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Резюме На сегодняшний день применение персонализированных методов клеточной иммуноте-
рапии злокачественных новообразований рассматривается как перспективный подход 
к лечению опухолей, а эффективность этих методов оценивается в контексте клини-
ко-биологических характеристик опухоли и состояния иммунной системы конкретного 
пациента. Одним из вариантов иммунотерапии является разработка аутологичных проти-
воопухолевых вакцин на основе дендритных клеток.
Цель работы — анализ современных методологических подходов к оценке качества, эф-
фективности и безопасности противоопухолевых вакцин на основе дендритных клеток.
В обзоре приведено описание функциональной роли дендритных клеток в регуляции им-
мунного ответа, а также проведен анализ данных литературы, посвященных современным 
подходам получения дендритно-клеточных вакцин с заданными характеристиками, оцен-
ке качества, изучению противоопухолевой эффективности клеточного препарата, а также 
опыту проведения доклинических и клинических исследований. Освещены спе цифические 
аспекты международного опыта регистрации и клинического применения клеточных пре-
паратов. В обзоре обсуждены методологические подходы к проведению доклинических 
исследований дендритно-клеточных вакцин, которые должны быть нацелены на получе-
ние сведений для выбора дозы, обоснования пути введения, режима применения клеточ-
ных препаратов, а также идентификации иммунологических маркеров, коррелирующих 
с клинической эффективностью. Рассмотрен международный опыт проведения клиниче-
ских исследований дендритно-клеточных вакцин при различных злокачественных новоо-
бразованиях. Предложен перечень показателей качества клеточных препаратов на основе 
соматических клеток человека для их дальнейшего использования в клинической практике.
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Abstract At present, personalised cellular immunotherapy is considered a promising approach to the 
treatment of malignant neoplasms. The effectiveness of these cellular immunotherapy me-
thods is evaluated in the context of clinical and biological tumour characteristics and the state 
of the immune system of a particular patient. One of the immunotherapy options for cancer is 
the development of autologous dendritic cell vaccines.
The aim of this study was to analyse current methodological approaches to the evaluation of 
the quality, efficacy, and safety of dendritic cell cancer vaccines.
This review describes the functional role of dendritic cells in immune response regulation. The 
paper presents the results of literature analysis covering current approaches to obtaining den-
dritic cell vaccines with specific characteristics, quality assessment, studies of the anti-tumour 
efficacy of cell therapy products, and the experience of conducting non-clinical and clinical 
studies. The review highlights specific aspects of international experience in the registration 
and clinical use of cell therapy products. The authors discuss methodological approaches to 
non-clinical studies of dendritic cell vaccines, which should aim to obtain information to select 
the dose, route, and mode of administration and to identify immunological markers correlating 
to the clinical efficacy of cell therapy products. The paper covers international experience in 
conducting clinical trials of dendritic cell vaccines for various malignant neoplasms. The au-
thors propose a list of quality attributes of human somatic cell-based medicinal products for 
further clinical use.
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Введение

Одним из современных иммунотерапевти-
ческих подходов, вызывающих повышенное 
внимание исследователей, является использо-
вание противоопухолевых вакцин. Механизм 
действия этих препаратов заключается в имму-
низации пациента опухоль-ассоциированными 
антигенами (ОАА), что приводит к активации 
адаптивного иммунного ответа, нацеленного 
на опухолевые клетки [1]. В настоящее время 
разрабатываются различные виды противо-
опухолевых вакцин  — на основе пептидов, 

опухолевых клеток, экзосом. Однако наибо-
лее перспективной представляется разработка 
дендритно-клеточных вакцин (ДКВ), в основе 
которых лежит способность дендритных клеток 
(ДК) представлять антиген Т-лимфоцитам, вы-
зывать их активацию и инициировать противо-
опухолевый иммунный ответ [1–3].

Впервые идея о возможности использова-
нии ДК для лечения злокачественных опухолей 
была высказана в 1990-х годах, когда в экспе-
рименте на лабораторных животных была по-
казана возможность выделения этих клеток, 
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их активации опухолевыми антигенами ex vivo 
и формирования противоопухолевого ответа 
на модели мышей с инокулированными опухо-
левыми клетками [4]. В других ранних работах 
по ДК описано их применение для нагрузки 
пептидами папилломавируса человека или син-
тетическими пептидами, что вызывало развитие 
противоопухолевого ответа, главным образом 
опосредованного Т-лимфоцитами [5]. В дальней-
ших исследованиях было показано, что форми-
рующийся Т-клеточный иммунный ответ специ-
фичен к антигену, используемому для нагрузки. 
Результаты первых пилотных клинических ис-
следований (КИ) применения ДКВ, проведен-
ные с включением пациентов с фолликулярной 
В-клеточной лимфомой, множественной мие-
ломой, меланомой и различными злокачествен-
ными новообразованиями (ЗНО) с экспрессией 
раково-тестикулярных антигенов, показали, 
что данный подход безопасен и вызывает опу-
холеспецифический иммунный ответ [6].

Для формирования противоопухолевого им-
мунного ответа ДКВ необходимо обеспечить 
способность ДК к миграции и индукции трех 
сигналов, необходимых для активации Т-лимфо-
цитов: перекрестной презентации антигена, вза-
имодействию с костимулирующими молекулами 
и поляризации Т-лимфоцитов путем продукции 
цитокинов [1, 7]. Различные типы ДК могут быть 
пригодны для клинического применения: выде-
ленные из периферической крови; выращенные 
ex vivo из их CD34+ костномозговых предше-
ственников; полученные из моноцитов перифе-
рической крови; зрелые и незрелые [8].

