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иммУнотераПия рака ЖелУдка

д. Ж. мансорунов1, а. а. алимов1, н. в. апанович1, а. Ю. кузеванова1, т. а. Богуш2, 
и. С. Стилиди2, а. в. карпухин1

1ФГБНУ «Медико-генетический научный центр им. академика Н. П. Бочкова»; 
Россия, 115522 Москва, ул. Москворечье 1;

2ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Данзан Жаргалович Мансорунов gah3ah@gmail.com

Рак желудка (РЖ) занимает 5-е место среди злокачественных новообразований по заболеваемости в мире. Смертность 
от РЖ высока, так как в большинстве случаев заболевание диагностируется на поздних стадиях, с отдаленными метаста-
зами, 5-летняя выживаемость больных РЖ не превышает 25–30 %. Стандартом терапии РЖ является хирургическое 
вмешательство с химиотерапией. На поздних стадиях РЖ наблюдается высокая резистентность к химиотерапии, в связи 
с чем существует острая необходимость в принципиально новой терапии. В последнее время активно проводятся исследова-
ния терапии РЖ ингибиторами контрольных точек иммунитета. На данный момент наиболее изучены моноклональные 
антитела против PD-1 (Programmed cell death 1, CD279) / PD-L1 (Programmed death-ligand 1, CD274), CTLA-4 (Cytotoxic 
T-lymphocyte-associated protein 4, CD152). В статье рассмотрены характеристики молекул PD-1, PD-L1, CTLA-4 и их зна-
чение в супрессии Т-клеточного ответа, а также противоопухолевый эффект ингибиторов контрольных точек иммуните-
та. Проанализированы результаты клинических исследований терапии РЖ моноклональными антителами против PD-1 / PD-
L1, CTLA-4. Ингибиторы контрольных точек иммунитета находят применение как в качестве первой, так и последующих 
линий терапии. Отрицательной стороной иммунотерапии являются иммуноопосредованные нежелательные явления, кото-
рые могут поражать ткани почек, сердца, желудочно-кишечного тракта, печени, легких, кожи, эндокринных желез. Рас-
смотрены биомаркеры эффективности терапии РЖ ингибиторами контрольных точек иммунитета, среди которых можно 
выделить экспрессию PD-L1, микросателлитную нестабильность, профиль экспрессии генов, мутационную нагрузку опухо-
ли и состав микробиоты кишечника.

Ключевые слова: иммунотерапия, рак желудка, PD-1, PD-L1

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-4-06-16

GaSTRIC CaNCER IMMuNoThERaPy

D. Zh. Mansorunov1, A. A. Alimov1, N. V. Apanovich1, A. Yu. Kuzevanova1, T. A. Bogush2, I. S. Stilidi2, A. V. Karpukhin1

1Bochkov Research Centre for Medical Genetics; 1 Moskvorechye St., Moscow 115522, Russia;
2N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation; 

24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

Gastric cancer (GC) takes 5th place among the malignant neoplasms by incidence in the world. Mortality from GC is high, since in most 
cases the disease is diagnosed in the late stages, with distant metastases, the five-year survival in GC does not exceed 25–30 %. The 
standard for GC therapy is surgery with chemotherapy. There is a high resistance to chemotherapy in the late stages of GC, and this cir-
cumstance requires a fundamentally new therapy. Recently, studies have been actively conducted on the therapy of GC with the immune 
control point inhibitors. At the moment, the most studied are monoclonal antibodies against PD-1 (Programmed cell death 1, CD279) / PD-
L1 (Programmed death-ligand 1, CD274), CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, CD152). The article discusses the 
characteristics of PD-1, PD-L1, CTLA-4 molecules and their significance in suppressing the T-cell response, as well as the antitumor 
effect of immune control point inhibitors. The results of clinical studies of GC therapy with monoclonal antibodies against PD-1 / PD-L1, 
CTLA-4 were analyzed. The immune control point inhibitors are used as both first-line therapy and subsequent ones. The negative side 
of immunotherapy is immune-mediated adverse events that can affect the tissues of the kidneys, heart, gastrointestinal tract, liver, lungs, 
skin and endocrine glands. Biomarkers of the effectiveness of the immune control point inhibitors for GC are considered, among which 
one can distinguish PD-L1 expression, microsatellite instability, gene expression profile, tumor mutational load and composition of the 
intestinal microbiome.

