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Применение цитокинов в качестве противоопухолевых препаратов ограничено их токсичностью и побочными 
эффектами системного введения. Одним из способов снижения токсичности и повышения терапевтического 
индекса является применение их в виде конъюгатов с антителами – иммуноцитокинов. Результаты доклиниче-
ских исследований показали повышенную эффективность и сниженную токсичность различных иммуноцито-
кинов по сравнению с исходными, неконъюгированными, цитокинами. Потенциал иммуноцитокинов как про-
тивоопухолевых препаратов в настоящее время изучается в рамках клинических исследований. Терапевтическая 
эффективность иммуноцитокинов зависит от их физико-химических параметров, определяющих биораспреде-
ление in vivo, и биологической активности как результата используемых в дизайне механизмов действия анти-
тельного и цитокинового участков. Для характеризации биологической активности иммуноцитокинов на раннем 
этапе  исследования  необходимы  методы,  позволяющие  оценить  биологическую  активность  как  отдельных 
участков, так и целой молекулы иммуноцитокина.
В настоящем обзоре рассматриваются существующие подходы к оценке биологической активности иммуноци-
токинов in vitro в ходе доклинических исследований: с использованием монослойных клеточных культур, ре-
портерных клеточных систем, совместных культур, трехмерных (3D) моделей опухолей. Монослойных культур 
достаточно для подтверждения используемого в дизайне иммуноцитокина механизма действия его отдельных 
участков, и тест-системы «золотого стандарта» для определения специфической биологической активности 
цитокина и эффекторных функций антительного участка остаются востребованными. Коммерческие репортер-
ные клеточные системы являются альтернативным вариантом оценки биологической активности цитокинового 
и антительного участков на уровне активации сигнальных путей. Совместные культуры опухолевых и эффек-
торных клеток позволяют оценить цитотоксический и иммуномодулирующий эффекты антительного и цитоки-
нового участков без использования методов 3D-культивирования. Использование 3D-моделей опухолей позво-
ляет заменить несколько тестов на биологическую активность отдельных участков иммуноцитокина, проводимых 
на монокультурах и совместных культурах, на одно комплексное исследование, однако такие модели требуют 
значительных временных и материальных затрат.
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The use of cytokines as anticancer drugs is limited due to their toxicity. It is possible to reduce toxicity and to in-
crease the therapeutic index by using cytokines in the form of conjugates with antibodies – immunocytokines. 
The results of preclinical studies have shown increased efficacy and reduced toxicity of various immunocytokines 
compared to the original, unconjugated cytokines. The potential of immunocytokines as anticancer agents is currently 
being studied in clinical trials. The therapeutic efficacy of immunocytokines depends on their physicochemical 
parameters,  which  determine  the  in vivo  biodistribution,  and  biological  activity  as  a  result  of  the  mechanisms 
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of the antibody action and cytokine sites incorporated in the design. There is a need for methods that allow to as-
sess the biological activity of both individual sites and the entire immunocytokine molecule when characterizing 
immunocytokines at an early stage of research.
This  review considers  the existing approaches  for assessing the biological activity of  immunocytokines  in vitro 
in the course of preclinical studies, such as monolayer cultures, reporter cell lines, co-cultures, three-dimensional 
(3D) tumor models. Monolayer cultures are sufficient to confirm the mechanism of action of separate sites of im-
munocytokines used in the design, and the “gold standard” test systems for determining the specific biological 
activity of the cytokine and the effector functions of the antibody site remain in demand. Commercial reporter cell 
lines remain an alternative option for assessing the biological activity of cytokine and antibody sites at the level 
of activation of signaling pathways. Co-cultures of tumor and effector cells make it possible to evaluate the cyto-
toxic and immunomodulatory effects of antibody and cytokine sites without using 3D cultivation methods. The use 
of 3D tumor models makes it possible to replace several tests for the biological activity of separate sites of immuno-
cytokines conducted on monolayer cultures and co-cultures with one comprehensive study, however, such models 
require significant time and material costs.
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Введение
Применение цитокинов в высоких дозах являет-

ся одним из вариантов противоопухолевой иммуно-
терапии [1, 2], однако использование цитокинов 
в терапевтических дозах сопровождается системной 
токсичностью и побочными эффектами. Один из спо-
собов повышения эффективности действия цитоки-
нов и снижения их токсичности – таргетная достав-
ка в опухоль с помощью антитела. Такие конъюгаты 
на основе антител и цитокинов, названные иммуно-
цитокинами (ИЦ), начали разрабатывать с начала 
1990-х годов.