В настоящее время существует множество 
стратегий создания противоопухолевых ДКВ 
с заданными характеристиками, однако есть 
несколько общих основных шагов в разработке 
этих клеточных препаратов. Как правило, пер-
вым этапом получения ДК является выделение 
предшественников этих клеток (например, мо-
ноцитов из периферической крови или CD34+ 
клеток из костного мозга), затем проводят их 
дифференцировку in vitro путем инкубации 
с цитокинами — гранулоцитарно-макрофа-
гальным колониестимулирующим фактором 
(granulocyte-macrophage colony-stimulating 
factor, GM-CSF) и интерлейкином-4 (IL-4) 
или Flt3 лигандом [1]. Далее ДК нагружают 
одним или несколькими опухолевыми антиге-
нами, для чего клетки инкубируют с лизатом 
или внеклеточными экзосомами опухолевых 
клеток, белками или пептидами, подобранными 
для определенных молекул главного комплек-
са гистосовместимости (major histocompatibility 
complex, МНС) [1, 3]. Другим подходом являет-

ся электропорация ДК с использованием мРНК, 
кодирующей различные опухолевые антигены. 
Разные методы нагрузки ДК имеют свои преи-
мущества и недостатки. Однако наиболее пер-
спективными являются вакцины, полученные 
с использованием нагрузки лизатом инактиви-
рованных опухолевых клеток, подверженных 
иммуногенной клеточной гибели  [3, 9]. На за-
ключительном этапе обеспечивают созревание 
ДК in vitro, чтобы получить антигенпрезентиру-
ющие клетки (АПК), способные активировать 
Т-лимфоциты. Для этого ДК инкубируют с раз-
личными комбинациями провоспалительных 
цитокинов (например, TNF-α, IL-1β и IL-6), часто 
с добавлением простагландина Е2, липополиса-
харида, CD40L, интерферонов (IFN), агонистов 
Толл-подобных рецепторов (toll-like receptor, 
TLR), например poly-ICLC [10]. В результате этих 
воздействий полученные ДК обладают высо-
ким уровнем экспрессии молекул для актива-
ции лимфоцитов (MHC класса I и II, CD80, CD86), 
рецепторов, необходимых для миграции в лим-
фатические узлы (например, CCR7), и секрети-
руют цитокины для поляризации лимфоцитов 
(например, IL-12) [1]. Однако есть протоколы 
получения ДКВ и их использования в КИ в виде 
незрелых ДК, например вакцинотерапия кост-
номозговыми предшественниками ДК, сенси-
билизированными фотомодифицированными 
опухолевыми клетками [11].

Внедрение в клиническую практику клеточ-
ного препарата возможно только при условии 
подробного изучения специфической активно-
сти и безопасности на этапе экспериментальных 
исследований. Соответственно, получение ДКВ 
с заданными характеристиками, способных ин-
дуцировать противоопухолевый иммунный ответ, 
требует контроля этих характеристик, изу чения 
противоопухолевой эффективности полученно-
го клеточного препарата, а также идентифика-
ции и оценки рисков при планировании докли-
нического и клинического исследования.

Цель работы — анализ современных методо-
логических подходов к оценке качества, эффек-
тивности и безопасности противоопухолевых 
вакцин на основе дендритных клеток.

Функциональная роль дендритных 
клеток в регуляции иммунного ответа

В зависимости от происхождения ДК разде-
ляют на следующие типы.

1. Классические, или «конвенциональные», ДК 
(classical/conventional dendritic cell, cDC): проис-
ходят от общего предшественника ДК в костном 
мозге, экспрессируют CD11c. Их можно разде-
лить на субпопуляции.
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 – Классические ДК 1 типа (cDC1): развивают-
ся под контролем транскрипционных фак-
торов IRF8, ID2 и BATF3; характеризуются 
экспрессией CD141 [12]. Основная функ-
ция этих клеток при ЗНО — презентация 
антигенов CD8+ Т-лимфоцитам и их акти-
вация, но также они могут активировать 
и CD4+ Т-клетки. Под действием IFN I типа 
или IFN-γ классические ДК 1 типа могут 
секретировать хемокины CXCL9 или CXCL1, 
которые привлекают CXCR3+ эффекторы 
(например, NK-клетки) [12].

 – Классические ДК 2 типа (cDC2): развивают-
ся под контролем транскрипционных фак-
торов IRF4, ID2, ZEB2 и Notch2/KLF4; ха-
рактеризуются экспрессией CD1c; при ЗНО 
презентируют антигены CD4+ Т-лимфоци-
там [12].

2. Плазмоцитоидные ДК (plasmacytoid den-
dritic cell, pDC): происходят как от общего 
предшественника ДК, так и от лимфоидных 
предшественников [13]. Эти клетки экспрес-
сируют CD123, CD303 (BDCA2), CD304 (BDCA4) 
и иммуноглобулин-подобный транскрипт (ILT7); 
демонстрируют выраженную экспрессию IFN 
I типа; помимо адаптивного иммунного ответа 
способны индуцировать миграцию и активацию 
NK-клеток, созревание макрофагов и ДК [13]. 
Однако также есть данные о проопухолевой ак-
тивности pDC.

3. Воспалительные, или моноцитарные, ДК 
(monocyte-derived dendritic cell, moDC): появля-
ются только при воспалении, когда экспрессия 
CCR2 в тканях способствует привлечению моно-
цитов и их дифференцировке в ДК.

Одной из важных характеристик ДК как про-
фессиональных АПК является их способность 
представлять захваченные экзогенные анти-
гены в контексте молекул как MHC II класса, 
так и MHC I класса, которые в случае других 
ядросодержащих клеток образуют комплексы 
с эндогенными антигенами [12, 14]. Эта осо-
бенность ДК, называемая кросс-презентацией, 
или перекрестной презентацией, необходима 
для формирования иммунитета к вирусам, вну-
триклеточным бактериям и злокачественным 
клеткам [12]. Опухолевые антигены, связанные 
с молекулами MHC I класса и представленные 
на поверхности ДК, распознаются наивными 
антиген-специфическими CD8+ T-лимфоцитами, 
что приводит к их пролиферации и индукции 
цитотоксической активности с последующей 
элиминацией злокачественных клеток, несущих 
данные антигены. С другой стороны, антигены 
в комплексе с молекулами MHC II класса рас-
познаются наивными антиген-специфическими 

CD4+ Т-хелперами, которые в случае секреции 
ДК необходимых цитокинов приобретают фе-
нотип Т-хелперов 1 типа (Th1) и способствуют 
индукции противоопухолевых цитотоксических 
Т-лимфоцитов (ЦТЛ) [14].

