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CAR-T-специфическая терапия произвела революцию в современной онкологии. Однако, несмот-
ря на выраженные терапевтические эффекты, новый подход имеет побочные эффекты, связанные
со сложностью фармакокинетического и фармакодинамического контроля. Возникновение тяже-
лых осложнений у пациентов при CAR-T терапии инициировало серию исследований по регулиро-
ванию активности CAR-T клеток in vivo. Для контроля цитотоксической противоопухолевой актив-
ности CAR-T клеток мы предлагаем применить уникальную белковую пару барназа-барстар. Для
этого барназа была слита с анкириновыми повторами (дарпинами), специфичными к связанному с
опухолью антигеном HER2 (рецептор 2 эпидермального фактора роста человека). Использование
барстар-модифицированных CAR-T клеток вместе с молекулами на основе барназы продемонстри-
ровало выраженные регуляторные эффекты нацеливания CAR.
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В течение последнего десятилетия разработка
противоопухолевых препаратов на основе гене-
тически модифицированных клеток крови чело-

века показала множество положительных резуль-
татов [1, 2]. Однако отсутствие контролируемой
фармакокинетики и фармакодинамики вносит
существенные ограничения в применение этого
подхода из-за риска возникновения клинических
побочных эффектов [3–6]. В последнее время бы-
ли предприняты многочисленные попытки регу-
лирования цитотоксичности CAR-T-клеток [7–9].
Некоторые из этих экспериментов были сосредо-
точены на привлечении одобренных FDA препа-
ратов [10–14]. Специфическое белок-белковое
взаимодействие может дать ключ к решению про-
блемы эффективной настройки цитотоксичности
CAR-T клеток по отношению к опухолям. Супер-
семейство РНКаз можно использовать в качестве
источника белковых пар с их белковыми ингиби-
торами. Так, комплекс РНКаза (барназа)-барстар
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характеризуется чрезвычайно прочным связыва-
нием (KD ~10–14) [15, 16]. Поэтому данная пара
белков перспективна в применении для специ-
фического нацеливания и регулирования
цитотоксических противоопухолевых эффектов
CAR-T клеток. Были созданы два типа конструк-
ций: барназа, слитая с ранее разработанными
белками анкириновых повторов (дарпинов), и
CAR с барстаром (BsCAR) в качестве распознаю-
щего домена.

Здесь мы применили инновационный подход
к специфическому нацеливанию CAR-T клеток,
заменив широко используемые конструкции на
основе суперсемейства Ig на пептидные каркасы
[17]. Были разработаны дарпины, специфичные к
HER2 (рецептор эпидермального фактора роста
человека) (рис. 1). Были синтезированы гибрид-
ные белки анти-HER2 дарпины, слитые с барна-
зой [18], которые использовали здесь в качестве
молекул-посредников, направляющие BsCAR-T
клетки против опухолевых клеток с гиперэкс-
прессией HER2. Дарпины могут связываться с
разными доменами внеклеточной части рецепто-
ра HER2, дарпин 9.29 с мембранно-дистальным
субдоменом I с KD = 0.09 нМ [19] и дарпин G3 с
проксимальным субдоменом IV с KD = 3.8 нМ
[18]. Нами была разработана схема эксперимен-
тов in vivo с голыми мышами BALB/c Nu (рис. 2).

Из данных, представленных на рис. 2, мы мо-
жем видеть, что предлагаемая система барназа-
барстар специфически регулирует противоопухо-
левый цитотоксический эффект CAR-T терапии.
Система может контролировать эффективность
этой терапии, предотвращать осложнения CAR-T
терапии и сопутствующие ей побочные эффекты.

Здесь мы показываем модульный подход CAR,
основанный на универсальных CAR, который
позволяет разделить два отдельных процесса:
1) распознавание антигена и 2) активация CAR-T
клеток. На наш взгляд, данный процесс имеет
перспективы с использованием различных аген-
тов перенаправления. Что может привести к по-
явлению платформы для CAR-T терапии, направ-
ленной на солидные опухоли.

МЕТОДЫ
Получение BsCAR-T клеток

Получение лентивирусной конструкции BsCAR,
производство CAR-T клеток и определение уров-
ня экспрессии BsCAR было описано ранее [20].
В экспериментах использовались BsCAR-T кле-
точные продукты с уровнем трансдукции 50% в
первый цикл введения и 40% во второй цикл вве-
дения BsCAR-T клеток внутривенно иммуноде-
фицитным мышам линии BALB/c Nu.

Эксперименты на мышах
Все процедуры с животными проводились в

строгом соответствии с рекомендациями по над-
лежащему использованию и уходу за лаборатор-
ными животными. Проводимые действия были
одобрены Институтом по уходу и использованию
животных ИБХ РАН (номер протокола IACUC
729/20 от 18 февраля 2020 г.). Для экспериментов
были взяты мыши-самки BALB/c Nu 8 нед, весом
20–24 г, предоставленные питомником лабора-
торных животных города Пущино Московской
области (коллекция лабораторных грызунов кате-
гории СПФ для фундаментальных, медико-био-
логических и фармакологических исследований,

