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РЕФЕРАТ
Цель. Исследование противоопухолевого цитотоксиче-
ского эффекта NKG2D CAR T-клеток и анти-CD19 CAR 
T-клеток in vitro и in vivo с целью сравнить противоопу-
холевую активность химерных антигенных рецепторов 
(CAR) разного структурно-функционального состава.
Материалы и методы. Конструкции CAR были получены 
с помощью молекулярного клонирования; CAR T-кле-
точные популяции — путем трансдукции Т-лимфоцитов 
здорового донора рекомбинантными лентивирусными 
частицами, несущими последовательность CAR NKG2D 
или CAR к антигену-мишени CD19. Долю  CAR T-клеток 
оценивали по флюоресценции белка FusionRed и по 
визуализации мембранного рецептора EGFR. Специфи-
ческую цитотоксическую активность эффекторных CAR 
T-клеток анализировали in vitro с помощью теста цито-
токсичности в реальном времени (RTCA) при сокуль-
тивировании с клетками-мишенями линии HeLa_CD19, 
используя систему xCELLigence. Анализ синтеза интер-
ферона-γ (IFN-γ) in vitro и in vivo и наличия цитотоксиче-
ского эффекта проводили, используя иммунофермент-
ный анализ культуральной среды сокультивированных 
клеток-эффекторов и мишеней, а также выделенной 
аутоплазмы периферической крови мышей. Для оценки 
функциональной активности клеток in vivo субпопуля-
ции CAR-T (10 млн клеток/мышь) вводили иммунодефи-
цитным мышам линии NSG-SGM3 спустя 12 дней после 
инъекции клеток линии HeLa_CD19 и подтверждения 
приживления и роста опухоли. Опухоли удаляли после 
эвтаназии и фиксировали в парафине для подготовки 
гистологических срезов. Анализ  CAR T-клеточной ин-
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ABSTRACT
Aim. To study antitumor cytotoxic effect of CAR-T NKG2D 
and CAR-T anti-CD19 in vitro and in vivo in order to compare 
antitumor activity of chimeric antigen receptors (CAR) with 
different structural and functional properties.
Materials & Methods. CAR constructions were produced 
by molecular cloning. CAR-T cell populations were obtained 
by transduction of healthy donor T-lymphocytes with re-
combinant lentiviral particles coding CAR NKG2D or CD19 
target antigen CAR sequences. CAR-T cell proportion was 
assessed by FusionRed fluorescence and EGFR membrane 
receptor imaging. Specific in vitro cytotoxic activity of CAR-T 
effector cells was analyzed by Real-Time Cytotoxicity Assay 
(RTCA) during co-cultivation with HeLa_CD19 target cell line 
using xCELLigence. Interferon-γ (IFN-γ) synthesis in vitro and 
in vivo along with the degree of cytotoxic effect were ana-
lyzed by immunoassay of culture medium of co-cultivated 
effector cells and target cells as well as isolated auto-plas-
ma from the peripheral blood of mice. To assess the in vivo 
functional activity, CAR-T cell populations were infused into 
immunodeficient NSG-SGM3 mice (10 000 000 cells/mouse) 
12 days after HeLa_CD19 cell injection and confirmation of 
engraftment and tumor growth. Upon euthanasia, tumors 
were removed and fixed in paraffin to prepare histological 
sections. CAR-T cell tumor infiltration was assessed by CD3 
antigen immunohistochemical staining.
Results. The highest ligand (molecules MICA, 
ULBP1/2/3/4/5/6) expression levels were detected in HeLa 
cell line. The obtained NKG2D CAR-T cells showed a con-
siderable cytotoxic activity against HeLa_CD19 target line 
(cell index [CI] = 1.27), which was, however, twice as low as 
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фильтрации опухолей осуществляли путем оценки им-
муногистохимического окрашивания по антигену CD3.
Результаты. Наивысшие уровни экспрессии лигандов 
(молекул MICA, ULBP1/2/3/4/5/6) обнаружены в кле-
точной линии HeLa. Полученные  NKG2D CAR T-клетки 
характеризуются значительным цитотоксическим эф-
фектом против линии-мишени HeLa_CD19 (клеточный 
индекс [КИ]  =  1,27), но сниженным в 2  раза по сравне-
нию с анти-CD19 CAR T-клетками (КИ = 0,60) (p = 0,0038). 
Уровень  IFN-γ при сокультивировании анти-CD19 CAR 
T-клеток с HeLa_CD19 в соотношении Е/Т  =  1:1  соста-
вил 64 852 пкг/мл, что в 3,5 раза больше уровня IFN-γ 
при сокультивировании NKG2D CAR T-клеток с HeLa_
CD19 (18 635 пкг/мл) (p = 0,0360). Степень инфильтрации 
опухоли анти-CD19 CAR T-клетками была выше таковой 
у NKG2D CAR T-клеток. Отсутствие пролиферирующих 
NKG2D CAR T-клеток в периферической крови мышей 
подтверждает низкую их персистенцию. Концентра-
ция  IFN-γ в аутоплазме мышей из группы с введени-
ем анти-CD19 CAR T-клеток составила 11,89  пкг/мл, а в 
группе с введением NKG2D CAR T-клеток — 0,57 пкг/мл 
(p = 0,0079). Средняя масса опухолевых ксенографтов 
экспериментальных групп спустя 10 дней после введе-
ния анти-CD19 CAR T-клеток составила 0,72 г (p = 0,0142), 
Т-лимфоцитов и NKG2D CAR T-клеток — 2,12 и 1,2 г соот-
ветственно.
Заключение. Анти-CD19 CAR T-клетки характеризу-
ются более выраженным цитотоксическим эффектом 
в экспериментальных условиях как in vitro, так и in vivo 
по сравнению с NKG2D CAR T-клетками. Степень про-
лиферации анти-CD19 CAR T-клеток и их инфильтрации 
в мышиных ксенографтных моделях в значительной 
степени выше уровней, полученных в случае инъекции 
NKG2D CAR T-клеток. Однократное введение NKG2D 
CAR T-клеток способствует лишь кратковременному 
уменьшению опухоли.
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that of CAR-T anti-CD19 (CI = 0.60) (p = 0.0038). IFN-γ level 
during co-cultivation of CAR-T anti-CD19 with HeLa_CD19 
at the ratio of Е/Т = 1:1 was 64,852 pcg/mL, which was 3.5 
times higher than IFN-γ level during co-cultivation of CAR-T 
NKG2D with HeLa_CD19 (18,635 pcg/mL) (p = 0.0360). The 
degree of tumor infiltration by CAR-T anti-CD19 cells was 
higher than that by CAR-T NKG2D. The absence of NKG2D 
proliferating CAR-T cells in mice peripheral blood confirms 
their low persistence. IFN-γ concentration in mice auto-plas-
ma was 11.89 pcg/mL after CAR-T anti-CD19 infusion and 
0.57 pcg/mL after CAR-T NKG2D infusion (p = 0.0079). The 
mean weight of tumor xenografts in experimental groups 10 
days after CAR-T anti-CD19 injection was 0.72 g (p = 0.0142), 
after Т-lymphocyte and NKG2D CAR-T cell infusions it was 
2.12 g and 1.2 g, respectively.
Conclusion. CAR-T anti-CD19 cells are characterized by 
more pronounced cytotoxic effect under both in vitro and in 
vivo experimental conditions compared with CAR-T NKG2D 
cells. The degree of CAR-T anti-CD19 proliferation and their 
infiltration in mice xenograft models is considerably higher 
than the levels reached with NKG2D CAR-T cell injections. 
A single CAR-T NKG2D injection results only in short-term 
tumor reduction.