После взаимодействия Т-клеточного рецеп-
тора (T-cell receptor, TCR) и MHC в Т-лимфоци-
тах инициируется процесс активации и диф-
ференцировки, известный как праймирование 
Т-клеток, после чего они мигрируют в опухоль, 
где ЦТЛ оказывают цитотоксическое противо-
опухолевое действие при поддержке Т-хелпе-
ров  [12]. Однако для активации эффективного 
антигенспецифичного противоопухолевого от-
вета, опосредованного ЦТЛ, необходима се-
креция ДК цитокинов, основным среди которых 
является IL-12 [1]. Продукция ДК цитокина IL-12 
зависит от двух сигналов — один индуцируется 
CD40 или TLR, другой связан с IFN-γ. Под дей-
ствием IL-12 происходит праймирование CD8+ 
Т-лимфоцитов и превращение их в цитотоксиче-
ские эффекторы, а также поляризация наивных 
CD4+ Т-лимфоцитов в сторону Т-хелперов 1 типа 
[1, 12, 15]. Секреция IL-12 является третьим сиг-
налом, который наряду с кросс-презентацией 
антигена и экспрессией костимулирующих мо-
лекул индуцирует адаптивный клеточный ответ 
при ЗНО [1]. Кроме того, секреция IL-12 ДК спо-
собствует активации NK-клеток, участвующих 
в неспецифической элиминации опухолевых 
клеток [16].

Тогда как поляризация T-хелперов в сторону 
Th1 происходит под действием IL-12, поляри-
зации в направлении Th2 способствует секре-
ция IL-4. В норме она осуществляется, главным 
образом, с участием классических ДК 2 типа 
и необходима для формирования иммунного от-
вета на внеклеточные патогены, паразитарные 
антигены и аллергены. Однако преобладание 
Th2 в опухолевом микроокружении приводит 
к недостаточной эффективности цитотоксиче-
ского клеточного иммунного ответа, элиминиру-
ющего злокачественные клетки [14].

Методологические подходы к изучению 
дендритно-клеточных вакцин in vitro 
и in vivo

Доклинические исследования являются необ-
ходимым этапом разработки клеточных препа-
ратов, в том числе ДКВ, и включают оценку эф-
фективности, безопасности и  биораспределения 
изучаемого клеточного препарата [17, 18]. 
В настоящее время наблюдается разрыв между 
фундаментальными исследованиями и клини-
ческим применением полученных результатов. 
Несмотря на многочисленные попытки решения 
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этой проблемы, существенными препятствиями 
к внедрению новых терапевтических подходов 
остаются низкая воспроизводимость и приме-
нимость доклинических результатов в клини-
ческой практике. Одним из подходов для пре-
одоления этих препятствий является создание 
релевантных моделей [17, 19, 20].

Модели in vitro (2D-модели, 3D-модели)
Для оценки способности ДКВ активировать 

антигенспецифические Т-лимфоциты и вызы-
вать их пролиферацию используются подходы 
in vitro. Долгое время «золотым стандартом» 
определения функциональной активности ДКВ 
считался метод смешанной культуры лимфоци-
тов, однако он не отражал всех аспектов вза-
имодействия ДК и Т-клеток [21]. В настоящее 
время широко используется метод анализа мо-
лекул костимуляции («COSTIM bioassay») с при-
менением  анти-CD3 антител для субоптималь-
ной стимуляции Т-лимфоцитов [21], который 
был валидирован для оценки эффективности 
ДКВ и может использоваться в КИ. Основой этих 
методов является количественная оценка про-
лиферации Т-лимфоцитов, которую ранее опре-
деляли с помощью радиоактивного 3H-тими-
дина. Сейчас существует более простой метод 
окрашивания клеток красителем сукцинимиди-
ловым эфиром карбоксифлуоресцеин-диацета-
та (carboxyfluorescein succinimidyl ester, CFSE), 
содержание которого измеряется с помощью 
проточной цитофлуориметрии. Другим подхо-
дом к оценке специфического противоопухоле-
вого иммунного ответа является определение 
цитотоксической активности CD8+ Т-лимфоци-
тов, для чего оценивают уровень разрушения 
(лизиса) опухолевых клеток ЦТЛ или секре-
цию ими цитотоксических медиаторов (IL-2, 
 IFN-γ,TNF-α)  [22]. Эффекторные CD8+ Т-лимфо-
циты реализуют свою функцию с помощью цито-
литических белков, содержащихся в литических 
гранулах (гранзимы, перфорины) [23].

Для оценки противоопухолевой эффектив-
ности ДКВ в ходе доклинических исследований 
необходима разработка моделей ЗНО in vitro 
с использованием опухолевых клеточных ли-
ний [20, 24]. Долгое время они считались «зо-
лотым стандартом» благодаря их доступности 
и простоте использования, неограниченной 
способности к пролиферации, а также отсут-
ствию этических ограничений [24]. Однако по-
казано, что свойства клеточных линий часто 
не соответствуют характеристикам опухоли 
in vivo [25]. Клеточные линии демонстрируют 
низкую гетерогенность и фенотип, отличный 
от исходного фенотипа клеток ЗНО, а при дли-

тельном культивировании могут накапливать 
генетические аберрации [24]. В связи с этим 
активно развиваются методы получения пер-
вичных опухолевых культур и клеточных линий 
пациентов, которые сохраняют исходный уни-
кальный фенотип и могут использоваться в до-
клинических исследованиях и персонализиро-
ванной медицине [24, 25].

Первичные культуры получают из фрагмента 
опухоли пациента, извлеченного при биопсии 
или хирургическом вмешательстве, который 
подвергают ферментативной или механиче-
ской диссоциации до отдельных клеток, а затем 
культивируют in vitro и используют для оценки 
различных терапевтических подходов. В неко-
торых случаях из первичной культуры удается 
получить стабильную клеточную линию [24, 25]. 
Тем не менее для некоторых опухолей клеточ-
ные линии отсутствуют, что может быть связано 
со сложностью выделения и/или длительного 
поддержания культуры in vitro, а также с изме-
нением фенотипа в культуре, связанным с гене-
тической нестабильностью [26]. В ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава Рос-
сии создан Банк клеточных линий солидных 
опухолей однотипно пролеченных пациентов 
(из фрагментов опухолей 917 пациентов). Доля 
жизнеспособных клеточных линий на пятом пас-
саже составляла 60,9%, а после 40–45 пассажа 
доля клеточных линий со стабильными проли-
феративными характеристиками и секреторным 
фенотипом была равна лишь 21,5%. В работе 
А.Б. Даниловой с соавт. [27] отмечена важность 
строгой воспроизводимости условий культиви-
рования и постоянный контроль функциональ-
ных параметров опухолевых клеток.