Общая концепция механизма действия противо-
опухолевого иммунотерапевтического ИЦ заключа-
ется в следующем. За счет антительного участка, 
таргетированного к антигену на поверхности опухо-
левой клетки либо к мишени в микроокружении опу-
холи, ИЦ накапливается в опухоли. Здесь цитокин, 
связываясь с соответствующими рецепторами на по-
верхности опухолевой и / или иммунной клетки, пере-
дает сигнал внутрь клетки и индуцирует противоопухо-
левый ответ. В зависимости от свойств используемого 
цитокина противоопухолевый ответ может быть об-
условлен как прямым действием цитокина на опухо-
левую клетку, так и действием цитокина на иммунные 
клетки в микроокружении опухоли с последующей 
индукцией иммунного ответа на опухоль. Помимо 
этого, ИЦ может оказывать противоопухолевый эф-
фект за счет антительного участка (см. рисунок): 
в случае сохранения одной либо нескольких эффек-
торных функций и / или наличия блокирующей функ-
ции при таргетированности антительного участка 
к рецептору фактора роста (например, HER2 / neu).

За последние 30 лет получено и протестировано 
в условиях in vitro и на различных мышиных моделях 
опухолей более 100 ИЦ [3]. Более 10 ИЦ разного 

формата на основе интерферона (IFN) α, интерлей-
кинов (IL) 2, 12 и фактора некроза опухоли (TNF) 
в настоящее время находятся в фазах I–III клиниче-
ских испытаний [4, 5]. Несколько клинических ис-
пытаний ИЦ были преждевременно закончены 
по причине недостаточного набора пациентов [5] 
либо по решению спонсора [6], и на момент 2022 г. 
нет ИЦ, одобренных регуляторными органами для 
клинического применения.

Распространенный подход к доклинической ха-
рактеризации ИЦ как потенциальных противоопу-
холевых препаратов заключается в определении био-
логической активности цитокинового и антительного 
участков по отдельности с помощью традиционных 
клеточных тест-систем. Иммунотерапевтическое дей-
ствие ИЦ, как и других кандидатных противоопухо-
левых препаратов, оценивают с помощью мышиных 
моделей опухолей, имеющих определенные ограни-
чения [7].

В настоящем обзоре рассматриваются существу-
ющие подходы к оценке биологической активности 
ИЦ in vitro в ходе доклинических исследований: с ис-
пользованием монослойных клеточных культур, ре-
портерных клеточных систем, совместных культур, 
3D-моделей опухолей. Анализируется выбор методов 
для оценки биологической активности ИЦ в зависи-
мости от используемых в дизайне функций антитель-
ного и цитокинового участков.

Краткие сведения об иммуноцитокинах: 
строение, функции, модификации
Иммуноцитокины представляют собой сложные 

белковые молекулы на основе моноклонального ан-
титела либо его фрагмента и цитокина; антительный 
и цитокиновый участки генетически соединены лин-
кером. Терапевтическая эффективность таких сложных 
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биомолекул в условиях in vivo зависит от ряда пара-
метров, среди которых тип мишени, формат и функ-
циональный вариант антительного и цитокинового 
участков ИЦ, тип линкера между антительным и ци-
токиновым участками ИЦ, а также доза, режим вве-
дения ИЦ и возможность комбинирования с другими 
типами противоопухолевой терапии [8]. Выбор ци-
токина, антитела и другие вопросы, возникающие 
при конструировании ИЦ, подробно рассмотрены 
в работе P. A. Young и соавт. [9].

Антительный участок ИЦ, находящихся в клини-
ческих исследованиях, представлен химерными, гу-
манизированными и человеческими полноразмер-
ными иммуноглобулинами (Ig), главным образом 
подклассов IgG1 и IgG3; полноразмерным IgG с ге-
теродимерным Fc-фрагментом, полученным по тех-
нологии knob-into-hole; вариантами фрагментов 
 антител (главным образом используется одноцепо-
чечный вариабельный фрагмент scFv) в виде моно- 
и мультимеров [3].

Основная функция антительного участка ИЦ – тар-
гетирующая – одновременно может быть блокиру-
ющей, если мишень является антигеном, ассоциирован-
ным с опухолью, например: рецептор эпидермального 
фактора роста (EGFR), человеческий рецептор эпидер-
мального фактора роста 2-го типа (HER2 / neu) и др. 

В качестве мишеней также используются антигены, 
расположенные на опухолевых кровеносных сосудах 
и во внеклеточном матриксе опухоли: альтернативно 
сплайсированные участки фибронектина А и В, фак-
торы роста эндотелия сосудов (VEGF) и их рецепто-
ры, раково-эмбриональный антиген CEA, домен А1 
тенасцина С; исследуются в качестве мишени ком-
плексы ДНК с гистонами (полный перечень см. в об-
зорах [3]).

Помимо таргетирующей могут быть желательны 
эффекторные функции антительного участка для 
улучшения общей противоопухолевой эффективнос-
ти ИЦ: антителозависимая клеточная цитотоксич-
ность (АЗКЦ), комплементзависимая цитотоксичность, 
антителозависимый фагоцитоз (АЗФ), индукция апо-
птоза, ведущие к лизированию опухолевых клеток. 
В этом случае ИЦ конструируют на основе полнораз-
мерного IgG либо scFv-Fc, либо мини-антител (два scFv, 
соединенные с CH3-доменом IgG) [3], при этом воз-
можны модификации Fc-фрагмента, направленные 
на аффинность связывания с Fcγ-рецепторами на 
лейкоцитах, для усиления, ослабления определенной 
эффекторной функции либо ее отмены [10].