Keywords: CAR-T cell therapy, NKG2D chimeric an-
tigen receptor, co-stimulatory domains, NKG2D li-
gands, cytotoxic effect, CAR-T infiltration, CAR-T per-
sistence.
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ВВЕДЕНИЕ

Естественные клетки-киллеры (NK-клетки), будучи 
важным элементом иммунной системы, осущест-
вляют цитотоксические функции в рамках событий 
врожденного и приобретенного иммунитета. Благо-

даря активационным и ингибирующим рецепторам 
на поверхности цитоплазматической мембраны 
NK-клетки также принимают участие в обеспечении 
противоопухолевого надзора. В нормальных условиях 
в NK-клетках превалирует ингибирующий сигнал, ко-
торый при патологии может прерваться активацией и 
последующей цитотоксической активностью против 
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опухолевых клеток. Клеточный рецептор NKG2D, 
кодируемый геном Klrk1,  — это активационный ре-
цептор. Он представлен на NK-клетках, NKT-клетках, 
Т-лимфоцитах CD8+, T-клетках gd. В норме Т-лимфо-
циты CD4+ человека не экспрессируют NKG2D даже 
после активации. Однако индукция его экспрессии 
напрямую зависит от патологических изменений, 
таких как болезнь Крона и цитомегаловирусная ин-
фекция [1–3]. Основные функции передачи сигнала 
через рецептор NKG2D заключены в цитотоксическом 
эффекте и элиминации потенциально трансформи-
рованных клеток [4, 5]. У человека рецептор NKG2D 
экспрессируется только в виде изоформы NKG2D-L 
[6]. Передача сигнала осуществляется только через 
вспомогательный белок DAP10, запускающий внутри-
клеточный сигнальный каскад, связывая белок p85 
PI3-киназы [7].

Рецептор  NKG2D человека распознает 8  моле-
кул-лигандов: MICA/B и UL16-связывающие белки 
1–6 (ULBP1–6), известные как ранние транскрипты 
ретиноевой кислоты. Лиганды рецептора NKG2D 
структурно сходны с молекулами главного комплекса 
гистосовместимости I класса (MHC-I), включая до-
мены a1, a2, a3 (иммуноглобулиноподобный домен) 
в составе лигандов MICA/B, a1 и a2 в составе лигандов 
ULBP. Увеличение уровня экспрессии лигандов ре-
цептора NKG2D напрямую коррелирует с влиянием 
факторов клеточного стресса. В отсутствие влияния 
патологических факторов уровень экспрессии для 
всех лигандов одинаково низок ввиду превалиро-
вания ингибиторных сигналов и, наоборот, может 
быть индуцирован при клеточном стрессе, инфекции, 
онкогенной трансформации [8]. Высокий полимор-
физм лигандов рецептора NKG2D влияет на патогенез 
острого миелоидного лейкоза (ОМЛ). В работе Q.Z. Luo 
и соавт. показано, что у гомозиготных пациентов с ми-
кросателлитными аллелями А5 и аллелем MICA*010 
существует риск развития ОМЛ (соотношение 
частоты — 35,9 % у пациентов с ОМЛ и 17,6 % в кон-
трольных группах) [9].

В исследованиях патогенеза COVID-19  установ-
лено связывание белков cov1 и cov2 с рецептором 
NKG2D, которое увеличивает цитотоксическую ак-
тивность NK-клеток посредством фосфорилирования 
Vav1, а также инициирует синтез интерферона-γ 
(IFN-γ). Так, модуляция связывания вирусных белков 
с рецептором NKG2D может служить потенциальным 
лечебным подходом [10]. Более того, активация 
NK-клеток и повышение уровня растворимого 
белка MICA, согласно исследованиям, относятся к 
прогностическим маркерам тяжести опухолевого за-
болевания [11]. В настоящее время также проводится 
клиническое исследование NCT04324996, в котором 
субпопуляция NKG2D-ACE2 CAR NK-клеток полностью 
ингибирует инфицирование вирусом SARS-CoV-2 эпи-
телия легочных альвеол и предотвращает репликацию 
вирусных частиц.

Среди уникальных функций рецептора NKG2D 
также роль модулятора чувствительности и костиму-
ляции рецептора Т-клеток. После активации лиганда 
MICA Т-лимфоциты CD8+ продуцируют высокий 
уровень IFN-γ, фактора некроза опухолей-α (TNF-α), 
интерлейкина-2 (IL-2) в ответ на стимуляцию Т-кле-

точного рецептора (TCR) [12]. Однако для инициации 
созревания наивных Т-лимфоцитов CD8+ эффект 
рецептора NKG2D в качестве костимулирующей мо-
лекулы оказался недостаточным. В эксперименте по 
стимуляции in vitro человеческих Т-клеток CD8+ пери-
ферической крови было показано, что опосредованная 
дополнительная костимуляция с помощью молекулы 
СD28 обязательна для стимуляции рецептором NKG2D 
синтеза цитокинов и цитотоксической активности 
клеток после активации TCR [13]. Помимо костимули-
рующих функций рецептор NKG2D оказывает влияние 
на восприятие Т-клетками хемокинового сигнала. В ос-
нове такой регуляции лежит взаимодействие DAP10 
и PI3K-киназы, что, таким образом, подразумевает 
изменение миграционного поведения Т-клеток [14].