Для оценки противоопухолевого эффекта 
ДКВ in vitro разрабатываются многокомпонент-
ные (гетеротипические) модели, включающие 
помимо опухолевых клеток эффекторные Т-лим-
фоциты. В работе P.V. Pham с соавт. [28] зрелые 
ДК, нагруженные лизатом стволовых клеток 
рака молочной железы (РМЖ), инкубировали 
с Т-клетками, а затем добавляли эту клеточ-
ную суспензию к монослою опухолевых клеток. 
Для оценки цитотоксического эффекта прай-
мированных лимфоцитов использовали анали-
затор клеток в реальном времени xCELLigence 
(Agilent Technologies, США), измеряя снижение 
пролиферации клеток РМЖ [28].

Одной из причин неприменимости резуль-
татов доклинических исследований в клинике 
является использование в качестве моделей 
достаточно простых биологических объектов, 
не учитывающих комплексные взаимодей-
ствия в организме [19]. Хотя двумерные in vitro 
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модели являются относительно недорогими 
и простыми в использовании, они не способ-
ны имитировать процесс роста солидных опу-
холей in vivo, их структуру и гетерогенность, 
сложные пространственные взаимодействия 
между злокачественными клетками и микро-
окружением (включая внеклеточный матрикс), 
градиент питательных веществ, экспрессию 
генов и белков [25, 26]. В связи с этим исследо-
вания, проведенные с использованием 2D-мо-
делей, часто приводят к противоречивым ре-
зультатам [26], поэтому на сегодняшний день 
разработано несколько подходов к получению 
3D-моделей опухоли.

Одним из таких подходов является создание 
сфероидов из отдельных опухолевых клеток — 
агрегатов сферической формы, способных к са-
моорганизации и самообновлению [25, 26, 29]. 
Эти трехмерные модели опухоли широко ис-
пользуются для определения эффективности 
различных методов противоопухолевой те-
рапии, включая химиотерапию, фотодинами-
ческую терапию и иммунотерапию. Процесс 
формирования сфероида соответствует фазам 
роста опухоли in vivo, наличие гипоксического 
ядра имитирует состояние участков опухоли, 
не получающих достаточного кровоснабже-
ния, с характерными особенностями метабо-
лизма и секрецией соответствующих факторов, 
а накопление компонентов внеклеточного ма-
трикса в сфероиде приводит к его уплотнению 
и снижению проницаемости, позволяя модели-
ровать взаимодействия клеток опухоли с ма-
триксом [25, 29].

Помимо злокачественных клеток в состав 
сфероидов могут быть включены эндотели-
оциты, клетки стромы и иммунной системы, 
что позволяет изучать роль различных компо-
нентов микроокружения в развитии и прогрес-
сировании опухоли [26, 29]. Поскольку гетеро-
типическая 3D-модель имитирует комплексные 
взаимодействия опухоли и иммунной системы, 
она может использоваться для оценки эффек-
тивности иммунотерапевтических подходов. 
В работе T. Courau с соавт. [30] на модели, вклю-
чавшей клетки колоректального рака и монону-
клеарные клетки периферической крови, была 
изучена инфильтрация сфероида Т-лимфоци-
тами и NK-клетками и показано его имммуно-
опосредованное разрушение. В исследовании 
E. Gottfried с соавт. [31] было оценено влияние 
типа опухоли на фенотип ДК в 3D-модели и по-
казана роль лактата в дифференцировке этих 
клеток. N. Etminan с соавт. [32] использовали 
сфероиды клеток глиомы для изучения созрева-
ния и миграции ДК.

Применение опухолевых сфероидов име-
ет ограничения, связанные с неспособностью 
некоторых опухолевых клеток формировать 
трехмерные структуры in vitro, а также слож-
ностями поддержания одинакового размера 
и соотношения различных клеток в составе 
сфероида. Кроме того, сфероиды, искусствен-
но созданные in vitro, не вполне точно повто-
ряют структуру опухолевой ткани. Примене-
ние органоидов, являющихся фрагментами 
первичной опухолевой ткани, сохраняющих 
структуру, морфологию, состав стромы и ге-
терогенность исходной опухоли, позволяет 
персонализировать поиск терапевтических 
подходов in vitro [26, 29]. Показана возмож-
ность трансплантации органоидов мышам 
с формированием гистологически аналогич-
ной опухоли [26].

Для оценки эффективности различных онкоим-
мунологических подходов для противоопухоле-
вой терапии может использоваться сокультивиро-
вание органоидов с опухоль- инфильтрирующими 
лимфоцитами или клетками периферической 
крови [33]. На этом основана персонифициро-
ванная опухолевая ex vivo модель CANscript 
(MitraBiotech, США), позволяющая изучать опу-
холь с сохранением ее морфологии в контексте 
индивидуального опухолевого микроокружения 
пациента, для чего фрагменты опухолевой ткани 
пациента культивируют в аутологичной плазме 
с аутологичными мононуклеарными клетками 
периферической крови.

Перспективным подходом к созданию 3D-мо-
делей опухоли считается метод трехмерной 
биопечати, при котором используют автоматизи-
рованное послойное нанесение опухолевых кле-
ток и других компонентов микро окружения [34]. 
Хотя метод позволяет получить любую задан-
ную архитектуру ткани, включая сосудистую 
сеть, остаются технические сложности, связан-
ные с функционированием модели. Решением 
этой проблемы может быть использование ми-
крофлюидных систем — устройств с микроско-
пическими камерами и каналами, позволяющи-
ми длительно культивировать клетки в условиях 
непрерывной подачи питательной среды. Кроме 
того, разрабатываются более сложные биотех-
нологические системы — « органы-на-чипе», со-
стоящие из жестких и эластичных материалов, 
скаффолдов (матриц для культивирования), ми-
крофлюидных систем и живых клеток различ-
ных типов [25]. С помощью этого метода соз-
даны васкуляризированные модели меланомы 
кожи, рака легкого, почечно-клеточного рака, 
РМЖ, опухоли головного мозга и ряда других 
ЗНО, модели лимфоидной ткани, а также смоде-
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лировано взаимодействие опухоли и иммунной 
системы [35].