Key words: immunotherapy, gastric cancer, PD-1, PD-L1
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Введение
Рак желудка (РЖ) является одним из самых распро-

страненных злокачественных новообразований, зани-
мая 5-е место в мире по заболеваемости. Ежегодно 
в мире регистрируют около 1 млн случаев РЖ, в России 
зарегистрировано более 37 тыс. в 2017 г. [1]. Смертность 
от РЖ составляет свыше 700 тыс. в год, так как в боль-
шинстве случаев заболевание диагностируют на позд-
них стадиях, с отдаленными метастазами [2].

Хирургическое вмешательство в комбинации 
с химиотерапией является стандартом лечения РЖ. 
На поздних стадиях РЖ пациентам проводится в ос-
новном консервативная терапия. На данный момент 
комбинированные схемы химиотерапии предпочти-
тельнее, так как при их применении показатели об-
щей выживаемости (ОВ) и частоты объективного 
ответа выше в сравнении с монотерапией. Тем не ме-
нее комбинированные схемы химиотерапии не по-
казывают обнадеживающих результатов, поскольку 
их эффективность ограничена, а токсичность высока. 
Прогноз для больных РЖ остается неблагоприятным, 
5-летняя выживаемость не превышает 25–30 %. Та-
ким образом, существует необходимость внедрения 
в клиническую практику более эффективных противо-
опухолевых препаратов. В последнее время наиболее 
перспективным нововведением в терапии злокаче-
ственных новообразований стала терапия ингибито-
рами контрольных точек иммунитета, которая пока-
зала высокую эффективность лечения многих типов 
опухолей, в том числе при РЖ.

Иммунологические контрольные «точки» (ИКТ) – 
это система ингибиторных механизмов, ко торые ре-
гулируют активацию иммунного ответа, препятствуя 
запуску аутоиммунных процессов, а также модули-
руют его, уменьшая вызванные иммунными клетка-
ми повреждения в органах и тканях [3]. Таким обра-
зом, ИКТ играют важную роль в поддержании 
физиологического гомеостаза. В норме рецепторы 
ИКТ экспрессируются на поверхности активирован-
ных Т-клеток, что формирует отрицательную обрат-
ную связь и ослабляет Т-клеточный ответ. Опухоли 
часто используют механизмы уклонения от иммунной 
системы, одним из которых является экспрессия 
на своей поверхности лигандов контрольных точек 
иммунитета. Для преодоления этого явления разра-
ботаны моноклональные антитела (МКА), блокиру-
ющие лиганды или рецепторы ИКТ, которые инги-
бируют негативную Т-клеточную костимуляцию, 
в результате чего развивается Т-клеточный ответ. 
Таким образом, противоопухолевый эффект дости-
гается в результате активации собственной иммунной 
системы, а не посредством воздействия на опухо-
левые клетки. Поскольку описанный механизм уни-
версален, ингибирование ИКТ МКА может иметь 
клинический эффект при лечении различных типов 

опухолей. На данный момент наиболее изучены МКА 
против PD-1 (Programmed cell death 1, CD279) / PD-L1 
(Programmed death-ligand 1, CD274), CTLA-4 (Cyto-
toxic T-lymphocyte-associated protein 4, CD152), они 
применяются в качестве монотерапии или в составе 
комбинированной терапии для лечения РЖ и карди-
оэзофагеального рака (КЭР).

Иммунологические контрольные точки PD-1 / PD-L1
PD-1 представляет собой мембранный белок, 

биологическая функция которого заключается в под-
держании Т-клеточного ответа в рамках физиологиче-
ского диапазона. В ответ на цитолитическую и эффек-
торную функции Т-клеток рецептор PD-1 регулирует 
их активацию посредством взаимодействия со сво ими 
лигандами PD-L1 и -L2 (CD273), в результате чего 
запускается апоптоз CD8+ цитотоксических T-лим-
фоцитов [4]. Предполагается, что PD-1 после взаи-
модействия с PD-L1 и -L2 передает сигнал через 
 тирозин-фосфатазу SHP2 (Src homology region 2 domain- 
containing phosphatase-2) для ослабления активации 
Т-клеток. Активация SHP2 ингибирует сигнальный 
путь PI3K / Akt, посредством дефосфорилирования 
CD28, а также напрямую ослабляет передачу сигналов 
Т-клеточного рецептора (TCR) (см. рисунок). На су-
щественную роль PD-1 в поддержании иммунной 
толерантности может указывать то, что при делециях 
в гене Pdcd1, кодирующем белок PD-1, развиваются 
аутоиммунные патологии, например волчаночнопо-
добная аутоиммунная патология у старых мышей 
линии C57BL / 6 и аутоиммунная дилатационная кар-
диомиопатия у мышей линии BALB / c [5].

