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Введение. Car-T-клеточная терапия является современным перспективным методом в лечении он-
кологических заболеваний. На сегодняшний день Управлением по санитарному надзору за каче-
ством пищевых продуктов и медикаментов США одобрено шесть препаратов для клеточной имму-
нотерапии онкологических заболеваний крови. Однако отсутствует информация о доклинических 
испытаниях данных биомедицинских клеточных продуктов, так как используемые в них Т-клетки, 
несущие химерный антигенный рецептор, являются аутологичными для человека, что представляет 
проблему для применения к ним классических токсикологических тестов. Кроме того, это ставит 
под сомнение безопасность данных лекарственных средств, поэтому разрабатываются различные 
стратегии доклинических исследований, которые позволили бы преодолеть вышеуказанные пробле-
мы и создать адекватные тест-системы с терапевтической мишенью.
Цель исследования – оценка острой токсичности противоопухолевого препарата на основе генетиче-
ски модифицированных T/NK-клеток, экспрессирующих химерный Т-клеточный рецептор против 
антигена HER2, на иммунодефицитных мышах линии BALB/c Nude.
Материал и методы. Опытная и контрольная группы включали 5 самцов и 5 самок. Тестируемый 
препарат, а также носитель (растворитель-криоконсервант) животным вводили однократно внутри-
венно или внутрибрюшинно, в объеме 0,2 мл/животное. Опытным животным исследуемый препа-
рат вводили в двух дозах: 0,5•106 клеток/животное, эквипотенциальной терапевтической дозе для 
человека, и 5 •106 клеток/животное, в 10 раз превышающей терапевтическую дозу. В ходе исследова-
ния у животных регистрировали вес тела, потребление корма и проявление клинических признаков 
токсичности исследуемого препарата. На 15-й день исследования животные были подвергнуты эвта-
назии и некропсии с осмотром макроповреждений органов, их взвешиванием и фиксацией. С целью 
выявления токсического действия тестируемого биомедицинского клеточного продукта проводили 
гистологический анализ.
Результаты. Установлено, что однократное внутривенное или внутрибрюшинное введение  
биомедицинского продукта «анти-HER2-CAR-T/CAR-NK» в дозе, эквивалентной терапевтиче-
ской для человека, а также в 10 раз превышающей терапевтическую, является безопасным для 
мышей BALB/c Nude. Проведённое доклиническое исследование продемонстрировало отсут-
ствие значимых токсических эффектов. 
Ограничения исследования. Исследование выполнено на иммунодефицитных мышах линии 
BALB/c Nude, поскольку исследуемый продукт содержал живые чужеродные клетки.
Заключение. Данная работа может стать основой для создания протокола по доклиническим испыта-
ниям биомедицинских клеточных продуктов, полученных с помощью CAR- технологий.
Ключевые слова: химерный рецептор антигена; CAR; CAR-T; CAR-NK; иммунология; исследования 
токсичности
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Introduction. The Car-T-cell therapy is current and modern promising method for the oncology treatment. 
USA Food and Drug Sanitary Control Department confirms six drugs for cellular immunotherapy the blood 
oncology today. But the information about biomedical product preclinical test is absent, because used T-cells 
(cell with chimeric antigen receptor) are autologous for humans, which is the problem for use classic toxicity 
tests. Besides the biomedical product safety becomes questionable, therefore the different preclinical research 
strategy is developed to solve those problems and produce normal test-systems with therapeutic target.
The aim of the study was to evaluate the acute toxicity in immunodeficient BALB/c Nude mice of an antineoplastic 
drug based on genetically modified T/NK cells that express a chimeric T-cell anti-HER2 receptor.
Material and methods. Test and control groups consisted of five males and five females. Animals were injected 
a single intravenous or intraperitoneal injection of the testing product and the solvent-cryopreserving carrier 
at the dose 0,2 ml/animal. There were two doses: equal to the human therapeutic 0,5•106 cell/animal dose 
and ten times over then the therapeutic dose 5•106 cell/animal. During the test the animal’s weight, the food 
intake and clinically symptoms of the testing product toxicity were registered. On the fifteenth of the study day 
animals were euthanatized and exposed to a necropsy with the organs’ macroscopic inspection, the weighting 
and fixating. The detection of the testing biomedical product toxicity was the aim of the histology analysis.
Results. A single intravenous or intraperitoneal injection of the biomedical product «anti-HER2-CAR-T/ 
CAR-NK» at the human therapeutic dose, as well as in 10 times more than the same, is safe for BALB/c Nude 
mice. The preclinical study has shown the absence of significant toxic effects. 
Limitations. The research was performed on Balb/c nude line immunodeficient mice, because the tested 
product contained living foreign cells.
Conclusion. This work can be the main basis for the creation of biomedical product preclinical research 
protocol of biomedical cell products produced from CAR-technology.
Keywords: chimeric antigen receptor; CAR; CAR-T; CAR-NK; immunology; toxicity studies