Несмотря на сложность и высокую стоимость, 
микрофлюидные системы и «органы-на-чипе» 
активно внедряют в лабораторную практику 
для проведения доклинических исследований 
в онкоиммунологии [35]. Этот подход был ис-
пользован для оценки эффективности генно- 
инженерных Т-лимфоцитов на 3D-модели рака 
печени, рака легкого и рака яичника [36]. В ра-
боте C. Frick с соавт. [37] использовали микро-
флюидную 3D-модель для оценки миграции ДК 
в условиях строго контролируемых градиентов 
хемокинов в режиме реального времени. В ис-
следовании S. Parlato с соавт. [38] с примене-
нием данной технологи была изучена не только 
миграция ДК, но и их взаимодействие с опухо-
левыми клетками и фагоцитоз.

Таким образом, современные биотехнологи-
ческие подходы расширяют возможности ис-
пользования in vitro моделей для проведения 
доклинических исследований иммунотерапев-
тических подходов в онкологии. Актуальной 
задачей остается разработка 3D-систем, по-
зволяющих оценить противоопухолевую эф-
фективность ДКВ в условиях, приближенных 
к условиям в организме человека. Однако, не-
смотря на успехи моделирования взаимодей-
ствий опухоли и иммунной системы in vitro, 
некоторые их аспекты могут быть воспроизве-
дены только in vivo с использованием лабора-
торных животных.

Модели in vivo
Большая часть исследований противоопухо-

левых терапевтических подходов in vivo про-
водится на моделях с использованием мышей, 
среди которых выделяют автохтонные (спон-
танные), канцероген-индуцированные и пе-
ревиваемые [39, 40]. Спонтанные опухолевые 
модели наиболее близко отражают процесс 
возникновения и развития опухоли у чело-
века [41]. Существуют линии мышей, которые 
характеризуются высокой частотой спонтан-
ного появления ЗНО, кроме того, в качестве 
автохтонных опухолевых моделей использу-
ются мыши с генетическими изменениями [39]. 
Однако работа с такими моделями затрудне-
на в связи с длительным латентным перио-
дом и вариабельной скоростью роста опухо-
ли. Применение канцероген-индуцированных 
опухолевых моделей широко распространено 
и хорошо описано в литературе. Использова-
ние этой модели дает возможность подобрать 
метод индукции для ЗНО определенного типа 
и локализации, но не позволяет изучать мета-

стазирование опухоли и требует длительного 
наблюдения [42].

В доклинической разработке методов имму-
нотерапии ЗНО широко применяются сингенные 
перевиваемые мышиные модели благодаря им-
муносовместимости трансплантируемых клеток 
с организмом реципиента. Существенным огра-
ничением их применения являются отличия мы-
шиных опухолевых клеточных линий от опухо-
левых клеток человека. Так, важной проблемой 
является статус экспрессии молекул MHC I клас-
са, который необходимо учитывать при разра-
ботке иммунотерапевтических подходов. Кроме 
того, клетки мышиных опухолевых линий не экс-
прессируют гены опухолей человека и лишены 
гетерогенности [43]. Таким образом, хотя син-
генная модель полезна для проведения докли-
нических исследований, она часто не отражает 
характеристики человеческих опухолей in situ 
и не может являться индикатором эффективно-
сти терапии у людей [41].

Использование ксенотрансплантации опу-
холевых клеток человека иммунодефицитным 
мышам позволяет избежать этих ограничений. 
Кроме того, в такой гуманизированной моде-
ли возможна трансплантация опухолевой тка-
ни, полученной от пациента, с сохранением ее 
гетерогенности и биологических характери-
стик  [43]. Современные биотехнологические 
методы позволяют создавать гуманизирован-
ные мышиные модели путем ксенотрансплан-
тации как опухолевого, так и иммунного ком-
понента и моделировать взаимодействие ЗНО 
и иммунной системы человека. Однако такой 
подход не учитывает комплексного взаимодей-
ствия опухоли с иммунной системой и непри-
меним для изучения ряда иммунотерапевтиче-
ских методов лечения. Несмотря на указанные 
недостатки, возможность трансплантации опу-
холевой ткани пациента с индивидуальным 
мутационным ландшафтом в частично воспро-
изведенный компартмент человеческой им-
мунной системы открывает новые перспективы 
в изучении факторов, влияющих на эффектив-
ность иммунотерапии [41].

Исходя из особенностей клеточных препа-
ратов, к которым относятся ДКВ, и их отличий 
от классических лекарственных препаратов, 
релевантными моделями in vivo можно считать 
гуманизированные модели или стратегию «го-
мологичный препарат», подразумевающую со-
здание лекарственного препарата животного 
происхождения, аналогичного предназначенно-
му для использования у человека [17, 18].

В работе J. Sprooten с соавт. [44] описа-
но использование различных моделей in vivo 
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для оценки эффективности ДКВ в доклини-
ческих исследованиях. Часто для этой цели 
применялись сингенные модели с получением 
мышиных ДК и изучением их эффективности 
против мышиных опухолей. В исследовании 
S.K.  Wculek с соавт.  [45] выделяли классиче-
ские ДК 1 типа из селезенки мышей, нагружали 
их лизатом опухолевых клеток, оценивали их 
способность индуцировать CD8+ и CD4+ Т-кле-
точный ответ in vivo у мышей с перевиваемы-
ми опухолями и обнаружили инфильтрацию 
опухолевых очагов Т-лимфоцитами и сниже-
ние скорости их прогрессирования. В работе 
S. Pellegatta с соавт.  [46] на сингенной модели 
глиомы также было показано, что введение ДК, 
нагруженных лизатом клеток глиомы, вызывает 
измеримый противо опухолевый ответ. Приме-
нение сингенной модели глиомы 9L у крыс по-
роды Вистар позволило продемонстрировать, 
что терапия ДК, нагруженными опухолевым 
антигеном, приводит к усилению инфильтрации 
опухоли CD4+/CD8+ Т-лимфоцитами и к увеличе-
нию выживаемости.

