимфомы (ДБККЛ): 
общая четырехгодичная выжива-
емость (ОВ) составила 67%, бессо-
бытийная выживаемость (БВ) – 
46,2%. Это свидетельствует о том, 
что предложенный нами метод по 
эффективности сопоставим или 
она выше, чем у зарубежных ком-
мерческих аналогов. Так, в муль-
тицентровом проспективном 
исследовании трех CAR-T (axi-
cell, liso-cell, tisa-cell) для лечения 
аналогичной группы пациентов 
четырехгодичная ОВ составила 
от 52 до 35%, БВ – от 40 до 21% [11]. 

Клинический пример эффек-
тивности нашей терапии приве-
ден на рис. 3б. Пациент, мужчина 
38 лет, заболел в ноябре 2020 г.,  
диагноз: диффузная В-клеточная 
лимфома, ДБККЛ, non-GCB под-
тип с поражением мягких тка-
ней основания черепа, лимфоуз-
лов шеи, С1-2 позвонков, IV ст.,  
рефрактерное течение. После 
исчерпания всех опций терапии 
и прогрессирования заболева-
ния ему по решению консили-
ума была назначена анти-CD19  

а

б

CAR-T- терапия. Клеточный про-
дукт был введен в сентябре 2021 г. 
Спустя месяц по данным ПЭТ-КТ 
набл юд а л а с ь  полож и т ел ь -
ная динамика, через полгода –  
полный метаболический ответ. 
Пациент находится в ремиссии 
по настоящее время.

 Сложности и пути 
 их преодоления 

CAR-T-терапия пока не вошла 
в клиническую практику лечения 
солидных онкозаболеваний из-за 
наличия определенных ограничи-
телей. К ним относятся:
�	небольшое количество опухо-

леспецифических маркеров, 
которые могут быть исполь-
зованы в качестве мише-
ней для CAR-T-клеток. Эти 
маркеры могут также экс-
прессироваться на клет-
ках здоровых тканей, что 
создает риск нежелатель-
ной токсичности и тре-
бует тщательного подхода 
к выбору целевого антигена;

�	генетическая разнородность 
и пластичность солидных 
опухолей могут затруднять 
выбор специфических  
антигенов CAR-T-клеток. 
Для преодоления этого необ-
ходимо применение несколь-
ких мишеней одновременно 
или последовательно;
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�	низкая эффективность 
миграции CAR-T-кле-
ток в ткани опухоли, что 
может привести к исто-
щению данных клеток и их 
анергии. Избежать этого 
можно путем введения в 
конструкцию хоуминг-ци-
токинов, направляющих 
миграцию в нужные органы, 
например лимфоузлы;

�	действие иммуносупрес-
сивного микроокружения, 
которое приводит к исто-
щению CAR-T-клеток и их 
анергии – выходом может 
стать подавление ингибиру-
ющих сигналов от опухоли 
и микроокружения, превра-
щение их в активирующие.
Принимая во внимание все 

эти аспекты, специалистами 
РНПЦ онкологии и медицин-
ской радиологии им. Н.Н. Алек-
сандрова и  Института биоорга-
нической химии НАН Беларуси 
было решено в рамках научного 
проекта создать CAR-T-лимфо-
циты 4-го поколения, несущие 
химерный антигенный рецеп-
тор, направленный к опухолевым 
белкам ROR1 или мезотелину, с 
потенциалом терапии солидных и 
части онкогематологических опу-
холей около 70%. 

ROR1 – онкофетальный белок, 
экспрессируется в основном в 
эмбриональных клетках, активи-
руя сигнальные пути для проли-
ферации, выживания и мигра-
ции клеток, наиболее изученный 
из которых – неканонический сиг-
нальный путь WNT [12]. В нор-
мальных тканях он представлен 
главным образом в адипоцитах, но 
проявляется в широком спектре 
опухолевых клеток (хронический 
и острый лейкоз, B-лимфомы, рак 
легкого, яичников, эндометрия, 
желудка, поджелудочной железы, 
колоректальный, трижды негатив-
ный рак молочной железы, мела-

