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Многоступенчатая процедура производства CAR-T в

совокупности с расширением их клинического

применения требует создания универсальных систем

анализа ключевых показателей их качества.

Цель работы

Разработка ПЦР тест-систем для

изучения и оценки различных

биологических свойств CAR-T клеток.

Цель исследования Материалы и методы

Использовали количественную оценку

показателя количества копий вектора (VCN)

относительно референсных генов: альбумина

человека (для выпускного контроля клеточных

продуктов) и альбумина мыши (для оценки

органного тропизма CAR-T в органах мышей).

Для партий CAR-T параллельно выполняли

цитометрический анализ. Расчет количества

копий вектора и доли CAR(+) геномов в органах

мышей выполняли по формуле:

𝐂𝐀𝐑(+) копий =
Среднее 𝑺𝑸 𝑪𝑨𝑹

Среднее 𝑺𝑸 𝑨𝑳𝑩/𝟐
.

Для обнаружения остаточных репликационно-

компетентных лентивирусов в культуре

проводили ПЦР в реальном времени на

детекцию гена VSV-G по контрольной точке.

Результаты
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ГРУППА 1 (5×106 CAR-T КЛЕТОК/МЫШЬ) 
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ГРУППА 2 (1,5×107 CAR-T КЛЕТОК/МЫШЬ)

VCN составил от 0,45 до 1,41 копий/клетку при проценте 

трансдукции по цитометрии от 51,88 до 65,61% в зависимости от 

партии, что соответствует требованиям международных 

регуляторов по обоим показателям.

В рамках ДКИ ФГБУ НМИЦ Радиологии, анализ тканевого тропизма пула CAR-Т, вводимых мышам, 

показал преимущественное накопление в легких, печени и селезенке.

Кривые амплификации 100 копий контрольной плазмиды с последовательностью VSV-G. Сигнал 

от гДНК трансдуцированных и интактных клеток детектировались позже контрольной точки.

Выводы

1) Отмечена тенденция к прямой зависимости между

значением VCN и долей трансдуцированных клеток в

популяции по цитометрии;

2) Накопление CAR-T клеток в органах мышей носило

дозозависимый эффект с неравномерным распределением и

преимущественным присутствием в легких, печени и

селезенке животных;

3) Безопасность лентивирусного вектора была

верифицирована отсутствием репликационно-компетентных

вирусов: сигнал в опытных и контрольных пробах не

достигнул уровня порогового предела обнаружения,

эквивалентного 100 копиям контрольной плазмиды.
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