В работе Y. Kametani с соавт. [47] обобщены 
современные данные об использовании гума-
низированных моделей для оценки эффек-
тивности различных иммунотерапевтических 
подходов. В работе P.V. Pham с соавт. [28] ис-
пользовали линию мышей с иммунодефицитом 
(NOD/SCID) для получения гуманизированной 
модели путем трансплантации человеческих 
гемопоэтических стволовых клеток и последу-
ющего введения мышам опухолевых стволовых 
клеток РМЖ. Вакцина на основе мононуклеар-
ных ДК, нагруженных лизатом опухолевых кле-
ток, введенная мышам с последующей оценкой 
размера опухоли и выживаемости, продемон-
стрировала противоопухолевую эффектив-
ность [28]. В другом исследовании [48] на гума-
низированной модели NOD/SCID IL-2Rgnull (NSG) 
мышей, которым трансплантировали человече-
ские мононуклеарные клетки периферической 
крови, был показан Т-клеточный ответ после 
введения ДКВ, нагруженной антигеном мела-
номы MART-1, с использованием метода оцен-
ки уровня лизиса опухолевых клеток лимфоци-
тами ex vivo.

Отдельного внимания заслуживает разработ-
ка методов визуализации эффекта ДКВ in vivo. 
В работе B. Wang с соавт. [49] рассмотрены под-
ходы к отслеживанию миграции ДКВ в реальном 
времени на мышиных моделях карциномы с ис-
пользованием неинвазивных методов, включая 
ПЭТ и МРТ. Имеются данные о клиническом при-
менении методов визуализации при использо-
вании ДКВ у пациентов с меланомой [50].

Модели in silico
Одним из перспективных подходов к раз-

работке противоопухолевой иммунотерапии, 
включая ДКВ, является моделирование in silico 
с использованием компьютерных техноло-
гий  [51]. Для оценки эффектов введения ДКВ 
на мышах была создана математическая мо-
дель, которая согласуется с моделью меланомы 
мыши in vivo. На разработанной модели показа-
но значение миграции ДК в лимфатические узлы 
для реализации протиоопухолевого иммунного 
ответа. L.R. Dickman с соавт. [52] изучили роль 
временных показателей иммунного ответа 
на эффективность вакцинации ДК; созданная 
модель была валидирована in vivo на мышах 
с индуцированной меланомой. В исследовании 
F. Pappalardo с соавт. [53] была разработана вы-
числительная модель формирования иммунного 
ответа на введение ДКВ с учетом роли активи-
рованных ЦТЛ и Т-клеток памяти. Выбор моле-
кулярных мишеней для оптимизации вакциноте-
рапии на основе ДК был проведен X. Lai с соавт. 
с использованием многоуровневого вычисли-
тельного моделирования [54]. Однако следует 
отметить, что для мишеней, определенных этим 
методом, требуется дополнительная проверка 
в экспериментах in vitro и in vivo.

Доклинические исследования являются не-
обходимым этапом разработки лекарственных 
препаратов на основе соматических клеток, 
включая иммунотерапевтические клеточные 
препараты, за которым следует клиническая 
оценка безопасности и эффективности.

Клинические исследования дендритно-
клеточных вакцин

К настоящему времени уже накоплен опыт 
клинического применения ДКВ при различных 
ЗНО, среди которых меланома, глиомы, саркомы, 
рак яичников, мочевого пузыря, почки, поджелу-
дочной железы, гепатоцеллюлярная карцинома, 
рак предстательной железы (РПЖ), РМЖ, немел-
коклеточный рак легкого, колоректальный рак, 
острый миелоидный лейкоз, лимфомы и др. [44, 
55, 56]. Для большинства опухолей ДКВ изучают-
ся в КИ I–II фазы; при РПЖ на настоящий момент 
завершены исследования III фазы. В нескольких 
КИ III фазы продолжается изучение ДКВ при гли-
областоме, увеальной меланоме и меланоме 
кожи и раке почки [44, 56]. В метаанализе была 
показана эффективность ДКВ при глиобластоме, 
однако при впервые диагностированном дан-
ном ЗНО эффекта выявлено не было [57]. Со-
гласно результатам метаанализа, проведенного 
на пациентах с гепатоцеллюлярной карциномой, 
получивших ДКВ, показано увеличение общей 
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выживаемости и выживаемости без прогресси-
рования [58]. По данным метаанализа, включав-
шего результаты 6 нерандомизированных КИ 
вакцинотерапии РПЖ, терапевтический эффект 
ДКВ не выявлен [59]. В большинстве исследова-
ний продемонстрирована безопасность вакци-
нотерапии у онкологических пациентов, а в ряде 
случаев было показано развитие иммунного от-
вета после введения ДКВ [58, 59].

Первой ДКВ, одобренной Управлением 
по контролю за качеством продуктов пита-
ния и лекарственных средств (Food and Drug 
Administration, FDA, США), является Sipuleucel-T 
(Provenge®, Dendreon, США). Вакцина представ-
ляет собой аутологичные мононуклеарные клет-
ки, включающие АПК (в том числе ДК), нагру-
женные таргетным антигеном PAP (prostatic acid 
phosphatase), который считается опухолеспец-
ифическим  для опухолевых клеток РПЖ  [60]. 
Были проведены КИ I, II и III фаз, подтвержда-
ющие безопасность и эффективность препарата 
Sipuleucel-T при РПЖ. Применение этой вакци-
ны позволило увеличить общую выживаемость 
на 4,1 месяца и улучшить трехлетнюю выжива-
емость на 8,7% у пациентов с кастрационно-ре-
зистентным метастатическим РПЖ [61]. Приме-
рами других ДКВ, официально используемых 
в клинической практике, являются препарат 
APCEDEN® (APAC Biotech, Индия) для лечения 
РПЖ, рака яичников, немелкоклеточного рака 
легких и колоректального рака [62] и препарат 
CreaVax-RCC (JW CreaGene, Республика Корея) 
для лечения метастатической карциномы почек. 
Препарат DCVax®-L (Northwest Biotherapeutics, 
США) проходит КИ III фазы у пациентов после 
хирургического удаления глиобластомы в соче-
тании с лучевой и химиотерапией [63].

Хотя многочисленные КИ продемонстриро-
вали безопасность и иммуногенность ДКВ, их 
противоопухолевая эффективность была недо-
статочно высокой [1, 9]. Это может быть связано 
с недостаточной функциональной активностью 
ДК, полученных ex vivo и входящих в состав вак-
цин. Поскольку стадии созревания ДК и их на-
грузки антигеном in vivo не в полной мере вос-
производимы при производстве ДКВ, возможно 
нарушение функциональных свойств ДК, таких 
как миграция, презентация антигена и продук-
ция цитокинов [1]. Решением проблемы может 
быть разработка оптимальных протоколов по-
лучения зрелых ДК ex vivo и их нагрузки опу-
холевыми антигенами, обеспечивающих мак-
симальное соответствие ДКВ характеристикам, 
необходимым для индукции выраженного опу-
холеспецифического иммунного ответа.