Цитокиновый участок при конструировании про-
тивоопухолевого ИЦ выбирают, основываясь на эф-
фективности его использования в клинической 

Строение и функции иммуноцитокина на основе полноразмерного иммуноглобулина класса G. АЗКЦ – антителозависимая клеточная цито-
токсичность; АЗФ – антителозависимый фагоцитоз; КЗЦ – комплементзависимая цитотоксичность; NK – натуральные киллерные 
клетки; ФК – фармакокинетика; Ц – цитокин; C1q – компонент комплемента 1q; Fab-фрагмент – антигенсвязывающий фрагмент ан-
титела; FcRn – неонатальный рецептор к Fc-фрагменту иммуноглобулина класса G; FcγR – рецептор к Fc-фрагменту иммуноглобулина 
класса G; Fc-фрагмент – кристаллизуемый фрагмент антитела

Structure and functions of an immunocytokine based on full-size IgG. ADCC – antibody-dependent cell cytotoxicity; ADCP – antibody-dependent cellular 
phagocytosis; CDC – complement-dependent cytotoxicity; NK – natural killer cells; PK – pharmacokinetics; C – cytokine; C1q – complement component 
1q; Fab – fragment antigen binding; FcRn – neonatal Fc receptor; FcγR – Fc-gamma receptors; Fc – fragment crystallizable
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практике в отношении определенного спектра опу-
холей. Противоопухолевая активность цитокинового 
участка может проявляться как за счет прямого ци-
тотоксического действия на опухолевые клетки, так 
и за счет непрямого иммуномодулирующего.

Прямое противоопухолевое действие цитокина 
может заключаться в подавлении пролиферации, ин-
дукции апоптоза, стимуляции экспрессии молекул 
главного комплекса гистосовместимости I и II типа 
на поверхности опухолевых клеток [11], а иммуномо-
дулирующее действие – в повышении активности 
эффекторных иммунных клеток (IL-2, IFN 1-го типа), 
индукции созревания антигенпрезентирующих клеток 
(IL-2, 6, 7, 13, 15 [12], IFN 1-го типа), индукции по-
вышенной экспрессии белков, в частности цитокинов 
(IFN 1-го типа) [11]. Помимо этого, некоторые цито-
кины в случае применения их с полноразмерными 
противоопухолевыми антителами способны усиливать 
функции Fc-фрагмента антитела (АЗКЦ, АЗФ) за счет 
активации эффекторных клеток (натуральных киллеров 
(NK), макрофагов) (IFN 1-го типа, IL-2, 12, 15, 21).

За последние несколько лет в составе ИЦ были 
протестированы более 30 цитокинов: ряд IL (IL-1β, 
2, 3, 4, 6, 7, 9, 12, 13, 15, 17, 18, 21); гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор; гранулоцитар-
но-макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор; IFN-α, γ и λ; TNF; цитокины группы TNF; хемо-
кины; различные гетеродимеры цитокинов [3]. 
В клинических исследованиях в настоящее время 
находятся ИЦ на основе IFN-α, IL-2, 12 и TNF [3, 4].

Известно, что использование цитокинов в тера-
певтических дозах сопровождается токсичностью. 
Проблему представляют побочные эффекты приме-
нения цитокинов, обусловленные присутствием ци-
токиновых рецепторов на нормальных тканях. Для 
устранения этих недостатков и повышения терапев-
тического индекса цитокинов разрабатываются раз-
личные стратегии «сужения» биологической актив-
ности цитокинового участка в составе ИЦ.

Распространенным способом «сужения» актив-
ности цитокина является модификация его аффин-
ности к субъединицам соответствующих рецепторов. 
Так, S. D. Gillies и соавт. [13] с помощью точечной 
мутации модифицировали IL-2 в составе ИЦ таким 
образом, чтобы цитокин сохранил способность свя-
зываться и активировать только высокоаффинный ре-
цептор IL-2R, состоящий из 3 субъединиц. S. L. Pogue 
и соавт. [14] методом сайт-направленного мутагенеза 
ослабили аффинность IFN-α2b к высокоаффинной 
цепи рецептора IFNAR–IFNAR2. В работах C. Klein 
и соавт. [15, 16] с помощью ряда точечных мутаций 
исключили взаимодействие IL-2 с CD25, α-субъеди-
ницей IL-2R и сохранили способность IL-2 связы-
ваться только с рецептором промежуточной аффин-
ности.

Стоит отметить, что аффинность цитокина к со-
ответствующим рецепторам в нормальных тканях 
может не только вызывать системную токсичность, 
но и препятствовать таргетирующей функции анти-
тельного участка [17–19]; для решения такой пробле-
мы модифицируют не только цитокин (см. выше), 
но и антигенсвязывающие сайты антительного участ-
ка [15].