Compliance with ethical standards. All manipulations with animals were carried out in accordance with the 
Animal Application Protocol, which was examined and approved of IACUC of the Branch of the IBCh RAS.
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Введение 
Клеточная терапия рака развивается беспре-

цедентными темпами, особенно с появлением 
Т-клеток, сконструированных с помощью хи-
мерных антигенных рецепторов (CAR). Данная 
стратегия доказала свою эффективность против 
злокачественных новообразований B-клеток и 
демонстрирует многообещающую активность 
для других гематологических видов рака с потен-
циалом для солидных опухолей [1]. Основные 
нежелательные явления, с которыми сталкива-
ются при клиническом применении CAR-T-кле-
точной терапии – это синдром высвобождения 
цитокинов (CRS) и синдром нейротоксично-
сти, связанный с иммунными эффекторными 
клетками (ICANS), оба синдрома увеличивают 
продолжительность госпитализации пациента 
и стоимость терапии. Учитывая эти недостатки 
обычных CAR-T-клеток, наблюдается всплеск 
интереса к другим субпопуляциям иммунных 
клеток [2–4]. NK-клетки позиционируются как 
многообещающая альтернативная платформа для 
CAR-инженерии из-за их специализированной 
цитотоксичности в отношении опухолей [5–8]. 
На сегодняшний день FDA одобрено шесть пре-
паратов для CAR-Т-клеточной терапии. Однако в 
регистрационных досье отсутствуют достаточные 
сведения о доклинических исследованиях в связи 
с тем, что, по заявлению производителей, клас-
сические токсикологические исследования к ним 
неприменимы [9–15].

Российским законодательством не предусмот-
рена регистрация биотехнологических клеточных 
лекарственных продуктов, предназначенных для 

терапии онкологических заболеваний без докли-
нических исследований, регламентируемых зако-
нодательством [16, 17]. Поскольку они являются 
специфичными для человека, то требуется моди-
фикация стандартных протоколов доклинических 
исследований токсичности. Отсутствие универ-
сальной модели и тестов на животных для клеточ-
ных препаратов, полученных с помощью CAR-тех-
нологий, не позволяют исследовать потенциаль-
ные побочные реакции, что ставит под сомнение 
этичность проведения клинических испытаний.

Задачей данного исследования являлся анализ 
воздействия генетически модифицированных 
активированных T/NK-клеток человека, экс-
прессирующих химерный антигенный рецептор 
(CAR) к эпидермальному фактору роста (HER2) 
на мышей с иммунным статусом, соответству-
ющим прекондиционной подготовке химио-
терапией, предусмотренной протоколом лечения 
до начала введения CAR-клеток. Проведённое 
исследование является первым этапом разра-
ботки полного досье доклинических общетокси-
ческих исследований для данного генно-инже-
нерного продукта.

Материал и методы
Настоящая работа выполнена в соответствии 

с рекомендациями Руководства по проведению 
доклинических исследований лекарственных 
средств [17] и методических рекомендаций по 
проведению доклинических исследований био-
медицинских клеточных продуктов [18, 19]. 