Впервые результаты CAR T-терапии NKG2D были 
представлены в 2005  г., они продемонстрировали 
эффективность NKG2D CAR T-клеток против ново­
образований человека в мышиных моделях [15, 16]. 
Строение химерного антигенного рецептора (CAR) 
NKG2D может иметь несколько различных вариантов 
(рис. 1).

Полноразмерная последовательность рецептора 
NKG2D использована в первых двух конструкциях и 
связана с адаптерным белком DAP10. В отличие от 
других молекул, содержащих scFv, TCR или слитые 
белки, данные варианты дизайна рекомбинантных 
NKG2D не содержат упомянутых выше элементов, 
которые могли бы быть распознаны иммунной 
системой организма. Поскольку рецептор NKG2D 
является белком II типа, цитоплазматический участок 
домена CD3ζ присоединен в обратной ориентации. 
Эффекторные клетки, экспрессирующие DAP10-
ассоциированные молекулы CAR NKG2D, способны к 
продукции IFN-γ, гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора (GM-CSF) и TNF-α, 
а также минимальные количества IL-5, IL-9, IL-10 [21, 
22].

Две другие конструкции химерного антигенного 
рецептора NKG2D содержат костимулирующие 
домены CD28 и 4-1ВВ. В данном случае рецептор 
NKG2D — единственный белок II типа, в то время как 
остальные белки конструкции принадлежат к I типу, 
поэтому лиганд-связывающая часть рецептора NKG2D 
(aa 81/82–216) присоединена к трансмембранной 
части конструкции в обратной ориентации, которая 
одновременно поддерживает функцию связывания 
лиганда и экспрессию в виде белка I типа [18]. Эф-
фекторные  CAR T-клетки, экспрессирующие данные 
конструкции химерных рецепторов на поверхности 
цитоплазматической мембраны, обладают высокой 
цитотоксической активностью, присущей клеткам 
и CD4+, и CD8+. Анти-CD19 CAR T-клеточные субпо-
пуляции, содержащие в структуре CD28 или 4-1BB 
костимулирующие домены, способны к высокому 
уровню клеточной экспансии in vivo. Сходную па-
раллель можно провести для рецепторов NKG2D, 
содержащих костимулирующие домены. В то же время 
исследования активности DAP10-ассоциированных 
NKG2D CAR T-клеток in vivo на мышиных моделях про-
демонстрировали их низкую жизнеспособность [23].

В рамках настоящей работы мы сравниваем эф-
фективность двух химерных антигенных рецепторов: 
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Рис. 1. Структурные варианты молекулярного дизайна активационного рецептора NKG2D: NKG2D-3ζ [15, 16], NKG2D-3ζ + DAP10 
[17], NKG2D-4-1BB-3ζ [18], NKG2D-Fc-28-3ζ [19] (цит. по [20] с изменениями)

Fig. 1. Structural variants of molecular design of NKG2D activation receptor: NKG2D-3ζ [15, 16], NKG2D-3ζ + DAP10 [17], NKG2D-4-1BB-3ζ 
[18], NKG2D-Fc-28-3ζ [19] (modified from [20])

анти-CD19 CAR (FMC63-28ζ) и NKG2D CAR-tEGFR — по 
функциональному характеру элиминации клеточной 
линии-мишени HeLa, экспрессирующей одновременно 
антиген CD19 и лиганды рецептора NKG2D. В ходе 
экспериментального этапа работы использовались 
конструкции следующих химерных антигенных ре-
цепторов разного функционального состава (рис.  2). 
Так, исследуемые молекулы CAR имеют разную струк-
турно-функциональную организацию. Главным от-
личием используемых конструкций служит наличие 
в случае рецептора антигена CD19  дополнительного 
костимулирующего домена  — трансмембранного 
участка CD28, целиком входящего в состав молекулы, 
в то время как в конструкции рецептора NKG2D 
функция активации всего рецептора осуществляется 
посредством белка DAP10, отдельно кодируемого в 
конструкции через саморасщепляющиеся пептиды 
T2A и P2A. Трансмембранная часть домена CD3ζ входит 
в структуру каждого из исследуемых рецепторов, а 
единственным отличием служит его обратная ориен-
тация в структуре рецептора NKG2D. С помощью ре-
портерного белка FusionRed возможна визуализация 
экспрессии молекулы анти-CD19 CAR в Т-лимфоцитах. 

В конструкции исследуемого химерного антигенного 
рецептора NKG2D присутствует усеченная часть ре-
цептора эпидермального фактора роста (EGFR; часть 
внеклеточного домена, трансмембранный домен и 
небольшой участок цитоплазматического), что пред-
ставляет собой молекулярную «кассету» для самоэли-
минации клеток. Данная конструкция предполагает 
возможность избежать избыточной персистенции 
в  организме CAR T-клеток с помощью добавления 
моноклональных антител к EGFR.

Таким образом, в настоящей работе сравнивается 
функциональное воздействие клеток-эффекторов 
CAR-T, несущих химерные антигенные рецепторы 
с разным вариантом конструкции, оказываемое на 
клеточную линию-мишень в экспериментальных 
условиях in vitro и in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеточных линий
Клеточные линии HEK293T и HeLa_CD19  куль-

тивировали в ростовой среде DMEM, содержащей 
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Рис. 2. Схематическое изображение последовательностей ис-
следуемых химерных антигенных рецепторов (А) анти-CD19 
и (Б) NKG2D

CSF2RA  — субъединица рецептора гранулоцитарно-макрофа-
гального колониестимулирующего фактора; LTR  — длинный 
концевой повтор; P2A, T2A  — саморасщепляющиеся пептиды; 
tEGFR — усеченный рецептор эпидермального фактора роста.

Fig. 2. Diagram of chimeric antigen receptor sequences (А) anti-
CD19 and (Б) NKG2D

CSF2RA  — subunit of granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor receptor; LTR — long terminal repeat; P2A, T2A — self-cleaving 
peptides; tEGFR — truncated epidermal growth factor receptor.
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глутамин («ПанЭко», Россия), с 10 % эмбриональной 
бычьей сыворотки (FBS) (Hyclone, США), 100 ЕД/мл  
пенициллина, 100  мкг/мл стрептомицина. Кле-
точные линии любезно предоставлены лабораторией 
регуляции экспрессии генов Института цитологии 
РАН.