Другой способ «сужения» активности цитокина 
заключается в ее аллостерической регуляции. Было 
показано, что присоединенный к С-концу легкой 
цепи IgG цитокин проявляет активность после свя-
зывания антительного участка с соответствующей 
мишенью [20, 21].

В случае мультимерных цитокинов возможно ло-
кализовать активность цитокина с помощью страте-
гии, основанной на сборке биологически неактивных 
субъединиц цитокина, генетически сшитых с тарге-
тирующим антителом, в месте опухоли [22].

Используемые в дизайне ИЦ функции антитель-
ного и цитокинового участков (см. рисунок) и их мо-
дификации не только задают биологическую актив-
ность ИЦ, но также определяют выбор формата 
клеточной тест-системы для дальнейшей характери-
зации биологической активности и терапевтической 
эффективности ИЦ.

Предварительная характеризация  
новых иммуноцитокинов
Последовательность действий при исследовании 

нового ИЦ в условиях in vitro в общем случае вклю-
чает следующие этапы. После выделения, очистки 
и характеризации ИЦ стандартными физико-хими-
ческими методами в бесклеточных системах прове-
ряются полнота сборки молекулы ИЦ, лигандсвязы-
вающая способность антительного и цитокинового 
доменов.

Характеризацию ИЦ физико-химическими ме-
тодами можно рассматривать как 1-й этап контроля 
качества полученного белка, позволяющий обнару-
жить нежелательные характеристики исследуемой 
молекулы. Так, с помощью электрофореза в поли-
акриламидном геле возможно предварительно оце-
нить такие значимые для биораспределения параметры 
полученного ИЦ, как заряд, молекулярная масса и сте-
пень гликозилирования.

Простым и доступным способом подтверждения 
наличия антительного и цитокинового доменов яв-
ляются иммунологические методы, в частности воз-
можно качественное определение обоих доменов 
одновременно методом иммуноферментного анализа. 
Например, для доказательства полноты сборки моле-
кулы ИЦ на основе полноразмерного IgG к HER2 / neu 
и IFN-α Е. Н. Кособокова и соавт. [23] разработали ме-
тод комбинированного иммуноферментного анализа, 
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в котором одни антитела были аффинны к IgG чело-
века, другие – к IFN-α. Положительная реакция в та-
кой тест-системе наблюдалась бы только в случае 
полноразмерного ИЦ, в котором и антительный, 
и цитокиновый домены связались с соответствую-
щими специфическими антителами. В связи с отсут-
ствием стандартного образца такой метод может дать 
только качественный результат.

Антигенсвязывающая способность антительного 
участка оценивается, как правило, методами поверх-
ностного плазмонного резонанса (определяется аф-
финность связывания антитела с таргетным антиге-
ном, характеризуемая константой диссоциации) 
либо проточной цитометрии. Помимо этого, с целью 
оценки сохранения эффекторных функций антитель-
ного домена возможно проведение тестов (иммуно-
логических либо на аффинность) на связывание 
с фактором комплемента C1q и с Fc-γ-рецепторами 
(FcγRIIA, FcγRIIIA). Оценку связывающей активно-
сти цитокинового участка проводят, как правило, 
методом проточной цитометрии. Следует отметить, 
что определение (и сравнение) аффинности связы-
вания антительного и цитокинового доменов с соот-
ветствующими лигандами может помочь выявить 
возможность нежелательного биораспределения ИЦ 
in vivo на раннем этапе.

Тест-системы на основе целевых 
монослойных и 3D-клеточных культур
Традиционные монослойные культуры, опухолевые 

и неопухолевые, остаются «золотым стандартом» кле-
точных тест-систем для оценки биологической ак-
тивности цитокинового и антительного участков ИЦ 
по отдельности, поскольку отражают механизм дей-
ствия исследуемого белка на уровне изменения фе-
нотипа клеток-мишеней.

Монослойные культуры используют, чтобы оце-
нить:

• прямую биологическую активность цитокина 
в отношении опухолевых и иммортализованных 
неопухолевых клеточных культур: подавление про-
лиферации (например, IFN-α), индукцию про-
лиферации (например, IL-2 с помощью клеточ-
ной линии CTLL-2), индукцию выработки 
других цитокинов (например, продукция IFN-γ 
при обработке NK-клеток IL-12), цитотоксич-
ность (TNF), противовирусное действие (IFN-α), 
хемотаксис (хемокины), иммуномодулирующие 
свойс тва (активация макрофагов гранулоцитар-
ным макрофагальным колониестимулирующим 
фактором). Примеры стандартных протоколов 
и общепринятых методов детекции результатов 
перечисленных воздейст вий – жизнеспособности 
клеток-мишеней, цито токсичности – см. в обзо-
ре A. R. Mire-Sluis и соавт. [24]. Помимо подтверж-

дения биологической активности, тест-системы 
на основе монослойных культур позволяют про-
водить отбор ИЦ с «суженной» активностью 
цитокина по значению полумаксимальной эф-
фективной концентрации EC50 [25];