Рис. 3. Результаты анти-CD19 CAR-T-терапии диффузной крупноклеточной  
В-клеточной лимфомы (ДБККЛ): а – общая и бессобытийная выживаемость  
у пациентов с ДБККЛ, б – клинический пример эффективности CAR-T-терапии 

Рис. 4. Механизмы устойчивости опухолевых клеток к CAR-T-терапии 
и предложенные нами пути преодоления

Рис. 5. Цитотоксический тест анти-ROR1 CAR-T-лимфоцитов 2-го и 4-го поколений 
с клеточной линией, экспрессирующей ROR1 (NIH:OVCAR-3, аденокарцинома 
яичников) и контрольной, не экспрессирующих (ZR-75, рак молочной железы) 
при различном соотношении мишень:эффектор (от 1:1 до 1:8). Представлены 
данные среднего из дуплета, аналогичные результаты получены в 3 независимых 
экспериментах

а б
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нома, мезотелиома и др.), при этом 
его высокая экспрессия коррели-
рует с плохой общей выживаемо-
стью онкологических пациентов 
[13, 14]. ROR1 рассматривают как 
маркер стволовых опухолевых кле-
ток и, соответственно, как возмож-
ную мишень прицельного воздей-
ствия на них. Особенно это акту-
ально для глиобластомы – наи-
более агрессивной опухоли, для 
терапии которой на сегодняшний 
день нет эффективных методов 
[15–17]. Учитывая это, мы создали 
конструкции CAR 2-го и 4-го поко-
лений на основе охарактеризован-
ного кроличьего антитела R12, 
направленного к внеклеточному 
домену молекулы ROR1, которые:
�	гиперэкспрессируют c-Jun 

(транскрипционный фактор), 
что усиливает функциональ-
ность CAR-T-клеток и их 
устойчивость к истощению 
и особенно важно при тар-
гетинге солидных опухолей; 

�	экспрессируют CCL19 и ИЛ-7, 
что направлено на преодоле-
ние двух важнейших ограни-
чений терапии солидных опу-
холей: плохой инфильтрации 
T-клеток в опухоль и недо-
статочной поддержки их 
выживания и пролиферации;

�	содержат анти-PD-L1 инвер-
тированный рецептор, 
сочетающий внеклеточ-
ную часть PD-1 или анти-
PD-L1 антитело и внутри-
клеточный домен CD28; 
это позволяет преобразо-
вать ингибирующий сиг-
нал в активирующий, уси-
ливая функцию CAR-T-кле-
ток в условиях иммунного 
подавления, что способ-
ствует повышению пролифе-
рации, выработке цитоки-
нов и устойчивости к исто-
щению T-клеток (рис. 4).
На м и бы л и нар аб о т а н ы 

CAR-T-лимфоциты 2-го и 4-го 
поколений на основе этих кон-
струкций и проведен цитоток-
сический тест для характери-
стики их противоопухолевой 
активности против клеточной 
линии, экспрессирующей ROR1 
(NIH:OVCAR-3, аденокарцинома 
яичников), и контрольных, не экс-
прессирующих его (ZR-75, рак 
молочной железы), при различном 
соотношении «мишень:эффектор» 
(от 1:1 до 1:8) (рис. 5). Лимфоциты 
проявили высокую специфиче-
скую цитотоксичность против 
ROR1-позитивных клеток, но не 
контрольной линии. 

Следующая выбранная нами 
мишень – мезотелин. Его экспрес-
сия в норме ограничена клетками 
выстилки перикарда, брюшины 
и плевральной полости. Однако 
многие типы опухолей (100% 
мезотелиом, до 100% опухолей 
поджелудочной железы, до 70% 
рака яичников и ТНРМЖ, часть 
опухолей желчевыводящих путей, 
рака желудка, глиом и т.д.) харак-
теризуются высоким его содержа-
нием на поверхности клеток [18], 
так как белок вовлечен в процессы 
пролиферации, метастазирова-
ния, выживания и химиорези-
стентности раковых клеток. Высо-
кая его экспрессия, как правило, 
ассоциирована с плохим прогно-
зом [18, 19]. 

В данный период проходят  
19 действующих клинических 
испытаний антимезотелина CAR-T 
в онкологии (ClinicalTrials.gov).  
Продемонстрирован приемлемый 
уровень побочных явлений и пере-
носимости лечения. 