В качестве тестируемого препарата исполь-
зовали биомедицинский клеточный продукт, 
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содержащий анти-HER2-CAR-T/CAR-NK клет-
ки – ex vivo активированные интерлейкином-2 
(Ронколейкин, Биотех, Россия) лимфоциты 
здоровых доноров, генетически модифициро-
ванные с помощью электропорации химерным 
мышиным антигенным рецептором против опу-
холеассоциированного антигена HER2 (ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Мин-
здрава России).

Исследование выполнено на 30 самцах и 
30 самках иммунодефицитных мышей линии 
BALB/c Nude (SPF Питомник лабораторных жи-
вотных «Пущино», Россия), средней массой тела 
22,3 ± 1,3 г. Животные содержались в стандарт-
ных условиях барьерной зоны в соответствии с 
«Программой по уходу и использованию живот-
ных» Лаборатории биологических испытаний 
ФИБХ РАН, имеющей аккредитацию AAALAC 
(Association for Assessment and Accreditation of 
Laboratory Animal Care) [20]. Все манипуляции 
с животными проводили в соответствии с Про-
токолом-заявкой на животных, рассмотренным 
и одобренным «Институтской комиссией по 
контролю за содержанием и использованием ла-
бораторных животных» ФИБХ РАН.

Каждая опытная и контрольная группа вклю-
чала 5 самцов и 5 самок. Тестируемый препарат 
животным вводили однократно, в объёме 0,2 мл/
животное в двух дозах: 0,5•106 клеток/животное 
(что соответствует предполагаемой терапевтиче-
ской дозе на 1 кг массы тела пациента) и 5•106 кле-
ток/животное (10-кратное увеличение терапев-
тической дозы). Поскольку подобные препараты 
обычно вводятся в виде однократной инфузии  
без возможности последующей коррекции доз 
были выбраны две дозировки – доза 0,5•106/кг, 
которая, согласно литературным данным [21, 22], 
входит в терапевтическое окно БКМП для чело-
века, однако в перерасчёте на массу тела мыши, 
животное получает ~50-кратную клеточную на-
грузку и для дозы 5•106 – ~500-кратную. Одно- и 
10-кратная терапевтическая человеческие дозы 
являются стандартными для исследований острой 
токсичности [23]. Контрольным животным вво-
дили носитель (растворитель – криоконсер-
вант) в объеме 0,2 мл/животное. Использовали  
два способа введения препарата – внутрибрюшин-
ный и внутривенный. В ходе исследования у жи-
вотных регистрировали массу тела, потребление 
корма и проявление клинических признаков ток-
сичности исследуемого препарата. На 15-й день  
исследования животные были подвергнуты эв-
таназии и некропсии с осмотром макроповре-
ждений органов, их взвешиванием и фиксацией.  
С целью выявления токсического действия тес- 

тируемого биомедицинского клеточного продук-
та проводили гистологический анализ. Для всех 
количественных данных была применена описа-
тельная статистика: подсчитаны среднее значе-
ние и стандартное отклонение. Для установления 
межгрупповых различий изучаемых параметров 
применяли непараметрический критерий Крас-
кела–Уоллиса с последующим применением 
критерия множественного сравнения рангов. 
Статистический анализ проводили с использова-
нием программы Statistica 7.1. Различия опреде-
ляли при 5% уровне значимости (р < 0,05).

Результаты и обсуждение
При рутинном ежедневном осмотре животных 

в клетках содержания гибели животных, тяжело-
го состояния и выраженных токсических клини-
ческих признаков не наблюдалось. В процессе 
введения препаратов, а также на всем протяже-
нии исследования не было отмечено клиниче-
ских признаков отклонения в состоянии здоро-
вья животных. Введение тестируемого препарата 
не вызвало отклонений в приросте массы тела 
животных при обоих способах введения. Ста-
тистически значимых межгрупповых различий 
показателей массы тела и ее прироста ни у сам-
цов, ни у самок, выявлено не было. Кроме того, 
исследуемый продукт не вызвал изменений в по-
треблении корма животными. Однако исключе-
ние составили группы самцов и самок, получав-
ших препарат внутривенно и внутрибрюшинно, 
соответственно, в высокой дозе. Их показатели, 
по данному параметру, были увеличены относи-
тельно контроля.