• блокирующую функцию антительного участка 
ИЦ на основе полноразмерного IgG. В этом слу-
чае Fc-зависимый апоптоз клеток-мишеней оце-
нивают по активации каспазы-3 или каспазы-7, 
либо по экспозиции фосфатидилсерина на внеш-
ней клеточной мембране с помощью аннексина 
V либо его производных [26].
Как способ детекции цитотоксичности все боль-

шее распространение получает метод электрохими-
ческой импедансной спектроскопии (ЭИС), который 
позволяет осуществлять мониторинг концентрации 
клеток-мишеней, изменений в их морфологии (раз-
мер, форма), силы адгезии, цитолизиса по изменению 
электрических свойств поверхности сенсора в дне 
каждой лунки специального планшета. Как следст-
вие, метод ЭИС применим для оценки общей биоло-
гической активности ИЦ в отношении иммортали-
зованных, первичных двумерных клеточных культур 
и совместных культур, а также некоторых 3D-клеточных 
культур [27, 28].

3D-культуры (см. ниже) неопухолевых клеток не-
обходимы для оценки специфической биологической 
активности некоторых цитокинов. Так, для оценки 
такой функции IFN-α, как подавление ангиогенеза, 
эпителиальные клетки HUVEC выращивают на под-
ложке Matrigel. Подавление пролиферации, мигра-
ции, инвазии и образования сосудов в результате 
воздействия ИЦ оценивают методом микроскопии 
(например, см. работу Z. Li и соавт. [29]).

Тест-системы на основе совместных 
клеточных культур
Эффекторные функции антительного участка в со-

ставе ИЦ оценивают на адгезионных совместных 
культурах с помощью того же ряда тестов, что исполь-
зуются для обычных антител: в общем случае клетки- 
мишени (как правило, опухолевые), экспрессирующие 
целевой антиген, инкубируются с эффекторными 
клетками и ИЦ. Детекцию жизнеспособности кле-
ток-мишеней и цитотоксичности осуществляют как 
общепринятыми методами (см. в работе X. R. Jiang 
и соавт. [26]), так и с помощью ЭИС (например, ра-
боты K. E. Fenerty и соавт. [27], B. Xi и соавт. [28]).

В качестве источника эффекторных клеток при 
определении АЗКЦ могут использоваться NK, выде-
ленные из мононуклеаров периферической крови; 
непосредственно мононуклеары периферической 
крови; линии NK с высокой экспрессией CD16a 
(FcγRIIIA), например линия NK92.CD16V. В случае 
комплементзависимой цитотоксичности используют 



15

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian jouRnal of biotheRapy 3'2022  ТОм 21    vol. 21

Обзоры литературы | Reviews

коммерческий либо полученный из донорской крови 
источник комплемента. При оценке АЗФ исследу-
емый ИЦ инкубируется с клетками-мишенями 
и цельной кровью либо c мононуклеарами перифе-
рической крови, либо c выделенными из них эффек-
торными клетками, либо c линиями макрофагов (на-
пример, линией U937); в этих случаях клетки должны 
быть дифференцированы в одноядерные [26].

Результаты, полученные с использованием до-
норской крови и ее фракций как источника эффек-
торных клеток, с одной стороны, отражают механиз-
мы действия Fc-домена антител на уровне изменения 
фенотипа клеток-мишеней и эффекторных клеток 
по таким оцениваемым параметрам, как, например, 
изменение уровня пролиферации, выброс проапоп-
тотических факторов и пр. С другой стороны, донор-
ская кровь вносит значимую вариабельность в ре-
зультаты теста. Как альтернативный вариант, для 
оценки эффекторных функций антительного участка 
ИЦ возможно использование репортерных тест-си-
стем (см. ниже).

Активацию NK Fc-фрагментом антительного участ-
ка ИЦ в ходе АЗКЦ оценивают, как правило, методом 
проточной цитометрии по увеличению экспрессии 
маркеров активации CD69, CD107a [26].

Совместные культуры опухолевых и эффекторных 
клеток используются для определения полной биоло-
гической активности ИЦ на основе антител с сохра-
ненными эффекторными функциями, поскольку 
содержат мишени как для антительного, так и для ци-
токинового участков ИЦ. Полный биологический 
эффект ИЦ на основе антител с эффекторными функ-
циями может быть результатом аддитивности и / или 
синергии эффектов всех отдельных заложенных в ди-
зайне механизмов действия антительного и цитоки-
нового участков. В общем случае в итоге совместно-
го культивирования опухолевых и эффекторных 
клеток оценивают следующие параметры (табл. 1):

• цитотоксичность в отношении опухолевых кле-
ток-мишеней;

• активацию эффекторных клеток;
• пролиферацию эффекторных клеток;
• профиль экспрессируемых в супернатант цито-

кинов / хемокинов.
В зависимости от ожидаемой функции цитокина 

на совместных культурах также проводят дополни-
тельные тесты. Например, для ИЦ с IFN-α оценива-
ют созревание дендритных клеток, активацию CD8+-
Т-клеток за счет зрелых дендритных клеток [29].