Субпопуляции первичных Т-лимфоцитов человека 
получены из мононуклеарной фракции перифери-
ческой крови здорового донора (после подписания 
добровольного информированного согласия) с 
помощью градиентного центрифугирования в Ficoll-
Paque плотностью 1,078  г/мл (GE  Healthcare, США). 
Фракцию Т-лимфоцитов сортировали и активировали 
из мононуклеарной фракции с помощью положи-
тельного магнитного сортинга частицами Dynabeads 
Human T-activator CD3/CD28 (Invitrogen, США) в со-
отношении 2:1 (магнитные частицы/клетки). После 
сортинга и активации Т-лимфоциты культивировали 
в питательной среде RPMI 1640 (Thermofisher, США) с 
добавлением 10 % FBS (Hyclone, США), 100 ЕД/мл пе-
нициллина, 100 мкг/мл стрептомицина и 1000 ЕД/мл  
рекомбинантного человеческого IL-2 («Биотех», 
Россия). Экспансию Т-лимфоцитов осуществляли 
в течение 3  дней после активации, затем клетки 
трансдуцировали препаратом рекомбинантных 
лентивирусных частиц, несущих последовательность 
химерного антигенного рецептора антигена CD19 или 
NKG2D.

Продукция рекомбинантных лентивирусных 
векторов, несущих нуклеотидные 
последовательности CAR
Для создания лентивирусных векторов, несущих 

гены CAR-anti-CD19, CAR-NKG2D (для трансдукции 
Т-клеток), использовали котрансфекцию плазмид 
системы лентивирусной сборки в линии-проду-
центе HEK293T. Для трансдукции использовали 
лентивирусные частицы, псевдотипированные 
оболочечным белком  G вируса везикулярного 
стоматита (VSV-G). Такое псевдотипирование обе-
спечивает широкий тропизм лентивирусных частиц 
ввиду экспрессии рецептора VSV-G на большинстве 
клеток человека. Клетки линии HEK293T рассевали 
на 150-мм культуральные чашки Петри (TPP, Швей-
цария) в количестве 5 × 106 на чашку. На следующий 
день, по достижении конфлюэнтности, равной 
50–70  %, приступали к этапу транзиентной транс-
фекции. В стерильном фальконе в необходимом 
объеме среды Opti-MEM (Gibco, США) смешивали 
3 плазмиды: 30 мкг PsPax2 (Addgene plasmid #12260), 
30  мкг pCAR anti-CD19/pCAR NKG2D, 10  мкг pMD2G 
(Addgene plasmid #12259). После перемешивания до-
бавляли трансфецирующий агент PEI MAX (1 мг/мл) 
(Sigma-Aldrich, США) в соотношении pDNA/PEI 3:1. 
Полученную смесь инкубировали при комнатной 
температуре в течение 10  мин, после чего добав-
ляли линии HEK293T. Через 5–6 ч проводили смену 
среды на бессывороточную Opti-MEM, содержащую 
5 ммоль натрия бутирата. Спустя 72 ч осуществляли 
сбор супернатанта, центрифугировали со скоростью 
2000  g в течение 5–7  мин для осаждения клеток и 
переносили осветленный супернатант. Собранный 
супернатант фильтровали с помощью стериль-

ного мембранного фильтра полиэфирсульфона с 
диаметром пор 0,45 мкм (Millipore, США). Рекомби-
нантные лентивирусные частицы концентрировали 
с помощью центрифужных модулей Amicon Ultra-15 
100  кДа (Millipore, США) со скоростью 3000  g в те-
чение 30  мин. Готовые лентивирусные препараты 
использовали для клеточной трансдукции и полу-
чения модифицированных линий.
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Плазмидные векторы, кодирующие 
последовательность CAR
Для сборки лентивирусных частиц анти-CD19 CAR 

T-клеток был получен плазмидный вектор, кодиру-
ющий последовательность CAR к антигену-мишени 
CD19. Клонирование плазмидного вектора осущест-
вляли в ЗАО «Евроген». Для создания CAR T-клеточной 
субпопуляции, несущей химерный антигенный 
рецептор NKG2D, был получен вектор NKG2D_tEGFR. 
Синтез генетической конструкции de novo осущест-
вляли в ЗАО «Евроген».

Трансдукция клеточных линий препаратом 
рекомбинантного лентивируса
Трансдукцию для получения CAR T-клеток осу-

ществляли спустя 72  ч экспансии активированных 
лимфоцитов. Для этого к клеткам добавляли очи-
щенный и сконцентрированный вирус с 50 MOI (мно-
жественность заражения), а также 50  мкг/мл про-
тамина сульфата. Через 6  ч трансдукционную смесь 
разбавляли раствором полной питательной среды 
RPMI-1640. Спустя 72 ч после этапа трансдукции про-
водили цитофлюориметрический анализ экспрессии 
трансгена.

Иммуноферментный анализ экспрессии 
цитокинов
Исследование синтеза IFN-γ при сокультивиро-

вании мишеней и эффекторов осуществляли с по-
мощью наборов реагентов для иммуноферментного 
определения концентрации «Альфа-Интерферон-
ИФА-БЕСТ» («Вектор-Бест», Россия). Анализ осущест-
вляли согласно протоколу производителя.

Проточная цитометрия
С помощью проточной цитометрии оценивали эф-

фективность трансдукции Т-лимфоцитов и получение 
субпопуляций анти-CD19 CAR T-клеток и NKG2D CAR 
T-клеток. Персистенцию  CAR T-клеток определяли 
по фенотипированию Т-лимфоцитов, выделенных из 
образцов периферической крови мышей после эвта-
назии. Фракцию эритроцитов предварительно лизи-
ровали раствором VersaLyse (Beckman Coulter, США). 
Т-лимфоциты фенотипировали антителами CD3 FITC, 
CD4 APC, CD8 APC-Cy7 (BD, США).

Количественная ПЦР в реальном времени
Для анализа уровней экспрессии лигандов ре-

цептора NKG2D получали фракцию тотальной мРНК 
клеток следующих линий: HeLa, K-562, NB-4. Выде-
ление мРНК осуществляли набором RNeasy Micro Kit 
(Qiagen, США) согласно протоколу производителя. 
На матрице мРНК синтезировали цепь кДНК с по-
мощью реакции обратной транскрипции, используя 
набор MMLV kit («Евроген», Россия). Для проведения 
реакции обратной транскрипции отбирали по 2  мкг 
мРНК каждого экспериментального образца. Оценку 
уровня экспрессии генов лигандов рецептора NKG2D, 
мишеней MICA/B, ULBP1–6  проводили с помощью 
набора qPCRmix-HS SYBR («Евроген», Россия). Опреде-
ление флюоресценции амплификатов осуществляли 
с помощью амплификатора Real-time CFX96 Touch 
(BioRad, США). Специфичность продуктов ПЦР-ре-

акции верифицировали по стадии кривой плавления, 
анализ ddCq и графическое представление данных 
проводили в ПО CFX Manager (BioRad, США).