Клинические и доклинические исследования 
показали, что менее 5% введенных ДК достига-
ют лимфатического узла [1]. Поскольку извест-
но, что миграция ДК в лимфоузлы обусловлена 
наличием рецептора CCR7, возможным подхо-
дом к увеличению эффективности ДКВ является 
повышение экспрессии этого рецептора путем 
инкубации с растворимыми факторами или с по-
мощью генно-инженерных конструкций, а также 
непосредственное воздействие на сигнальные 
пути, связанные с CCR7 [64]. Другим возможным 
подходом является введение ДК непосредствен-
но в дренирующий лимфатический узел, так 
как показано, что при внутривенном введении 
ДК оседают в легочной ткани, печени, селезенке 
и не определяются в опухоли и лимфатических 
узлах [3]. Для повышения эффективности ДКВ 
обязательным фактором является оптимизация 
условий созревания клеток, нацеленная на уси-
ление кросс-презентации антигена, увеличение 
экспрессии костимулирующих молекул и по-
вышение секреции цитокинов для активации 
Т-лимфоцитов. Возможные стратегии заключа-
ются в подборе растворимых факторов с учетом 
сигнальных путей, задействованных в созрева-
нии ДК, и создании генно-модифицированных 
ДК с заданными характеристиками [65].

Способность к презентации антигена, ми-
грации и секреции цитокинов различается 
в зависимости от типа ДК. В связи с этим выбор 
типа клеток является решающим параметром 
при разработке ДКВ [1]. Хотя наилучшим кан-
дидатом для иммунотерапии являются класси-
ческие ДК  1 типа, в настоящее время в боль-
шинстве вакцин используются моноцитарные 
ДК  [15]. Результаты исследований показали, 
что эти клетки обладают ограниченной способ-
ностью к кросс-презентации антигенов и мигра-
ции в лимфатические узлы. Кроме того, даже 
если ex vivo ДК моноцитарного происхождения 
приобрели свойства, характерные для классиче-
ских ДК 2 типа, в иммуносупрессивном микроо-
кружении эти свойства могут быть утрачены [16]. 
Следует отметить, что для использования в про-
изводстве ДКВ классических ДК 1 типа есть су-
щественные ограничения: их содержание в кро-
ви составляет менее 1%, при этом данный тип 
клеток трудно получить методами ex vivo таким 
образом, чтобы сохранился их функциональный 
фенотип [12].

В исследовании E. Hlavackova с соавт. [66] 
было показано, что предшествующее примене-
ние некоторых комбинаций противоопухолевых 
препаратов (темозоломид + иринотекан, пазо-
паниб + топотекан + циклофосфамид) у паци-
ентов перед отбором клеток негативно влияет 
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на созревание ДК и снижает их иммуностимули-
рующие свойства. Помимо изменения характе-
ристик самих ДК, снижение эффективности ДКВ 
может также объясняться различными паттерна-
ми экспрессии антигенов, связанными с гетеро-
генностью опухоли, недостаточной инфильтра-
цией опухоли лимфоцитами и формированием 
различных иммуносупрессивных механизмов 
[10, 12, 66]. Это свидетельствует о необходимо-
сти тщательного подбора пациентов, которым 
показана иммунотерапия ДКВ, на основании 
клинических и молекулярных характеристик 
опухоли, состояния иммунной системы, а так-
же с учетом уже проведенной терапии [3]. Бо-
лее того, новые данные свидетельствуют о том, 
что сочетание применения ДКВ с другими мето-
дами противоопухолевой терапии может пол-
ностью раскрыть потенциал этого направления 
иммунотерапии и улучшить показатель выжива-
емости пациентов [44].

Для разработки и повышения эффективно-
сти инновационных терапевтических подхо-
дов к лечению ЗНО, включая иммунотерапию, 
необходимо изучение компонентов опухоле-
вого микроокружения и их взаимодействия 
с малигнизированными клетками. Уникальные 
 клинико-биологические характеристики каж-
дого ЗНО связаны с особенностями состава 
и функционирования микроокружения опухо-
ли, что влияет на эффективность противоопу-
холевого иммунного ответа, ключевую роль 
в котором играют ДК. Накопленные знания 
о функциях и механизме действия ДК позволи-
ли разработать персонализированные проти-
воопухолевые ДКВ, применение которых в на-
стоящее время активно изучается у пациентов 
с различными ЗНО.

Нерешенной задачей иммунологических про-
токолов остается идентификация иммунологи-
ческих маркеров, которые коррелируют с клини-
ческой эффективностью. Тщательный скрининг 
пациентов и более точная характеристика попу-
ляции, участвующей в КИ, необходимы для по-
вышения эффективности исследуемых имму-
нотерапевтических подходов [19]. Для оценки 
противоопухолевого иммунитета традиционно 
используется определение количественного со-
держания и субпопуляционного состава клеток 
иммунной системы у онкологических пациентов. 
Присутствие эффекторных клеток в опухолевом 
очаге, их локализация и отсутствие иммуносу-
прессивных клеток связаны с успешной реали-
зацией иммунного ответа [67]. Для обнаружения 
этих клеточных компонентов в опухоли исполь-
зуют гистологическое окрашивание и иммуноги-
стохимические методы, позволяющие опреде-

лить субпопуляции клеток на основе экспрессии 
поверхностных маркеров.

Оценка специфического противоопухолевого 
иммунного ответа предполагает определение 
поляризации иммунного ответа в составе ми-
кроокружения в направлении противоопухо-
левого фенотипа, что связано с определенным 
профилем секреции цитокинов. В связи с этим 
для оценки взаимодействия опухоли и иммун-
ной системы, а также для определения прогноза 
онкологического заболевания целесообразно 
определение цитокинового профиля пациентов 
с использованием проточной цитофлуориме-
трии (в том числе с применением внутрикле-
точного окрашивания), ИФА и его модификации 
ELISPOT (enzyme-linked immunospot assay), ко-
личественной ПЦР, а также мультиплексных им-
мунологических методов [22, 68]. Определение 
цитокинового профиля используют для оценки 
эффективности адаптивной Т-клеточной имму-
нотерапии, при этом важна роль баланса меж-
ду IFN-γ и TGF-β [68]. Продукция цитокинов 
(IFN-γ, Gr-β, IL-4, TNF-α) опухолеспецифически-
ми Т-лимфоцитами в ELISPOT-тесте, визуализа-
ция активированных Т-лимфоцитов при помощи 
проточного цитофлуориметрического анализа 
с использованием меченого комплекса пептид-
MHC, который специфично связывается с Т-кле-
точным рецептором лимфоцита, и размеры реак-
ции гиперчувствительности замедленного типа 
далеко не всегда связаны с регрессом опухоли. 
Отсутствие такой корреляции между иммуноло-
гической и клинической эффективностью ДКВ 
является одной из нерешенных проблем имму-
нотерапии злокачественных опухолей.