Репортерные клеточные системы
Репортерные клеточные линии применяются 

для оценки связывающей активности различных бел-
ковых молекул. Использование таких систем осно-
вано на способности исследуемых белковых молекул 

запускать внутриклеточные сигнальные каскады 
с участием транскрипционных факторов вследствие 
взаимодействия данных белковых молекул с рецеп-
тором на внешней мембране клетки.

Традиционно такие клеточные линии получают 
следующим способом. Репортерная экспрессионная 
конструкция, содержащая репортерный ген под кон-
тролем минимального промотора и сайта связывания 
для транскрипционного фактора, путем трансфекции 
вводится в клетку-хозяин и случайным образом 
встраивается в ее геном. В том случае, если взаимо-
действие клетки-хозяина с функциональной белко-
вой молекулой приводит к активации транскрипци-
онного фактора (срабатывает механизм действия 
данной белковой молекулы на уровне активации 
сигнальных путей), наблюдается экспрессия репор-
терного гена – как правило, флуоресцентного белка 
или фермента, – которая далее количественно оце-
нивается.

Так, для оценки АЗФ антительного участка ИЦ 
возможно использование репортерной системы на 
основе Т-клеток Jurkat, экспрессирующих рецептор 
FcγRIIA и содержащих NFAT-зависимый промотор, 
направляющий транскрипцию гена люциферазы, 
активность которой далее измеряется. Аналогичные 
репортерные системы получены для оценки способ-
ности Fc-фрагмента антительного участка активиро-
вать NK, в этом случае модифицированная линия 
Т-клеток Jurkat экспрессирует на поверхностной 
мембране рецептор FcγRIIIA [30].

Возможен вариант конструирования репортерных 
систем, когда репортерный ген находится под кон-
тролем эндогенного промотора, – более физиологи-
чески релевантный в плане сохранения клеточных 
сигнальных путей. В работе J. Liu и соавт. [31] описан 
вариант замены одного аллеля гена IL-2 в клеточной 
линии Jurkat геном люциферазы светлячков с помо-
щью технологии CRISPR-Cas9.

В настоящее время интерес вызывает создание 
универсальных репортерных систем, позволяющих 
определять биологическую активность потенциаль-
ных терапевтических иммуномодулирующих белков 
различных классов (цитокинов, хемокинов, агонис-
тов толл-подобных рецепторов и др.), а также их 
конъюгатов с антителами и полимерами. Использо-
вание таких репортерных систем могло бы сократить 
количество времени и средств, требующихся для опре-
деления биологической активности отдельно взятого 
иммуномодулирующего белка, а также дать возмож-
ность сравнительной характеристики изучаемых им-
муномодуляторов и их модифицированных вариантов, 
в частности ИЦ на основе одинаковых антительных 
участков с различными цитокиновыми участками.

Две люциферазные репортерные системы такого 
типа были разработаны группой исследователей 
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под руководством D. Neri [32] на основе культур мы-
шиных Т- и В-клеток (линии CTTL-2 и A20 соответ-
ственно), в которых репортерный ген люциферазы 
находится под контролем NF-κB-RE-эле мента. 
При разработке данных репортерных систем авторы 
исходили из факта, что многие сигнальные пути, ак-
тивируемые цитокинами, напрямую либо косвенно 
приводят к активации NF-κB; как следствие, полу-
ченная репортерная система на основе иммунных 
клеток, экспрессирующих на поверхности ряд имму-
нологически важных рецепторов, потенциально по-
зволяет количественно характеризовать различные 
иммуномодуляторы. Полученные с помощью новых 
репортерных систем данные о биологической актив-
ности цитокиновых участков нескольких ИЦ, разра-
ботанных ранее группой под руководством D. Neri 
(L19-IL-2, F8-TNF, L19-IL-12), оказались сравнимы-
ми с данными, полученными с помощью традицион-
ных монослойных клеточных культур. Помимо этого, 
разработанные репортерные системы позволили ав-
торам обнаружить новую стратегию потенцирования 
действия цитокинов – за счет антителозависимого 
образования кластеров из мультимерных цитокинов 
(в рассматриваемом случае – членов суперсемейства 
TNF) на компонентах опухолеассоциированного вне-
клеточного матрикса.

Репортерные тест-системы отражают механизм 
действия исследуемого белка на уровне активации 
сигнальных путей и позволяют исключить вариабель-
ность в результатах, обусловленную изменчивостью 
природного источника эффекторных клеток – донор-
с кой крови и ее фракций, а также снизить затраты 
времени и труда на проведение самого анализа [30]. 
Несмотря на данные преимущества, в настоящий 
момент бол́ьшая часть исследований осуществляется 
на стандартных линиях или клетках, выделенных 
из крови доноров, однако репортерные тест-системы 
могут заменить данные стандартные подходы в буду-
щем.