PD-1 экспрессируется на поверхности активи-
рованных Т- и В-лимфоцитов, моноцитов, макро-
фагов, дендритных клеток, NK-клеток. Стоит от-
метить высокую экспрессию PD-1 у регуляторных 
CD4+Foxp3+-Т-лимфоцитов и их значительную роль 
в супрессии иммунного ответа. Воспалительные ци-
токины, такие как интерферон γ (IFN-γ), интерлей-
кины (IL), имеющие общую γ-цепь (IL-2, -7, -15 
и -21), могут усиливать экспрессию PD-1 [6]. В опу-
холевом микроокружении большая часть Т-клеток 
дифференцируется в истощенные Т-клетки, продуци-
рующие меньше эффекторных цитокинов и в меньшей 
степени способные элиминировать клетки опухоли. 
В них наблюдается повышенная экспрессия ингиби-
торных рецепторов, таких как PD-1, LAG-3 (lympho-
cyte activation gene 3 protein), TIM3 (T-cell immuno-
globulin domain and mucin domain protein 3), CTLA-4, 
BTLA (band T lymphocyte attenuator) и TIGIT (T-cell 
immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-based 
inhibitory motif domain) [7].

Лиганд PD-L1 экспрессируется на поверхности 
Т-, В-лимфоцитов, макрофагов, дендритных клеток 
и в некоторых тканях, например тканях плаценты. 
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Экспрессия PD-L1 усиливается IFN-γ, IL-4, -10, ро-
стовыми факторами стволовых клеток, бактериаль-
ными липополисахаридами, эндотелиальным фак-
тором роста (VEGF) и фактором, индуцируемым 
гипоксией 1-α. Помимо перечисленного, в клетках 
опухоли экспрессию PD-L1 могут активировать такие 
сигнальные пути, как IFN-γ / JAK2 / IFN, ALK / STAT3, 
PI3K и MEK / ERK / STAT1 [8].

Противоопухолевый эффект блокады PD-1 МКА 
заключается в предотвращении опосредованного PD-1 
ослабления передачи сигналов TCR, что у CD8+-Т-
клеток увеличивает активацию, а у регуляторных 
Т-клеток уменьшает. С учетом универсальности дан-
ного механизма блокаторы PD-1 успешно применя-
ются для лечения большого количества злокачествен-
ных новообразований, в том числе и РЖ. На данный 
момент проводится множество клинических иссле-
дований ингибиторов PD-1, демонстрирующих раз-
ный клинический эффект.

В исследовании KEYNOTE-012 впервые для 
 лечения РЖ применено антитело против PD-1 пем-
бролизумаб в качестве 2-й и последующих линий на 
поздних стадиях при метастатическом РЖ, экспрес-
сирующем PD-L1 (PD-L1+). При частоте объективного 
ответа 22 % была достигнута медиана ОВ 11,4 мес [9].

Во II фазе исследования KEYNOTE-059 выделя-
ют 3 когорты пациентов с РЖ / КЭР поздних стадий 
(см. таблицу). В 1-й когорте, самой многочисленной, 
находились под наблюдением 259 пациентов, полу-
чавших монотерапию пембролизумабом в качестве 
3-й и последующих линий терапии. Медиана ОВ со-
ставила 5,6 мес. Указанные результаты исследования 
позволили получить в 2017 г. одобрение Управления 
по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов (U. S. Food and Drug Admini-
stration) для применения пембролизумаба в качестве 
3-й линии терапии метастатического РЖ / КЭР с экс-
прессией PD-L1 [10].