В ходе некропсии у самок, получавших тести-
руемый препарат в высокой дозе, было обнару-
жено визуальное увеличение размеров паховых 
лимфоузлов, а у самца из группы, получавшей те-
стируемый препарат внутрибрюшинно в низкой 
дозе, отмечено уменьшение размеров одного из 
семенников. При внутривенном введении в группе 
самок, получавших тестируемый препарат в мак-
симальной дозе, было зарегистрировано статисти-
чески значимое уменьшение абсолютной и отно-
сительной массы надпочечников по сравнению с 
контрольными значениями (p < 0,05; рис. 1, а, б).

Статистически незначимое увеличение разме-
ров селезенки было отмечено у самок, получав-
ших препарат внутрибрюшинно в низкой дозе,  
а также у самки из контрольной группы. При 
внутрибрюшинном введении тестируемого пре-
парата статистически значимых межгрупповых 
различий показателей абсолютной и относитель-
ной массы органов выявлено не было.
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При макроскопическом обследовании нижне-
челюстных лимфоузлов у одной самки в группе 
большей дозы тестируемого препарата после вну-
тривенного введения и у ряда самок после внутри-
брюшинного введения, как в контрольной груп-
пе, так и в группе большей дозы, отмечено уве-
личение нижнечелюстных лимфоузлов. При ми-
кроскопическом обследовании нижнечелюстных 
лимфоузлов у перечисленных животных было вы-
явлено отсутствие Т-зависимой паракортикаль-
ной области. У большинства самок в группах по-
сле внутрибрюшинного введения как в контроль-
ной , так и в группе большей дозы прочих откло-
нений со стороны нижнечелюстных лимфоузлов 
выявлено не было. У остальных самок со стороны 
нижнечелюстных лимфоузлов были выявлены 
отклонения, такие, как умеренная гиперплазия 
плазматических клеток в мозговых тяжах в мозго-
вом веществе и слабовыраженная гиперплазия 
макрофагов в мозговом веществе.

Гистологический анализ выявил незначи-
тельные отклонения, а именно в почках был об-
наружен мелкоочаговый периваскулярный ин-
фильтрат плазматических клеток во внутренней 
области наружного мозгового вещества, а также 
были выявлены признаки слабовыраженной хро-
нической прогрессирующей нефропатии. В селе-
зенке у всех мышей, как в контрольных группах, 
так и в группах большей дозы тестируемого пре-
парата после внутривенного и внутрибрюшин-
ного введения отмечено небольшое количество 
герминативных центров в лимфоидных узелках, 
а также выраженное разряжение области периар-
териальных лимфатических влагалищ (PALS). У 
единичных самок, как в контрольной группе, так 
и в группе большей дозы тестируемого препарата 
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Рис. 1. Абсолютная (а) и относительная (массы тела) (б) масса надпочечников самок, получавших внутривенное введение. 
* p < 0,05 относительно группы, получавшей носитель, на основании Краскела–Уоллиса ANOVA.

Fig. 1. Absolute (а) and relative (body weight) (б) weight of the adrenal glands of females treated intravenously.
* p<0.05 relative to vehicle group based on Kruskal–Wallis ANOVA.

наблюдалась заметная гиперплазия плазматиче-
ских клеток в лимфоидных узелках (рис. 2). Кро-
ме того, у животных контрольных групп, а также 
в группах с большей дозой тестируемого препа-
рата после внутривенного и внутрибрюшинного 
введения наблюдался усиленный экстрамедул-
лярный гемопоэз, приблизительно одинаково 
выраженный по проявлению признака в пределах 
каждой из групп.

В ходе гистологического анализа в надпочеч-
никах выявлена липогенная кортикальная деге-
нерация эндокриноцитов в виде кластеров эпи-
телиоидных клеток, заполненных липогенным 
пигментом и пикнотическими ядрами и заметное 
полнокровие синусоидных капилляров в сетча-
той зоне, а также у большинства самок после вну-
тривенного и внутрибрюшинного введения, как 
в контрольных группах, так и в группах большей 
дозы тестируемого препарата наблюдалась жи-
ровая дегенерация Х-зоны. В контрольных груп-
пах после внутривенного и внутрибрюшинного 
введения и в группе большей дозы тестируемого 
препарата после внутривенного введения отмече-
на слабовыраженная вакуолизация цитоплазмы 
эндокриноцитов в пучковой зоне (рис. 3).