Оценка цитотоксической активности CAR 
T-лимфоцитов in vitro в реальном времени
Цитотоксическую активность полученных CAR 

T-клеток оценивали в реальном времени при сокуль-
тивировании с линией HeLa_CD19 с помощью ин-
струмента RTCA xCELLigence (ACEA Biosciences, США). 
Оценку цитотоксического эффекта CAR T-клеток 
осуществляли в течение 72  ч сокультивирования 
при соотношении эффекторов/опухоли (Е/Т) 1:1. 
Эффекторные  CAR T-клетки рассевали спустя 24  ч 
культивирования клеток-мишеней. Цитотоксическую 
активность оценивали по изменению значений кле-
точного индекса (КИ).

Мышиные модели
В данной работе проводили экспериментальное 

введение анти-CD19 CAR T-клеток и NKG2D CAR 
T-клеток in vivo, используя линию иммунодефи-
цитных тройных трансгенных мышей NSG-SGM3. 
Возраст мышей составлял 2,5–3 мес., в эксперименте 
участвовали самцы и самки. Это мыши с глубоким 
комплексным иммунодефицитом, содержащие следу-
ющие трансгены:

	● S  — Human Stem Cell Factor (SCF) ген, также 
известный как KIT ligand (KITLG), влияет на 
гемопоэтические стволовые клетки с увели-
чением их вовлечения в клеточный цикл, что 
необходимо для обеспечения нормального 
базального гемопоэза;

	● GM  — Human Granulocyte/Macrophage-colony 
stimulating factor 2 (GM-CSF), также извест-
ный как CSF2, повышает число и активность 
нейтрофилов, эозинофилов и макрофагов;

	● 3  — Human interleukin-3 (IL-3) стимулирует 
мультипотентные гемопоэтические стволо-
вые клетки к дифференцировке в миелоид-
ные клетки-предшественницы. Кроме того, 
он стимулирует все клетки миелоидного 
ряда (гранулоциты, моноциты и дендритные 
клетки) к пролиферации в сочетании с други-
ми цитокинами.

Использование животных данной линии позво-
ляет трансплантировать клетки и ткани человека без 
реакции отторжения трансплантата.

Мышам осуществляли инъекцию клеток опу-
холи HeLa_CD19. После пальпирования опухолей в 
экспериментальных группах спустя 12 дней вводили 
CAR T-клетки в количестве 10  млн/мышь в объеме 
буферного раствора 0,2  мл. Животные группы № 1 
(5 особей) получили анти-CD19 CAR T-клетки в 0,2 мл 
физиологического раствора; животные группы № 
2 (5  особей)  — NKG2D CAR T-клетки в 0,2  мл фи-
зиологического раствора; животные группы №  3 
(5  особей)  — T-лимфоциты в 0,2  мл физиологиче-
ского раствора. Длительность экспериментального 
наблюдения составила 10  дней. Для эвтаназии экс-
периментальных животных применяли метод нар-
котизации фораном. Опухоли были препарированы, 
взвешены и измерены.
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Иммуногистохимическое исследование 
препаратов солидных опухолей мышей
После эвтаназии мышей опухоли извлекали для 

фиксации и подготовки образцов к парафинированию. 
Ткани фиксировали в 10% буферном растворе форма-
лина в течение 24 ч. Обезвоживание и пропитывание 
парафином проводили по стандартизованной мето-
дике в автоматическом гистопроцессоре замкнутого 
типа Tissue-Tek® VIP™ 5 Jr по адаптированному про-
токолу (Sakura, Япония) в готовом растворе IsoPREP 
(«Биовитрум», Россия) и парафиновой среде HISTOMIX 
(«Биовитрум», Россия). С использованием ротацион-
ного микротома НМ 325 (Thermo, США) изготовляли 
срезы толщиной 2–3  мкм, которые в дальнейшем 
депарафинировали, дегидратировали, окрашивали 
гистологическими методами по общепринятой стан-
дартизованной методике гематоксилином и эозином 
в соответствии с рекомендациями производителя 
(«Биовитрум», Россия).

Иммуногистохимические реакции проводили по 
стандартной методике, основываясь на рекоменда-
циях компании — производителя первичных антител. 
Срезы помещали на стекло с полилизиновым покры-
тием (ThermoFisher, США), высушивали в термостате 
в течение 18  ч при температуре 37  °С, депарафини-
ровали, дегидратировали и проводили демаскировку 
антигенов в буфере рН 9,0 в модуле РТ-Link (Dako, 
Дания) при температуре 97 °С в течение 20 мин. Эндо-
генную пероксидазную активность блокировали ин-
кубацией в течение 10 мин в растворе, блокирующем 
пероксидазу (EnVision, Dako, Дания). Инкубацию 
с первичными антителами (CD19, CD4, CD8, CD3) 
проводили в условиях влажной камеры в течение 
30  мин при комнатной температуре. Для визуали-
зации продукта реакции использовали полимерную 
систему EnVision (Dako, Дания) с диаминобензидином 
(DAB). Инкубацию с раствором HRP осуществляли в 
условиях влажной камеры в течение 30 мин при ком-
натной температуре, визуализацию с DAB — в течение 
5–10  мин при комнатной температуре. Препараты 
докрашивали гематоксилином Майера, дегидратиро-

вали в спирте, просветляли в ксилоле и заключали в 
«Витрогель» («Биовитрум», Россия).

В работе использовались следующие антитела:
	● CD19, LE-CD19, Unconjugated, FLEX RTU, IR656 

DAKO/Agilent;
	● CD8 Lab Vision  CD8, Rabbit Monoclonal 

Antibody RM-9116-RQ Thermo Fisher Scientific;
	● CD4 Lab Vision  CD4 Ab-8, Mouse Monoclonal 

Antibody MS-1528-RQ Thermo Fisher Scientific;
	● CD3 Lab Vision CD3 (Early T-Cell Marker), Rabbit 

Monoclonal Antibody  RM-9107-RQ  Thermo 
Fisher Scientific.