Клинические исследования ингибиторов контрольных точек иммунитета в качестве терапии РЖ/КЭР

Clinical trials of immune checkpoint inhibitors in GC/GEJC

исследование 
Study

ФЗ 
Phase

Схема лечения 
Treatment regimen

линия 
Хт 

Chemo- 
therapy  

line

Биомаркер 
отбора 

Biomarker for 
selection

часто-
та оо, % 

overall 
response  
rate, %

вБП, мес. 
PFS, mths

ов, мес 
oS, mths

ATTRACTION-02
(NCT02267343) 3

Ниволумаб vs 
плацебо 

Nivolumab vs  
placebo

≥2 –
11 1,6 5,3

0 1,5 4,1

KEYNOTE-061
(NCT02370498) 3

Пембролизумаб vs 
паклитаксел 

Pembrolizumab vs  
paclitaxel

≥2 PD-L1+

16 1,5 9,1

14 4,1 8,3

KEYNOTE-062
(NCT02494583) 3

Пембролизумаб 
Pembrolizumab

1 PD-L1+

HER2–

CPS ≥1 15 2 10,6

CPS ≥10 25 2,9 17,4

Пембролизумаб +
цисплатин + 5-ФУ 

Pembrolizumab +  
cisplatin + 5-FU

1 PD-L1+

HER2–

CPS ≥1 49 6,9 12,5

CPS ≥10 53 5,7 12,3

Цисплатин + 5-ФУ 
Cisplatin + 5-FU

1 PD-L1+

HER2–

CPS ≥1 37 6,4 11,1

CPS ≥10 38 6,1 10,8

KEYNOTE-059 
(когорта 1 
cohort 1) 
(NCT02335411)

2 Пембролизумаб 
Pembrolizumab

≥3 –

Общая: 12 
Total: 12

PD-L1+: 16
PD-L1–: 6

Общая: 2,0 
Total: 2.0

PD-L1+: 2.1
PD-L1–: 2.0

Общая: 5,6 
Total: 5.6

PD-L1+: 5.8
PD-L1–: 4.9

KEYNOTE-059 
(когорта 2 
cohort 2) 
(NCT02335411)

2

Пембролизумаб + 
цисплатин + 5-ФУ
или капецитабин 

Pembrolizumab + 
cisplatin + 5-FU  
or  capecitabine

1 HER2–

Общая: 60 
Total: 60

PD-L1+: 69
PD-L1–: 38

6,6 13,8
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исследование 
Study

ФЗ 
Phase

Схема лечения 
Treatment regimen

линия 
Хт 

Chemo- 
therapy  

line

Биомаркер 
отбора 

Biomarker for 
selection

часто-
та оо, % 

overall 
response  
rate, %

вБП, мес. 
PFS, mths

ов, мес 
oS, mths

KEYNOTE-059 
(когорта 3 
cohort 3) 
(NCT02335411)

2 Пембролизумаб 
Pembrolizumab

1 PD-L1+

HER2– 26 3,3 20,7

CheckMate 032
(NCT01928394) 1/2

N3: ниволумаб 
3 мг/кг 

N3: nivolumab 3 mg/kg
≥2 –

N3 общая: 12 
N3 total: 12

PD-L1+: 19
PD-L1–: 12

N3: 1,4 N3: 6,2

N1I3: ниволу-
маб 1 мг/кг + 

ипилимумаб 3 мг/кг 
N1I3: nivolumab 1 mg/kg + 

ipilimumab 3 mg/kg

≥2 –

N1I3 общая: 24 
N1I3 total: 24
PD-L1+: 40
PD-L1–: 22

N1I3: 1,4 N1I3: 6,9

N3I1: ниволу-
маб 3 мг/кг + 

ипилимумаб 1 мг/кг 
N3I1: nivolumab 3 mg/kg + 

ipilimumab 1 mg/kg

≥2 –

N3I1 общая: 8 
N3I1 total: 8
PD-L1+: 23
PD-L1–: 0

N3I1: 1,6 N3I1: 4,8

JAVELIN 
Solid Tumor 
(1-я линия 
1st line)
(NCT01772004)

1b Авелумаб 
Avelumab

1 –

Общая: 6,7 
Total: 6.7

PD-L1+: 7,7
PD-L1–: 3,9

Общая: 2,8 
Total: 2.8

PD-L1+: 3,0
PD-L1–: 2,7

Общая: 11,1 
Total: 11.1

PD-L1+: 15,9
PD-L1–: 10,4

JAVELIN Solid 
Tumor  
(2-я линия 
2nd line)
(NCT01772004)

1b Авелумаб 
Avelumab

≥2 – 6,7 1,4 6,6

KEYNOTE-012
(NCT01848834) 1 Пембролизумаб 

Pembrolizumab
≥1 PD-L1+ 22 1,9 11,4

KEYNOTE-098
(NCT02443324) 1

Рамуцирумаб + 
пембролизумаб 
Ramucirumab + 
pembrolizumab

1 – 14 5,6 –

≥2 – 7 2,6 6,2

Примечание. 5-ФУ – 5-фторурацил; PD-L1 – запрограммированный лиганд гибели клетки; HER2 – 2-й рецептор фактора 
 роста эпидермиса; CPS – комбинированый положительный балл. 
Note. 5-FU – 5-fluorouracil; PD-L1 – Programmed death-ligand 1; HER2 – Human epidermal growth factor receptor 2; CPS – combined positive 
score.