Тест-системы на основе 3D-моделей 
опухолей
Как было указано выше, ИЦ являются мульти-

функциональными молекулами, в полный биологи-
ческий эффект которых могут вносить вклад эффекты 
всех отдельных механизмов действия антительного 
и цитокинового участков. Для адекватной характе-
ризации в условиях in vitro таких молекул клеточная 
тест-система должна воспроизводить сложное ми-
кроокружение и свойства опухоли человека и содер-
жать мишени для антительного и цитокинового 
участков ИЦ.

Таким требованиям отвечают 3D-модели опухолей 
[33]. Так, они способны воспроизвести 3D-культуру 
гетерогенных опухолевых клеток в сложном микро-

окружении из клеточных (фибробласты, эндотели-
альные, иммунные и другие типы клеток) и некле-
точных (различные сигнальные молекулы, 
секретируемые клетками опухоли и ее микроокруже-
ния: факторы роста, цитокины, хемокины и др.) ком-
понентов, внеклеточного матрикса (совокупность 
фибронектинов, коллагена, протеогликанов, глико-
протеинов и др.).

Помимо этого, 3D-модели опухолей на основе 
микрофлюидных устройств способны достаточно 
точно воссоздавать состояние перфузии и сопутству-
ющие механические напряжения, присутствующие 
в тканях, в зависимости от типа моделируемого рака. 
В случае сложных систем по типу «тело-на-чипе», 
«орган-с-опухолью-на-чипе» [34, 35] возможны ис-
следования фармакокинетики, фармакодинамики 
и безопасности кандидатных противоопухолевых 
препаратов, в частности ИЦ с сохраненной связыва-
ющей активностью FcRn.

Типы 3D-моделей опухолей и способы их полу-
чения подробно описаны ранее [33]. Следует отме-
тить, что 3D-клеточные культуры имеют большой 
потенциал заменить монослойные культуры в каче-
стве платформы для скрининга потенциальных про-
тивоопухолевых соединений, в том числе ИЦ. На дан-
ный момент существуют коммерческие предложения 
реактивов, расходных материалов для получения 
и работы с 3D-клеточными культурами. Также до-
ступны протоколы, методы для работы с 3D-культу-
рами и образовательные материалы.

Далее будут рассмотрены некоторые примеры 
использования 3D-моделей опухолей для изучения 
биологической активности ИЦ (методы из указанных 
исследований представлены в табл. 2) и доступные 
результаты их клинических исследований.

S. Herter и соавт. разработали гетеротипическую 
сфероидную модель на основе клеток аденокарцино-
мы кишечника и фибробластов [36]. Авторы исполь-
зовали ИЦ формата IgG-IL-2v, таргетированные 
к раково-эмбриональному антигену CEA и фибро-
бластактивирующему белку FAP: анти-CEA-IL-2v 
и анти-FAP-IL-2v [15, 16], а также биспецифические 
антитела анти-CD3ε–анти-CEA и анти-CD3ε– анти-
FAP. В качестве источника иммунных клеток исполь-
зовали мононуклеары периферической крови доноров. 
В работе исследовали таргетирование ИЦ и биспец-
ифических антител к соответствующим областям 
гетеросфероида, а также инфильтрацию, активацию 
и цитотоксичность иммунных клеток в ответ на ука-
занные иммунотерапевтические препараты.

Были показаны специфичное связывание ИЦ 
анти-CEA-IL-2v и анти-FAP-IL-2v с опухолевыми 
клетками и фибробластами в гетеросфероиде соот-
ветственно, инфильтрация иммунных клеток в ге-
теросфероид и избирательное элиминирование 
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соответствующими ИЦ IgG-IL-2v и биспецифиче-
скими антителами опухолевых клеток и фибробластов 
вследствие активации иммунных клеток (Т-, NK-, 
NKT-клеток). В целом повышенная инфильтрация 
иммунных клеток в гетеросфероид, их активация, 
секреция цитокинов и более быстрое элиминирова-
ние клеток-мишеней наблюдались при комбиниро-
ванном использовании IgG-IL-2v и биспецифических 
антител.

Иммуноцитокины анти-CEA-IL-2v и анти-FAP-
IL-2v лишены эффекторных функций антительного 
участка (кроме связывания с FcRn) и имеют повы-
шенную аффинность к соответствующим антигенам. 
Также IL-2v селективно связывается с гетеродимер-
ным среднеаффинным рецептором IL-2Рβγ и не спо-
собен связываться с CD25 на регуляторных Т-клетках. 
Данная модификация направлена на снижение ток-
сичности IL-2.

В I фазе клинических исследований анти-FAP-
IL-2v показал умеренную токсичность, способность 
активировать NK и CD8+-Т-клетки в периферичес кой 
крови, а также проявил терапевтическую активность 
в виде монотерапии [37], что согласуется с результата-
ми эффективности анти-FAP-IL-2v, полученными на 
модели опухолевых сфероидов.

Анти-CEA-IL-2v показал высокую противоопу-
холевую эффективность в доклинических исследо-
ваниях, однако во II фазе клинических исследований 
не проявил достаточную терапевтическую эффектив-
ность в виде монотерапии и в комбинации с ингиби-
торами контрольных точек иммунитета. Его клини-
ческие исследования были прекращены по решению 
спонсора [15].