Гистологические препараты изучали с помощью ми-
кроскопа Nikon ЕCLIPSE Ni-U (Япония) с окуляром х10 и 
объективами х10, х20, х40. Фотографирование и морфо-
метрия выполнялись с использованием цифровой фо-
токамеры Nikon DSFi2 и программы анализа цифровых 
изображений NIS-Elements BR (V.4.40) (Япония). Анализ 
гистологических препаратов проводился в 10  полях 
зрения при увеличении в 40  раз для каждого образца. 
Экспрессию маркеров определяли как процент клеток, 
имеющих специфическое окрашивание.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Выбор релевантной модельной линии-мишени 
для оценки функциональности NKG2D CAR 
T-клеток
Для выбора релевантной клеточной модели с 

целью проверки цитотоксической активности по-
лученных NKG2D CAR T-клеток оценивали уровень 
экспрессии лигандов MICA/B, ULBP1–6 в клеточных 
линиях HeLa, K-562, NB-4 без индукции дополнитель-
ными стресс-факторами (рис. 3).

Наивысшие уровни экспрессии лигандов MICA, 
ULBP1–6  обнаружены в линии HeLa, следовательно, 
сокультивирование клеток-эффекторов CAR-T NKG2D 
с этой линией позволит адекватно оценить специ-
фичность цитотоксического эффекта исследуемой 
субпопуляции CAR T-лимфоцитов.
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Рис. 3. Анализ уровня экспрессии лигандов рецептора NKG2D в клеточных линиях HeLa, K-562, NB-4. Уровень экспрессии лиган-
дов MICA/В, ULBP1–6 в линии HeLa выше, чем в других исследуемых линиях

Fig. 3. Ligand expression levels of NKG2D receptor in HeLa, K-562, and NB-4 cell lines. Ligand expression level of MICA/В and ULBP1–6 in 
HeLa line is higher than in other lines under investigation
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Рис. 4. Цитофлюориметрический анализ анти-CD19 CAR T-клеток, NKG2D CAR T-клеток и Т-лимфоцитов по различным маркерам:
А — окрашивание по антигену CD3; Б — окрашивание по антигенам CD4 и CD8

Fig. 4. Cytofluorimetric analysis of CAR-T anti-CD19, CAR-T NKG2D, and Т-lymphocytes with respect to various markers:
А — antigen CD3 staining; Б — CD4 and CD8 antigen staining

Оценка фенотипа эффекторных CAR 
T-лимфоцитов
Экспериментальные анти-CD19 CAR T-клетки, 

NKG2D CAR T-клетки и Т-лимфоциты фенотипировали 
по маркерам CD4, CD8. Они имели минимальные раз-
личия по субпопуляционному составу CD4/CD8 (рис. 4).

Соотношение  CD4/CD8  для анти-CD19 CAR 
T-клеток составляло 2:1, для NKG2D CAR T-клеток — 
1:1,5, для Т-лимфоцитов  — 1,6:1. Таким образом, 
NKG2D CAR T-клетки имели смещение субпопуляци-
онного состава в сторону цитотоксического фенотипа 
Т-киллеров, в то время как у анти-CD19 CAR T-клеток 
и контрольной группы T-лимфоцитов наблюдается 
сдвиг в сторону фенотипа Т-хелперов CD4+.

Анализ цитотоксической активности NKG2D CAR 
T-клеток
Цитотоксическую активность полученных CAR 

T-клеток оценивали в реальном времени при сокульти-
вировании с линией HeLa_CD19 с помощью инструмента 
RTCA xCELLigence (ACEA  Biosciences, США). Оценку 
цитотоксического эффекта CAR T-клеток проводили в 
течение 72 ч сокультивирования при соотношении Е/Т, 
равном 1:1 (рис. 5). Эффекторные CAR T-клетки рассе-
вали спустя 24 ч культивирования клеток-мишеней.

Согласно полученным результатам и снижению 
КИ, субпопуляция NKG2D CAR T-клеток характери-

Рис. 5. Анализ специфической цитотоксической активности в ре-
альном времени NKG2D CAR T-клеток и анти-CD19 CAR T-клеток 
при сокультивировании с клеточной линией HeLa_CD19. Гисто-
грамма значений нормализованного клеточного индекса (КИ) 
в точке 48 ч (спустя 24 ч коинкубации мишеней и эффекторов). 
Соотношение Е/Т равно 1:1 (p = 0,0038, тест Краскела—Уоллиса)

Fig. 5. Real-Time Cytotoxicity Assay of CAR-T NKG2D and CAR-T 
anti-CD19 during their co-cultivation with HeLa_CD19 cell line. His-
togram of normalized cell index (КИ) at the time-point of 48 hours 
(24 hours after target and effector co-incubation). The Е/Т ratio is 1:1 
(p = 0.0038, Kruskal-Wallis test)
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Рис. 6. Содержание интерферона-γ (IFN-γ) при in vitro сокульти-
вировании анти-CD19 CAR T-клеток и NKG2D CAR T-клеток c 
линией-мишенью HeLa_CD19. Соотношение Е/Т равно 1:1

* p = 0,0360 (тест Манна—Уитни); ** p = 0,0006 (HeLa_CD19/HeLa_
CD19  + NKG2D CAR-Т); *** p  =  0,0002 (HeLa_CD19/HeLa_CD19  + 
анти-CD19 CAR-Т).

Fig. 6. Interferon-γ (IFN-γ) concentration during in vitro co-cultivation 
of CAR-T anti-CD19 and CAR-T NKG2D with HeLa_CD19 tumor cell 
line. The Е/Т ratio is 1:1

* p = 0.0360 (Mann-Whitney test); ** p = 0.0006 (HeLa_CD19/HeLa_
CD19  + CAR-Т NKG2D); *** p  =  0.0002 (HeLa_CD19/HeLa_CD19  + 
CAR-Т anti-CD19).
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Рис. 7. Результаты иммуногистохимического окрашивания парафиновых срезов опухолей HeLa_CD19, извлеченных из мышей 
линии NSG-SGM3, спустя 10 дней после введения инфильтрированных анти-CD19 CAR T-клеток, NKG2D CAR T-клеток и Т-лимфо-
цитов, по различным маркерам. Микрофотографии краевой зоны опухоли:

А — окрашивание по антигену CD3; Б — окрашивание по антигену CD4; В — окрашивание по антигену CD8

Fig. 7. The results of immunohistochemical staining of NSG-SGM3 mice HeLa_CD19 tumor paraffin sections 10 days after infiltrated CAR-T 
anti-CD19, CAR-T NKG2D, and Т-lymphocyte injections, with respect to various markers. Microphotographs of tumor marginal zone:

А — antigen CD3 staining; Б — antigen CD4 staining; В — antigen CD8 staining

зуется значительным цитотоксическим эффектом 
против линии-мишени HeLa_CD19 (КИ  =  1,27), но 
сниженным в 2  раза по сравнению с анти-CD19 CAR 
T-клетками (КИ = 0,60). Наибольшая цитотоксическая 
активность против исследуемых мишеней наблюда-
ется при сокультивировании анти-CD19 CAR T-клеток 
с линией HeLa_CD19.