Окончание таблицы

The end of Table

В рандомизированном исследовании III фазы 
KEYNOTE-061 была исследована эффективность 
пембролизумаба в сравнении с паклитакселом у па-
циентов с метастатическим PD-L1+ РЖ / КЭР после 
1-й линии химиотерапии (см. таблицу). Пемброли-
зумаб не показал значительного улучшения эффек-
тивности лечения в сравнении с паклитакселом, по-
скольку медиана ОВ составила 9,1 мес vs 8,3 мес 
соответственно [11].

Альтернативным подходом к лечению пациентов 
с целью улучшения исхода заболевания с приемлемой 
токсичностью является адъювантная и неоадъювантная 
терапия РЖ II–III стадии. Применение ингибиторов 
PD-1 до метастазирования РЖ может усилить их им-
муноопосредованный противопухолевый эффект. В ре-
зультате химиолучевой неоадъювантной терапии может 
быть индуцирована экспрессия PD-L1, возможно 
 увеличение количества опухолеинфильтрирующих 
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лимфоцитов, что положительно влияет на эффектив-
ность ингибиторов PD-1. В рандомизированном ис- 
следовании CheckMate-577 III фазы 760 пациентов 
с РЖ / КЭР получали ингибитор PD-1 ниволумаб после 
химиолучевой терапии и операции. Результаты иссле-
дования на данный момент не опубликованы [12].

Менее активно ведутся исследования ингибито-
ров PD-L1, таких как авелумаб, дурвалумаб и атезо-
лизумаб (см. таблицу). В фазе 1b исследования 
JAVELIN Solid Tumor 150 пациентов с РЖ / КЭР позд-
них стадий, поделенные на 2 группы (в качестве 1-й, 
2-й и последующих линий терапии), получали моно-
терапию авелумабом. Частота объективного ответа бы-
ла 6,7 % в 2 группах, при этом медиана ОВ в 1-й группе 
была 11,1 мес, во 2-й – 6,6 мес [13].

По данным приведенных исследований, у боль-
ных РЖ / КЭР поздних стадий c экспрессией PD-L1 
частота объективного ответа и ОВ значительно выше, 
чем у лиц с опухолями без экспрессии PD-L1. Экс-
прессия PD-L1 и отсутствие экспрессии HER2 могут 
быть ассоциированы с повышенной частотой объек-
тивного ответа вне зависимости от схемы лечения. 
Например, во 2-й когорте больных исследования 
KEYNOTE-059 частота объективного ответа при при-
менении пембролизумаба с химиотерапией дости гает 
69 % в случаях с экспрессией PD-L1, но без экспрес-
сии HER2. В то же время в 3-й когорте исследования 
KEYNOTE-059 при монотерапии пембролизумабом 
РЖ / КЭР с экспрессией PD-L1, но без экспрессии 
HER2 частота объективного ответа составляет 26 % 
[14]. Исследование KEYNOTE-062, в котором изуча-
ли в качестве 1-й линии монотерапию пембролизу-
мабом, комбинация пембролизумаба с химиотера-
пией и химиотерапия показали схожие результаты 
по частоте объективного ответа и показателям выжи-
ваемости [15]. Терапия ингибиторами ИКТ в качестве 
1-й линии повышает медиану ОВ, в приведенных 
исследованиях ее значение составляет от 10,6 мес 
в исследовании KEYNOTE-062 до 20,7 мес в 3-й ко-
горте исследования KEYNOTE-059. При применении 
ингибиторов ИКТ в качестве 2-й и последующих ли-
ний терапии медиана ОВ варьирует от 4,8 мес в иссле-
довании CheckMate 032 до 9,1 мес в исследовании 
KEYNOTE-061.