J. M. Ayuso и соавт. разработали микрофлюидную 
модель по типу «орган-на-чипе» [38] для изучения 
иммунотерапевтических препаратов, направленных 
на активацию и рекрутирование NK-клеток к опухо-
ли и последующую АЗКЦ.

В данной работе клетки рака молочной железы 
(MCF-7) выращивали в виде сфероидов и помещали 
в коллагеновый гидрогель. Фланкирующие латераль-
ные полости заселяли эндотелиальными клетками, 
далее через них пропускали культуральную среду для 
имитации кровеносных сосудов. NK отдельно либо 
совместно с ИЦ на основе полноразмерного антите-
ла на основе IL-2, таргетированного к молекуле кле-
точной адгезии EpCAM (анти-EpCAM-IL-2), вклю-
чали в модель, чтобы изучить миграцию NK (в том 
числе через полученный барьер из эндотелиальных 
клеток), их цитотоксичность, в случае использования 
ИЦ – АЗКЦ в 3D-пространстве.

По наблюдениям авторов, проникновению ИЦ 
в сфероид препятствовали межклеточные контакты, 
кроме того, опухолевые клетки оказались способны 
захватывать ИЦ посредством эндоцитоза во внутри-

клеточные липидные везикулы. В то время как клет-
ки NK-92 мигрировали к сфероиду по градиенту хе-
мокинов и проникали в опухоль в течение нескольких 
часов, АЗКЦ ИЦ не распространялась далее поверх-
ностного слоя сфероида, возможно, из-за ограничен-
ного проникновения ИЦ анти-EpCAM-IL-2 в опу-
холь.

Анти-EpCAM-IL-2 является ИЦ на основе IL-2 
дикого типа с той же аффинностью к EpCAM, что 
и у исходного антитела. По результатам II фазы кли-
нических исследований анти-EpCAM-IL-2 в комби-
нации с циклофосфамидом [39] проявлял умеренную 
токсичность, но не показал преимущества в терапев-
тическом действии по сравнению с контрольной 
группой. Возможно, причина недостаточной эффек-
тивности анти-EpCAM-IL-2 заключалась в его не-
способности пройти через межклеточные контакты 
в опухоль, что стало возможным наблюдать с помо-
щью 3D-модели опухоли.

A. Jaekel и соавт. использовали совместную куль-
туру сфероидов рака молочной железы MCF-7 и од-
ноядерных клеток периферической крови для оцен-
ки способности к инфильтрации нового ИЦ 
на основе IL-15 и полноразмерного антитела к опу-
холеассоциированному гликозилированному эпито-
пу MUC1 [40]. Было показано, что ИЦ GT-00A x IL15, 
в противоположность исходному антителу GT-00A, 
индуцирует инфильтрацию CD8+-Т-клеток внутрь 
сфероидов, а также способствует уменьшению раз-
мера сфероидов.

По результатам доклинических исследований 
на нескольких мышиных моделях GT-00A x IL15 по-
казал эффективность в качестве монотерапии.

Заключение
В настоящем обзоре были рассмотрены существу-

ющие подходы к характеризации биологической ак-
тивности ИЦ в условиях in vitro в ходе доклинических 
исследований.

Выбор методов для оценки биологической актив-
ности ИЦ в условиях in vitro будет определяться ис-
пользуемыми в дизайне функциями антительного 
и цитокинового участков.

• Для подтверждения используемого в дизайне ИЦ 
механизма действия его отдельных участков до-
статочно работы с монослойными культурами.

• Несмотря на время- и трудозатратность, тест-  сис-
темы «золотого стандарта» для определения спе-
цифической биологической активности цитоки-
на(ов) и эффекторных функций антительного 
участка используются в подавляющем большин-
стве исследований новых вариантов ИЦ.

• Коммерческие репортерные клеточные системы 
остаются альтернативным вариантом оценки 
заложенной в дизайне биологической активности 
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цитокинового и антительного участков на уровне 
активации сигнальных путей. В настоящее время 
представляют интерес и разрабатываются «уни-
версальные» репортерные системы, позволяющие 
количественно охарактеризовать ИЦ с различ-
ными цитокиновыми участками и их вариантами 
на одной репортерной клеточной линии.

• Совместные культуры опухолевых и эффектор-
ных клеток позволяют оценить цитотоксический 
и иммуномодулирующий эффекты антительного 
и цитокинового участков без использования ме-
тодов 3D-культивирования.

• Использование 3D-моделей опухолей позволяет 
заменить несколько тестов на биологическую 
активность отдельных участков ИЦ, проводимых 
на монокультурах и совместных культурах, на од-
но комплексное исследование. Это дает возмож-
ность оценить противоопухолевую активность ИЦ 
в условиях, более приближенных к реальным: его 
способность проникать в ткани и элиминировать 
опухолевые клетки за счет цитотоксичности и ак-
тивации иммунных клеток. Недостатком такого 
подхода являются значительные временные и ма-
териальные затраты.
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