Полученные в работе данные свидетельствуют 
о безопасности тестируемого препарата, посколь-
ку не было обнаружено отклонений в показателях 
массы тела и её прироста, а также клиническом 
статусе животных. Выявленное отклонение в по-
треблении корма животными, не следует рассмат-
ривать как проявление токсического эффекта 
исследуемого препарата, поскольку оно было 
направлено в сторону увеличения.

Увеличение паховых лимфатических узлов, 
выявленное при макроскопическом анализе,  
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может быть связано с иммунным ответом орга-
низма экспериментальных животных на введение 
чужеродных клеток. Случай уменьшения разме-
ров семенников был единичный, не имел дозоза-
висимости, поэтому данное отклонение, скорее 
всего, не связано с введением тестируемого пре-
парата. Микроскопическое обследование семен-
ников у данного самца отклонений от нормы не 
выявило. Принимая во внимание, что увеличение 
селезёнки наблюдалось и в контрольной группе, 
а уменьшение размеров надпочечников не носи-
ло строгой дозовой зависимости, эти изменения 
не могут однозначно рассматриваться в качестве 
токсических проявлений, связанных с действием 
тестируемого препарата.

Отсутствие Т-зависимой паракортикальной 
области характерно для данной линии иммуноде-
фицитных мышей BALB/c Nude и является видо-
специфической нормой. Перечисленные откло-
нения в нижнечелюстных лимфоузлах вероятнее 
всего вызваны невыраженной аллергической ре-
акцией на введение как контрольного вещества, 
так и тестируемого препарата в большей дозе. 
Учитывая, что данные отклонения со стороны 
нижнечелюстных лимфоузлов отмечены только 
у единичных самок, их не следует рассматривать 
существенными с точки зрения токсикологиче-
ской значимости.

Обнаруженные почечные отклонения при ми-
кроскопическом исследовании не были связаны 

Рис. 2. Селезёнка: а – опытная группа; б – контрольная группа. Гиперплазия плазматических клеток. 
Увеличение 10×40. Окраска гематоксилин-эозином. 

Fig. 2. Spleen: а – experimental group; б – control group. Hyperplasia of plasma cells. 
Magnification 10×40. Hematoxylin-eosin staining.

Рис. 3. Надпочечники: а – вакуолизация в пучковой зоне; б – без изменений. 
Увеличение 10×20. Окраска гематоксилин-эозином.

Fig. 3. Adrenals: а – vacuolization in the beam zone; б – no change. 
Magnification 10×20. Hematoxylin-eosin staining.

а б

а б
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с токсичностью препарата так как хроническая 
прогрессирующая нефропатия является спонтан-
ной наиболее часто встречающейся патологией 
в почках у мышей. В случае, если тяжесть и ча-
стота встречаемости хронической прогрессиру-
ющей нефропатии в группах примерно одинако-
ва, то в таком случае она не является значимой в 
токсикологической интерпретации результатов. 
Учитывая, что на фоне полнокровия в почках не 
наблюдалось каких-либо других серьезных де-
генеративных или воспалительных признаков, а 
также, что полнокровие микроциркуляторного 
русла было невыраженным, данный морфологи-
ческий признак не является токсикологически 
значимым. Обнаруженные плазматические клет-
ки появляются в ответ на антигенную стимуля-
цию и могут указывать на развившуюся аллерги-
ческую реакцию, обусловленную индивидуаль-
ной чувствительностью животного.

Выявленные в селезенке мышей небольшие и 
немногочисленные группы гемопоэтических кле-
ток наблюдаются почти всегда. В данном случае 
степень проявления экстрамедуллярного гемо-
поэза по выраженности признака отмечена выше 
общепринятой нормы. Однако не следует исклю-
чать возможность того, что усиленный экстраме-
дуллярный гемопоэз является видоспецифичным 
признаком для данной линии эксперименталь-
ных мышей. Найденные герминативные центры 
в лимфоидных узелках селезенки являются при-
знаком антигенной стимуляции, что вероятно 
проявилось у мышей с индивидуально повышен-
ной чувствительностью на введение контрольно-
го и тестируемого вещества. Гиперплазия плаз-
матических клеток в селезенке также свидетель-
ствует об антигенной стимуляции.