Иммунологическая контрольная точка CTLA-4
Рецептор CTLA-4 также связан с регулированием 

Т-клеточного ответа. Активация TCR индуцирует экс-
прессию CTLA-4, что приводит к ослаблению переда-
чи сигнала TCR. Данный процесс происходит посред-
ством конкуренции с костимулирующей молекулой 
CD28 за лиганды CD80 (B7-1) и CD86 (B7-2), к кото-
рым у CTLA-4 более высокая аффинность по сравне-
нию с CD28 [16]. Отличие заключается в том, что CD28 
активирует Т-клеточный ответ, а CTLA-4 ингибирует. 

Содержащийся во внутриклеточных везикулах CTLA-4 
при активации Т-клетки доставляется в иммунологи-
ческий синапс, при этом скорость доставки коррели-
рует с силой сигнала TCR. В иммунологическом си-
напсе CTLA-4 связывается с CD80 / CD86, тем самым 
вытесняя CD28 (см. рисунок). Таким образом, CTLA-4 
ослабляет опосредованную CD28 позитивную кости-
муляцию, что приводит к снижению активности 
Т-клеток. Для терапии злокачественных опухолей 
МКА против CTLA-4 основными механизмами явля-
ются блокада CTLA-4 и дальнейшее связывание осво-
бодившихся лигандов CD80 / CD86 с CD28, вызываю-
щее активацию Т-клеток. Блокада CTLA-4 приводит 
к экспансии CD8+-Т-клеток в микроокружении опу-
холи, но не во вторичных лимфоидных органах [5]. 
Для монотерапии РЖ / КЭР МКА против CTLA-4 тре-
мелимумабом в качестве 2-й и последующих линий 
объективный ответ был зарегистрирован лишь у 1 из 18 
пациентов, хотя его длительность достигла 32,7 мес. 
В целом монотерапия тремелимумабом оказывает 
большую токсичность и меньшую эффективность, 
чем терапия против PD-1 / PD-L1 [17].

Ингибиторы контрольных точек иммунитета 
в составе комбинированной терапии
Несмотря на значительный прогресс в лечении 

РЖ, достигнутый с помощью монотерапии ингиби-
торами ИКТ, терапевтическая эффективность имму-
нотерапии ограничена вследствие компенсаторной 
активации других сигнальных путей. В настоящее 
время в онкологии наблюдается высокий интерес 
к исследованиям комбинаций ингибиторов ИКТ 
с другими методами лечения для достижения лучше-
го противоопухолевого эффекта. Наиболее активно 
исследуются МКА против PD-1 / PD-L1 в комбинации 
с химиотерапией, антиангиогенной терапией, МКА 
против CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 
protein 4), LAG-3 (Lymphocyte-activation gene 3), IDO 
(Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase).

В исследовании CheckMate 032 изучена комби-
нированная терапия МКА против PD-1 и CTLA-4 
в качестве 2-й и последующих линий терапии 
РЖ / КЭР поздних стадий (см. таблицу). В этом ис-
следовании пациенты делились на 3 когорты в за-
висимости от получаемой терапии: 1) ниволумаб 
(анти-PD-1) (3 мг / кг); 2) ниволумаб (1 мг / кг) + ипи-
лимумаб (анти-CTLA-4) (3 мг / кг); 3) ниволумаб 
(3 мг / кг) + ипилимумаб (1 мг / кг). Комбинированная 
терапия не показала обнадеживающих результатов 
в сравнении с монотерапией ниволумабом, посколь-
ку медиана выживаемости в 1-й когорте составляла 6,2, 
во 2-й – 6,9, а в 3-й – 4,8 мес. Эти данные ставят под со-
мнение целесообразность применения комбинирован-
ной терапии ниволумаб + ипилимумаб у предлеченных 
пациентов с РЖ / КЭР [18].
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Проводится множество исследований ингибиторов 
ИКТ в сочетании с химиотерапией. Например, во 2-й 
когорте исследования KEYNOTE-059  25 пациентов 
с HER2– РЖ / КЭР поздних стадий получали лечение 
пембролизумабом в комбинации с химиотерапией 
5-ФУ / цисплатином в качестве 1-й линии (см. табли-
цу). Частота объективного ответа составляла 69 % 
у PD-L1+, 38 % у PD-L1–, медиана выживаемости до-
стигла 13,8 мес. Однако не совсем ясен механизм вза-
имодействия ингибиторов ИКТ и химиотерапевтиче-
ских препаратов, что является предметом дальнейших 
исследований [14].