Для получения CAR-Т-лимфо-
цитов к мезотелину были скон-
струированы CAR 2-го поколе-
ния на основе 3 различных анти-
тел, отличающихся эпитопной 
специфичностью (MORab, hYP218 
и 15B6), что может быть важно, 

Рис. 6. Цитотоксический тест анти-мезотелин CAR-T-лимфоцитов 2-го и 4-го поколений с клеточной линией, экспрессирую-
щей мезотелин (NIH:OVCAR-3, аденокарцинома яичников) и контрольной, не экспрессирующей (РС3, рак предстательной 
железы) при различном соотношении мишень:эффектор (от 1:1 до 1:8): а – цитотоксический тест с CAR-T-лимфоцитами 2-го 
поколения на основе 3 различных антител к мезотелину; б – цитотоксический тест с CAR-T-лимфоцитами 4-го поколения, 
содержащими дополнительный ген конститутивно экспрессирующегося транскрипционного фактора с-jun. Представлены 
данные среднего из дуплета, аналогичные результаты получены в 3 независимых экспериментах

а б
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33так как мезотелин способен под-
вергаться шеддингу с образова-
нием растворимых форм, кото-
рые также будут связываться с 
лимфоцитами и препятствовать 
взаимодействию с опухолевыми 
клетками. 

Для оценки противоопухо
левой активности мы получили 
CAR-T-лимфоциты здоровых 
доноров на основе трех конструк-
ций и осуществили цитотоксиче-
ский тест in vitro с двумя опухо-
левыми клеточными линиями – с 
экспрессией мезотелина на мем-
бране (рак яичников OVCAR3) и 
не несущей мезотелин (отрица-
тельный контроль, линия рака 
простаты РС3). Результаты пред-
ставлены на рис. 6а: при всех 
использованных соотношениях 
«мишень:эффектор» CAR-T-лим-
фоциты на основе трех антител 
показали высокую специфиче-
скую активность против мезоте-
лин-экспрессирующей клеточной 
линии. 

Для преодоления влияния опу-
холевого микроокружения нами 
были созданы CAR 4-го поколения, 
содержащие дополнительный ген 
конститутивно экспрессирующе-
гося транскрипционного фактора 
с-jun, который улучшает выжива-
емость и функциональность лим-
фоцитов, и изучили их свойства в 
цитотоксическом тесте с теми же 
клетками (рис. 6б): CAR-T-лимфо-
циты 4-го поколения также про-
являют специфическое действие 
против мишеней, несущих мезоте-
лин. Активация цитотоксических 
свойств лимфоцитов сопровожда-
лась синтезом Т-тропных цитоки-
нов интерферона-гамма и ИЛ-2.

Для последующего перехода к 
клиническим испытаниям анти-
мезотелин и анти-ROR1 CAR-Т-те-
рапии необходимы дополнитель-
ные доклинические исследования 
in vivo на животных моделях опу-
холей человека.

Таким образом, CAR-T, про-
изведенные в РНПЦ онколо-
гии и медицинской радиологии  
им. Н.Н. Александрова совместно со 
специалистами Института биоор-
ганической химии НАН Беларуси,  
показали свою высокую эффектив-
ность при лечении В-клеточных 
лимфом, сопоставимую с коммер-
ческими аналогами.

При разработке CAR-T-тера-
пии против солидных опухолей 
необходимо решать ряд допол-
нительных задач: ингибирующее 
влияние опухолевого микроокру-
жения, низкая инфильтрация 
опухоли, анергия и низкая перси-
стенция лимфоцитов, что может 
быть достигнуто гиперэкспрес-
сией фактора c-jun, секрецией 
цитокинов IL-7, CCL19, инвер-
сией PD1-PDL1 сигнала. 

 Полученные нами CAR-T-лим-
фоциты к ROR1 и мезотелину 
обладают выраженным специ-
фическим цитотоксическим дей-
ствием против опухолевых кле-
ток, экспрессирующих ROR1 и 
мезотелин in vitro. Разрабатывае-
мая нами терапия обладает потен-
циалом терапии широкого круга 
онкологических и гематологиче-
ских заболеваний. 
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