Для оценки функциональности исследуемых 
популяций CAR T-клеток изучали уровень синтеза 
цитокина IFN-γ при сокультивировании с линией-ми-
шенью HeLa_CD19 (рис. 6).

Уровень  IFN-γ при сокультивировании анти-CD19 
CAR T-клеток с HeLa_CD19 составил 64 852 пкг/мл, что 
в 3,5 раза больше уровня IFN-γ при сокультивировании 
NKG2D CAR T-клеток с HeLa_CD19 (18 635 пкг/мл).

Оценка степени инфильтрации CAR T-лимфоцитов 
в опухоли HeLa_CD19 in vivo
Согласно результатам иммуногистохимического 

окрашивания парафиновых срезов опухолей мышей 
линии NSG-SGM3 по маркерам CD3, CD4 и CD8, степень 
инфильтрации анти-CD19 CAR T-клеток оказалась 
выше таковой у NKG2D CAR T-клеток (рис. 7).
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В соответствии с распределением интенсивного 
окрашивания по маркеру Т-клеток CD3 в краевой 
зоне срезов опухолей мышей NSG-SGM3  эксперимен-
тальной группы с введением анти-CD19 CAR T-клеток, 
а также верификацией CAR T-клеток по маркерам CD4 
и CD8 следует вывод о высоком уровне цитотоксиче-
ской активности, персистенции и жизнеспособности 
данных клеток.

Оценка пролиферативной активности CAR 
T-лимфоцитов in vivo
Пролиферативный потенциал инъецированных 

CAR T-клеток оценивали в ходе цитофлюориметри-
ческого анализа образцов периферической крови 
мышей линии NSG-SGM3 (рис. 8).

Согласно иммунофенотипированию клеток 
по маркерам CD45, CD3, CD4/8, субпопуляция CAR 
T-клеток была обнаружена только в образцах перифе-

рической крови группы мышей NSG-SGM3 с введением 
анти-CD19 CAR T-клеток.

Оценка цитотоксической активности CAR 
T-лимфоцитов in vivo по уровню IFN-γ в сыворотке
В экспериментальных моделях мышей линии 

NSG-SGM3 также исследовали уровень цитокина IFN-γ, 
позволяющий оценить функциональную цитотокси-
ческую активность инъецированных CAR T-клеток 
(рис. 9).

Согласно полученным данным иммунофер-
ментного анализа, концентрация цитокина IFN-γ в 
аутоплазме мышей группы с введением анти-CD19 
CAR T-клеток составила 11,89  пкг/мл, а в группе 
с введением NKG2D CAR T-клеток  — 0,57  пкг/мл, 
что в 21  раз ниже и не превосходит низкий уровень 
контрольной группы мышей с введением Т-лимфо-
цитов — 1,054 пкг/мл.

Рис.  8. (А–В) Цитофлюориметрическая оценка пролиферации анти-CD19 CAR T-клеток, NKG2D CAR T-клеток и Т-лимфоцитов 
in vivo в периферической крови спустя 10 дней после их инъекции мышам линии NSG-SGM3

Fig. 8. (А–В) Cytofluorimetric assessment of CAR-T anti-CD19, CAR-T NKG2D, and T-lymphocyte in vivo proliferation in peripheral blood 
10 days after their injection in NSG-SGM3 mice
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Рис. 9. Содержание интерферона-γ (IFN-γ) в сыворотке мышей 
линии NSG-SGM3 in vivo спустя 10  дней после введения ан-
ти-CD19 CAR T-клеток, NKG2D CAR T-клеток и Т-лимфоцитов

* p = 0,0079, тест Манна—Уитни.

Fig. 9. Interferon-γ (IFN-γ) concentration in NSG-SGM3 mice serum 
in vivo 10 days after CAR-T anti-CD19, CAR-T NKG2D, and T-lym-
phocyte injections

* p = 0.0079, Mann-Whitney test.

Рис.  10. Размер опухолей HeLa_CD19, извлеченных из мышей 
линии NSG-SGM3,  спустя 10  дней после введения анти-CD19 
CAR T-клеток, NKG2D CAR T-клеток и Т-лимфоцитов

* p = 0,0142, t-тест.

Fig. 10. HeLa_CD19 tumor size in NSG-SGM3 mice 10 days after 
CAR-T anti-CD19, CAR-T NKG2D, and T-lymphocyte injections

* p = 0.0142, t-test.
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Оценка размера опухолевого ксенографта после 
применения CAR T-клеточной терапии
Спустя 10  дней после введения CAR T-клеток 

мыши экспериментальных групп были подвергнуты 
эвтаназии, а опухолевые ксенографты были извле-
чены для анализа их морфологических параметров. 
Опухолевые ксенографты оценивались по разнице в 
массе между группами (рис. 10).

Согласно измерениям массы опухолей, полученных 
из модельных мышей линии NSG-SGM3, наименьшими 
по размеру были опухоли, извлеченные в эксперимен-
тальной группе с введением анти-CD19 CAR T-клеток: 
их масса составила 0,72  г. Масса опухолей в группах с 
введением Т-лимфоцитов и NKG2D CAR T-клеток соста-
вила 2,12 и 1,2 г соответственно. Таким образом, наблю-
дается уменьшение размера опухолевого ксенографта 
в группе анти-CD19 CAR T-клеток в 3 раза по сравнению 
с контрольной группой введения Т-лимфоцитов.