В настоящее время не существует универ-
сальных подходов к тестированию клеточ-
ных препаратов на основе аутологичных ДК 
для обеспечения безопасности и эффективно-
сти их применения у онкологических пациентов. 
Основную сложность с точки зрения разработ-
ки клеточного препарата представляет собой 
обеспечение контроля качества ввиду малого 
размера серии продукта, а также отсутствия 
согласованного представления о номенклату-
ре и допустимых значениях показателей каче-
ства. Например, в КИ могут использоваться кле-
точные препараты, содержащие в одной дозе 
от 0,3×106 до 200×106 клеток [69]. Разработка 
индивидуального лекарственного препарата 
на основе соматических клеток потребует под-
бора эффективной дозы и соответствующего 
контроля качества данного продукта.

Более того, в Российской Федерации отсут-
ствует нормативный документ, определяющий 
требования к показателям и методикам оценки 
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качества лекарственного препарата на основе 
соматических клеток. Для оценки качества мо-
гут быть использованы некоторые общие фарма-
копейные статьи Государственной фармакопеи 
Российской Федерации XIV изд.1 и других стран 
Европейского союза (ЕС)2, Японии3, США4 и Ре-
спублики Беларусь5 [70]. В рамках Федерально-
го закона Российской Федерации №  180-ФЗ «О 
биомедицинских клеточных продуктах»6 необ-
ходимо обеспечить качество биомедицинского 
клеточного продукта, разработать нормативную 
документацию (спецификацию на ДКВ). Требо-
вания к качеству на этапе разработки ДКВ будут 
определяться предполагаемыми клиническими 
эффектами и показаниями к применению кле-
точного продукта [10].

Существует перечень показателей качества, 
которые характерны для всех видов клеточных 
продуктов. Например, для аутологичной ДКВ 
на основе раково-тестикулярных антигенов 
CaTeVac производства ФГБУ «НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Петрова» Минздрава России основными 
показателями качества являются следующие: 
«Идентичность (подлинность)», «Специфическая 
активность», «Жизнеспособность клеток», «рН», 
«Стерильность» и др. Показатель «Идентичность 
(подлинность)» определяется методом проточ-
ной цитофлуориметрии по уровню экспрессии 
костимулирующих молекул (CD14-/CD83+/CD80+/
CD86+/HLA-DR+); по данному показателю ДК 
должны быть фенотипически зрелыми. Опреде-
ление показателя «Специфическая активность» 
проводится по оценке специфичности пролифе-
рации Т-лимфоцитов в присутствии вакцинных 
ДК. Показатель «Жизнеспособность клеток» 
определяется методом проточной цитометрии; 
в препарате должно быть более 70% живых 
клеток. Определение показателя «рН» прово-
дится потенциометрическим методом; значе-
ние должно быть от 5 до 8. По показателю «Сте-
рильность» клеточный препарат должен быть 
стерильным. Испытания проводят методом пря-
мого посева с использованием только тиоглико-
левой среды при двух температурных режимах 
инкубирования 32,5±2,5 °С и 22,5±2,5 °С. Воз-
можно определение бионагрузки с использова-
нием BacT/Alert 3D. Показатель «Микоплазмы» 
определяют молекулярно-генетическим мето-
дом (ПЦР); в препарате микоплазмы должны 

1  Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд.; 2018.
2 European Pharmacopoeia 10th ed.; 2020.
3 Japanese Pharmacopoeia 17th ed.; 2016.
4 USP 42–NF 37; 2019.
5 Государственная фармакопея Республики Беларусь. II изд.; 2013.
6 Федеральный закон Российской Федерации от 23.06.2016 № 180-ФЗ «О биомедицинских клеточных продуктах».

отсутствовать. Определение показателя «Бак-
териальные эндотоксины» проводится с исполь-
зованием гель-тромб теста (метод А); значение 
показателя должно быть не более 30 ЕЭ/мл. Все 
методы оценки качества готового клеточного 
препарата должны быть научно обоснованы, 
валидированы и обеспечивать получение до-
стоверных результатов.

Заключение
Проведен анализ современных подходов 

получения дендритно-клеточных вакцин с за-
данными характеристиками, оценки качества 
вакцин, изучения противоопухолевой эффек-
тивности клеточного препарата, а также опыта 
проведения доклинических и клинических ис-
следований.

Показано, что степень зрелости дендрит-
ных клеток является ключевой характеристи-
кой противоопухолевой специфической эф-
фективности дендритно-клеточной вакцины, 
в связи с чем перечень показателей качества 
готового лекарственного препарата должен 
содержать в том числе подтверждение данной 
характеристики.

Среди релевантных моделей изучения про-
тивоопухолевой специфической эффективно-
сти дендритно-клеточных вакцин in vitro ши-
роко используются классические 2D-модели, 
а также существует устойчивый интерес к раз-
работке 3D-моделей, приближенных к условиям 
организма. При этом модели in vivo остаются 
необходимыми для проверки концепции и уста-
новления фармакологической безопасности 
и изучения биораспределения клеточных пре-
паратов. На этапе проведения клинических ис-
следований актуальной задачей является поиск 
и валидация иммунологических маркеров, кор-
релирующих с клинической эффективностью.

В целом изучение мирового опыта прове-
дения доклинических и клинических иссле-
дований дендритно-клеточных вакцин в онко-
логии может быть полезным для обоснования 
индивидуальных методологических подходов, 
что будет способствовать повышению каче-
ства получаемых в ходе исследований ре-
зультатов и увеличит вероятность признания 
результатов научным сообществом и регуля-
торными органами.
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