В последнее время исследуются схемы комбини-
рованной терапии ингибиторами ИКТ и антиангио-
генными препаратами, поскольку неоангиогенез игра-
ет важную роль в развитии опухолей, и ингибирование 
разных сигнальных путей может дать синергетический 
эффект. Среди антиангиогенных препаратов наиболее 
активно исследуются МКА против VEGF / VEGFR. 
Исследование 1-й фазы KEYNOTE-098, в котором 
изучали комбинации пембролизумаба (анти-PD-1) 
с рамуцирумабом (анти-VEGFR2), не привело к об-
надеживающим результатам, так как при применении 
в качестве 2-й и последующих линий медиана выжи-
ваемости достигла 6,2 мес (см. таблицу) [19].

Несмотря на множество положительных резуль-
татов, у комбинированной терапии, включающей 
ингибиторы ИКТ, имеются и минусы, среди которых 

повышение риска возникновения иммуноопосредо-
ванных нежелательных явлений и токсичности ком-
бинированной терапии, что существенно ограничи-
вает ее применение [20].

Дополнительные контрольные точки иммунитета
Помимо PD-1 / PD-L1 и CTLA-4 на регуляцию 

Т-клеточного ответа оказывают влияние множество 
молекул, подразделяющихся на 2 группы: 1) кости-
муляторы OX40, GITR, 4-1BB, CD40, CD27 и ICOS; 
2) коингибиторы LAG3, TIM3, TIGIT и VISTA. Эти 
белки входят в суперсемейства иммуноглобулина 
и фактора некроза опухоли [5]. Механизм их действия 
не до конца ясен, а терапевтический потенциал 
на данный момент активно изучается. Проводятся 
клинические исследования комбинированной тера-
пии РЖ антителами против LAG-3 (Lymphocyte-
activation gene 3) с блокаторами PD-1, CTLA-4. До-
полнительным способом усилить противоопухолевый 
ответ является комбинация ингибиторов ИКТ с ан-
тителами-агонистами, активирующими костимуля-
торные рецепторы на поверхности Т-клеток. Например, 
исследуется комбинация ниволумаба с антителом-а-
гонистом GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related 
protein) для лечения РЖ поздних стадий [21]. Для 
дальнейшего улучшения эффективности терапии 
позднего РЖ существует необходимость более глубо-
кого исследования ИКТ.

Механизм взаимодействия рецепторов PD-1 и CTLA-4 со своими лигандами. Взаимодействие PD-1 с PD-L1 и PD-L2 активирует тирозин-фос-
фатазу SHP2, которая ингибирует сигнальный путь PI3K/Akt и передачу сигналов Т-клеточного рецептора (TCR). CTLA-4 вытесняет CD28  
и связывается с лигандами CD80 и CD86, что приводит к снижению активности Т-клеток. Ингибиторы контрольных точек иммунитета, 
связываясь с рецептором или лигандом, препятствуют взаимодействию рецептор–лиганд и этим способствуют усилению Т-клеточного им-
мунного ответа. АПК – антигенпрезентирующая клетка 

The mechanism of PD-1 and CTLA-4 receptor interaction with their ligands. The interaction of PD-1 with PD-L1 and PD-L2 activates SHP2 tyrosine 
phosphatase, which inhibits the PI3K/Akt signaling pathway and T cell receptor (TCR) signaling. CTLA-4 displaces CD28 and binds with CD80 and 
CD86 ligands, resulting in decreased T-cell activity. Immune checkpoint inhibitors bind to the receptor or ligand and block the receptor-ligand interaction, 
that contribute to the enhancing of the T-cell immune response. APC – antigen-presenting cell
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Ингибиторы ИКТ являются одним из многообе-
щающих открытий последних лет в терапии онколо-
гических заболеваний. В целом они показали свою 
эффективность лечения РЖ / КЭР. В настоящее время 
проводится большое количество исследований инги-
биторов ИКТ в качестве терапии РЖ. Среди наиболее 
перспективных выделяют их комбинации с таргетны-
ми препаратами и химиотерапией. К сожалению, в си-
лу многих обстоятельств терапия ингибиторами ИКТ 
не имеет клинического эффекта у большого числа 
пациентов с РЖ / КЭР. В связи с этим иммунотерапию 
необходимо назначать пациентам, отобранным с уче-
том различных свойств опухоли.

Биомаркеры эффективности блокаторов иммунных 
контрольных точек при раке желудка
Злокачественные новообразования желудка име-

ют разные гистологические и молекулярные харак-
теристики, которые могут определять эффективность 
ответа на терапию ингибиторами ИКТ. Исследование 
этих характеристик необходимо для более широкого 
внедрения иммунотерапии.