ОБСУЖДЕНИЕ

К настоящему времени в рамках терапии гематологи-
ческих опухолей Управлением по контролю за каче-
ством пищевых продуктов и лекарственных средств 
США (FDA) официально зарегистрировано 7  CAR 
T-клеточных препаратов. Среди них анти-CD19 CAR-T 
были Breyanzi (лизокабтаген маралейсел) для лечения 
рецидивов и рефрактерной диффузной В-крупнокле-
точной лимфомы, Kymriah (тисагенлеклейсел), Yescarta 
(аксикабтаген силолейсел) и Tecartus (брексукабтаген 
аутолейсел) для лечения острого В-линейного лим-
фобластного лейкоза. В 2021 и 2022 гг. также впервые 
были одобрены CAR T-клеточные препараты Abecma 
(идекабтаген виклейсел) и Carvykti (цилтакабтаген 
аутолейсел), направленные против антигена BCMA, 
у пациентов с рецидивами и рефрактерной множе-
ственной миеломой. Официально зарегистрированные 

биомедицинские CAR T-препараты в рамках терапии 
новообразований системы крови ознаменовали 
выдающийся прорыв в лечении гематологических 
злокачественных опухолей. Молекулярное устройство 
перечисленных выше CAR T-клеточных продуктов 
включает наличие в структуре дополнительных кости-
мулирующих молекул 4-1BB и CD28, которые обеспечи-
вают достаточную персистенцию и выживаемость CAR 
T-клеток при введении в организм.

В настоящей работе изучались функциональные 
свойства Т-лимфоцитов, экспрессирующих химерный 
антигенный рецептор NKG2D, содержащий в струк-
турно-молекулярной организации вспомогательный 
белок DAP10, который обеспечивает передачу актива-
ционного сигнала рецептора. NKG2D CAR T-клеткам 
противопоставлялись анти-CD19 CAR T-клетки, которые 
отличаются присутствием активационного домена 
CD28 в молекулярной последовательности химерного 
антигенного рецептора (см. рис. 2). Таким образом, в ра-
боте были исследованы функциональные свойства CAR, 
обладающих специфичностью к опухолевым антигенам, 
однако отличающихся по организации активационного 
звена сигнального пути: активация и стимуляция за счет 
вспомогательного белка (CAR NKG2D), костимуляция за 
счет структурного домена (CAR-anti_CD19).

Согласно полученным результатам in vitro и in vivo 
экспериментов, NKG2D CAR T-клетки обладают более 
низкими цитотоксической активностью, синтезом 
IFN-γ при сокультивировании с линией-мишенью. 
Низкий уровень инфильтрации, отсутствие перси-
стенции NKG2D CAR T-клеток in vivo демонстрируют 
сниженную функциональную активность этих 
клеток по сравнению с анти-CD19 CAR T-клетками 
и указывают на необходимость совершенствования 
молекулярной структуры химерного антигенного 
рецептора. Структура используемого в работе химер-
ного антигенного рецептора NKG2D сходна с таковой 
молекул CAR первого поколения, содержащих только 
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внутриклеточный домен CD3ζ и показавших низкую 
цитотоксическую и пролиферативную активность 
ввиду недостатка передачи костимулирующего сиг-
нала от доменов CD27, CD28, CD134, CD137 и сигнала 
цитокинов (например, IL-2) [24]. По этой причине 
созданные модификации CAR NKG2D, сочетающие в 
структуре комбинацию костимулирующих доменов, 
проявляют большую степень персистенции и цито-
токсической активности [18, 19]. С другой стороны, 
наличие костимулирующих доменов вместо адаптер-
ного белка позволит обеспечить ожидаемый специ-
фичный цитотоксический эффект, но может привести 
и к выраженной гиперцитокинемии с летальным 
исходом [25]. В связи с этим сниженный потенциал 
персистенции NKG2D CAR T-клеток без костимулиру-
ющих доменов может применяться в качестве крат-
ковременной эффективной опухолевой элиминации.

Другим фактором, вносящим определенный вклад 
в снижение эффективности CAR NKG2D, вероятно, яв-
ляется клеточный элемент фратрицида (братоубий-
ство, от лат. frater — брат и caedo — убиваю). Снижение 
цитотоксичности за счет фратрицида  — явление, 
влияющее на эффективность CAR T-клеточных препа-
ратов рецептора NKG2D. Для разрешения данной про-
блемы существуют различные подходы, включающие 
модуляцию экспрессии лигандов рецептора NKG2D 
на самих NKG2D CAR T-клетках c помощью коротких 
шпилечных последовательностей мРНК к лигандам 
MICA и MICB [26], а также добавление ингибитора 
PI3K-киназы LY294002 [27], что уже применялось в от-
ношении CAR T-клеточных препаратов с рецепторами 
NKG2D CYAD-02 и CYAD-01.

Таким образом, наиболее эффективным методом 
решения проблемы сниженной персистенции и ци-
тотоксичности CAR T-клеточных препаратов NKG2D 
может быть как введение костимулирующих доменов, 
что, однако, увеличивает риски гиперцитокинемии 
и неспецифической активности ввиду длительной 
персистенции, так и использование множественных 
доз для поддержания противоопухолевого ответа 
без длительной персистенции CAR T-клеток в орга-
низме. Снижение взаимного уничтожения NKG2D CAR 
T-клеток также способно увеличить противоопухо-
левую эффективность данных клеточных препаратов. 
Дополнительным вариантом применения NKG2D CAR 
T-клеток может стать схема их введения данных перед 
терапией целевым специфичным препаратом CAR 
T-клеток с костимулирующими доменами. Цель этого 
дополнительного этапа заключается в снижении опу-
холевой нагрузки во избежание побочных эффектов в 
виде синдрома лизиса опухоли и гиперцитокинемии, 
что часто происходит при использовании CAR T-клеток 
с доменами CD28 и 4-1BB в случае высокой опухолевой 
нагрузки. Данная схема позволяет избежать сложных 
аспектов клональной эволюции опухолей и может 
стать эффективным шагом в персонализированном 
подходе к терапии опухолевых заболеваний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анти-CD19 CAR T-лимфоциты характеризуются более 
выраженным цитотоксическим эффектом в экспери-

ментальных условиях как in vitro, так и in vivo по срав-
нению с NKG2D CAR T-клетками. Степень пролифе-
рации анти-CD19 CAR T-клеток и их инфильтрации 
в мышиных ксенографтных моделях в значительной 
степени выше уровней, полученных при введении 
NKG2D CAR T-клеток. Однократное введение NKG2D 
CAR T-клеток способствует лишь кратковременному 
уменьшению опухоли.
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