Рис. 1. Процесс регулирования специфического нацеливания на опухолевую клетку Т-клетки, модифицированную
универсальным BsCAR, при помощи белка дарпин-барназа (Da-Bn). HER2 рецептор имеет 4 внеклеточных субдомена
для мембранно-проксимального-IV специфичного Da G3-Bn, для мембранно-дистального I Da 9.29-Bn. Барназа с вы-
соким сродством взаимодействует со своим ингибитором барстаром, который в конструкции CAR выполняет функ-
цию распознающего домена. В качестве шарнира используется GGGSGGGSGGGS и CH2-CH3 IgG4, CD28 TM/цит =
= трансмембранный и цитоплазматический домены из CD28, 4-1BB = цитоплазматический домен активации из
CD137, CD3ζ = цитоплазматический домен активации из CD3ζ.
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Россия). Мышам интраперитонеально инокули-
ровали 8 × 106 SKOV-ip-Kat клеток, разработан-
ных ранее [21], в 60% матригеле в 100 мкл полной
культуральной среды. На второй день мышей слу-

чайно распределяли по 4 группам по 4 особи.
Животным из 2-й и 4-й группы внутривенно
вводили 5 × 106 млн на 2-й день и 14 × 106 млн на
4-й день BsCAR-Т клеток. Через 4 ч после инъек-

Рис. 2. BsCAR T-клетки совместно с введением молекул-посредников подавляют HER2-положительные опухоли in vivo.
(а) Схема проведения эксперимента, где мышам Balb/c Nu (самки, 20–24 г) внутрибрюшинно вводили 8 млн клеток
SKOV-ip-Kat, формирующих солидные опухолевые узлы в брюшине. Наличие в цитоплазме этих клеток, меченых
красным флуоресцентным белком TurboFP635 (Kat), позволяет визуализировать рост и расположение опухолевых уз-
лов у мышей in vivo с использованием компьютерной томографии IVIS SPectrum (Perkin Elmer, США). Внутривенно
вводили на 2-й день 8 млн, на 4-й день 14 млн BsCAR-T клеток двум группам мышей: контрольной группе – BsCAR-T и
экспериментальной – BsCAR-T + дарпин 9.29 – барназа. Терапию проводили внутрибрюшинным введением Da 9.29-Ba
по схеме на рисунке. Визуализацию опухолей проводили на 5-е и 10-е сутки после введения клеток SKOV-ip-Kat.
(б) Изображения IVIS животных, получавших BsCAR-Т клетки отдельно или в сочетании с 9.29-барназой. Представ-
лена флуоресценция опухолей отдельных мышей в каждой группе. (в) Опухолевая нагрузка, оцененная количественно
как среднее значение флуоресценции в течение 5 и 10 дней. Данные были проанализированы с помощью критерия
Манна–Уитни и представлены как среднее ± диапазон (range). Статистическая значимость: *p < 0.05.
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ции BsCAR-Т клеток мышам начинали вводить
внутривенно Da 9.29-барназу 100 мкг в 50 мкл PBS.
Инъекцию Da 9.29-барназы повторили на 9-й день
эксперимента. Через день измеряли вес мышей
и на 5-й и 10-й день проводили прижизненную
визуализацию IVIS Spectrum in vivo (Perkin-
Elmer).

Методы и способы обработки результатов 
и проведения статистического анализа

Статистическую обработку результатов экспе-
риментов проводили с помощью пакета про-
грамм Prism 9 (GraphPad Software). Измерения
значения флуоресценции опухоли были стати-
стически обработаны с использованием одно-
факторного дисперсионного анализа (ANOVA) и
проанализированы с помощью критерия Манна–
Уитни. Значения представлены как среднее зна-
чение ± диапазон (range) (n = 4). Статистическая
значимость: *p < 0.05.
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BARNASE-BARSTAR SPECIFIC INTERACTION REGULATES CAR-T CELLS 
CYTOTOXIC ACTIVITY TOWARD MALIGNANCY

Roman S. Kalinina,#, Victoria O. Shipunova a, Yuri P. Rubtsova, Valeria M. Ukrainskaya,b, 
Alexey Schulgaa, Elena V. Konovalovaa, Dmitry V. Volkova, Igor A. Yaroshevichc, 

Anastasiia M. Moysenovichc, Alexey A. Belogurova,c, Georgij B. Telegina, Alexandr S. Chernov a, 
Mikhail A. Maschanb, Stanislav S. Terekhov a,c, Vera D. Knorrea, Elena Khursd,

Corresponding Member of the RAS Nikolay V. Gnuchevd, Academician of the RAS Alexander G. Gabibova,c,
and Academician of the RAS Sergey M. Deyeva,e

a Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
b Dmitry Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology, and Immunology, 

Moscow, Russian Federation
c M.V. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

d Engelhardt Institute of molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
e National Research University Higher School of Economics, Moscow, Russian Federation

#е-mail: Roman.Kalinin.93@yandex.ru

The development of CAR-T specific therapy made a revolution in modern oncology. Despite the pronounced
therapeutic effects, this novel approach displayed several crucial limitations caused by the complications in
pharmacokinetics and pharmacodynamics controls. The presence of the several severe medical complica-
tions of CAR-T therapy initiated a set of attempts aimed to regulate their activity in vivo. We propose to apply
the barnase-barstar system to control the cytotoxic antitumor activity of CAR-T cells. To menage the regula-
tion targeting effect of the system we propose to use barstar-modified CAR -T cells together with barnase-
based molecules. Barnase was fused with designed ankyrin repeat proteins (DARPins) specific to tumor an-
tigens HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) The application of the system demonstrates the
pronounced regulatory effects of CAR-T targeting.
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