Анализируя приведенные данные по гистоло-
гическому исследованию надпочечников, можно 
предполагать, что при введении T/NK-клеток 
произошло повреждение коры надпочечников, 
проявившееся в жировой дегенерации и последу-
ющим компенсаторным регенеративным процес-
сом в виде субкапсулярной клеточной гиперпла-
зии эндокриноцитов и дополнительных адрено-
кортикальных узелков.

Перечисленные выше морфологические изме-
нения пучковой зоны коры надпочечников, вы-
рабатывающей глюкокортикоиды, влияющие на 
иммунитет, а также снижающие интенсивность 
воспалительных, аллергических реакций в орга-
низме, могут быть связаны с дисфункцией гипо-
таломо-гипофизарно-надпочечниковой системы. 
Этим же можно объяснить увеличение потребле-
ния корма без прироста массы тела. Герминатив-
ные центры в лимфоидных узелках и гиперплазия 

плазматических клеток селезенки у отдельных 
особей с предположительно пониженным им-
мунным статусом являются вероятным свиде-
тельством антигенной стимуляции тестируемым 
БМКП. Также выявленным в ходе гистологиче-
ского анализа отклонением, имеющим вероятную 
связь с введением тестируемого препарата, была 
признана слабовыраженная вакуолизация цито-
плазмы эндокриноцитов в пучковой зоне надпо-
чечников в группе самок, получавших тестируе-
мый препарат внутривенно в максимальной дозе.

Заключение и выводы
Исследуемое лекарственное средство на основе 

биомедицинского клеточного продукта, содержа-
щего анти-HER2-CAR-T/CAR-NK-клетки, при 
его однократном внутривенном и внутрибрюшин-
ном введении самцам и самкам иммунодефицит-
ных мышей в предполагаемой терапевтической 
дозе на 1 кг веса пациента, а также дозировке, в 10 
раз превышающей терапевтическую, показал себя 
в целом безопасным. Проведенное доклиническое 
исследование продемонстрировало отсутствие зна-
чимых токсических эффектов у CAR-клеточного 
продукта для терапии злокачественных новооб-
разований «анти-HER2-CAR-T/ CAR-NK». Полу-
ченные сведения в дальнейшем могут послужить 
основой для рекомендаций по доклиническим 
испытаниям клеточных иммунопрепаратов, полу-
ченных с помощью CAR-технологий. По результа-
там можно внести следующие рекомендации для 
проведения исследований острой токсичности 
биомедицинских клеточных продуктов:

Выявленные морфологические изменения 
надпочечников могут свидетельствовать о том, 
что эндокринные органы являются органами–
мишенями CAR-клеток. В связи с риском разви-
тия эндокринопатий целесообразно при последу-
ющих исследованиях проводить анализ гормонов 
гипофиза – соматотропина, адренокортикотроп-
ного гормона (АКТГ), тиреотропного гормона 
(ТТГ), гонадотропинов, пролактина, а также гор-
монов щитовидной и поджелудочной желез, над-
почечников. В обязательном порядке, помимо 
надпочечников, включить в коллекцию органов 
гипофиз, щитовидную и поджелудочную железы.

Из нежелательных побочных явлений данной 
технологии наиболее вероятны аллергические ре-
акции. Для контроля вероятности их возникно-
вения следует мониторировать уровень иммуно-
глобулина Е.

Для углубленной оценки нейротоксичности 
целесообразно добавить расширенную батарею 
функциональных тестов (локомоторная актив-
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ность, тест Grip Strength и т.д.) и исследование 
функции головного мозга электроэнцефалогра-
фией, а также периферической нервной системы 
электромиографией конечностей.

Предположение о вариативности иммунного 
статуса животных, выявленного в ходе исследо-
вания, подразумевает необходимость его скри-
нинга до начала проведения эксперимента.
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