Экспрессия PD-L1 является одним из самых иссле-
дуемых предиктивных биомаркеров ответа пациента 
на лечение блокаторами PD-1 / PD-L1. PD-L1 экспрес-
сируется примерно в 30 % случаев РЖ и КЭР, но не экс-
прессируется в ткани желудка в норме [22]. Было обна-
ружено, что экспрессия PD-L1 коррелирует с глубиной 
инвазии опухоли, размером опухоли, метастазирова-
нием в лимфоузлы и отдаленные органы, наличием 
в опухоли вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ), микросател-
литной нестабильности. Оценку экспрессии PD-L1 
на опухолевых клетках осуществляют при помощи та-
ких методов, как иммуногистохимия, проточная цито-
метрия и полимеразная цепная реакция в реальном 
времени [23]. Как правило, используют метод иммуно-
гистохимии, применяя антитела против PD-L1 с окра-
шиванием мембран как опухолевых, так и иммунных 
клеток. При этом экспрессия PD-L1 определяется 
при помощи комбинированного положительного бал-
ла (CPS), который является отношением количества 
клеток опухоли, лимфоцитов и макрофагов с экспрес-
сией PD-L1 к общему числу опухолевых клеток, выра-
женному в процентах [24]. В разных исследованиях 
минимальный порог комбинированного положитель-
ного балла варьирует от >1 до >50 %. У опухолей с экс-
прессией PD-L1 частота объективного ответа значи-
тельно выше, чем у опухолей без экспрессии PD-L1. 
Например, в 1-й когорте исследования KEYNOTE-059 
частота объективного ответа была 16 % у опухолей 
PD-L1+ и 6 % у PD-L1– [10]. Поскольку на сегодняшний 
день данные об экспрессии PD-L1 в качестве предик-
тивного маркера эффективности иммунотерапии про-
тиворечивы, существует необходимость в исследовании 
дополнительных предиктивных биомаркеров.

В 2014 г. исследователями The Cancer Genome 
Atlas (TCGA) были определены 4 подтипа РЖ и КЭР, 
связанных с молекулярными особенностями опухоли. 
Исследование проводили на 295 образцах РЖ и КЭР, 
используя различные геномные и молекулярные ме-
тоды. На основании этих данных выделены следу-
ющие подтипы: опухоли, ассоциированные с ВЭБ+, 
опухоли с микросателлитной нестабильностью (MSI); 
опухоли без геномной нестабильности и опухоли 
с хромосомной нестабильностью [25].

В свою очередь, The Asian Cancer Research Group 
разработала альтернативную классификацию, в ко-
торой также выделяют 4 подтипа РЖ: опухоли с MSI, 
опухоли без MSI и без мутации в TP53 (MSS / TP53 –), 
опухоли без MSI, содержащие клетки в состоянии 
эпителиально-мезенхимальной трансформации (EMT / 
 MSS); опухоли без MSI, c инактивирующей мутаци-
ей в TP53 (MSS / TP53+) [26].

Вышеуказанные классификации могут использо-
ваться при прогнозировании эффективности имму-
нотерапии РЖ ингибиторами ИКТ. Более чувствитель-
ны к терапии PD-1 / PD-L1-блокаторами опухоли, 
ассоциированные с ВЭБ-инфекцией, и РЖ с MSI, 
присутствующий в обеих классификациях [27].

Примерно 10 % случаев РЖ ассоциировано 
с ВЭБ-инфекцией. При этом подтипе РЖ выявлены 
выраженная лимфоидная инфильтрация стромы и вы-
сокая плотность опухолеинфильтрирующих лимфо-
цитов. РЖ, ассоциированный с ВЭБ+, с высокой ча-
стотой случаев возникает на слизистой оболочке дна 
и тела желудка. При ВЭБ-подтипе РЖ индуцируются 
T-клеточный ответ и повышение экспрессии PD-L1 
и -L2, прогноз для данного подтипа РЖ благоприят-
нее, чем для остальных подтипов РЖ [28].

Также одним из потенциальных маркеров является 
MSI. Она обнаруживается примерно в 25 % случаев РЖ. 
MSI возникает из-за мутаций в генах системы репарации 
неспаренных оснований, таких как MLH1, MSH2, MSH6 
или PMS2 [29]. В результате в опухоли накапливается 
на порядок больше соматических мутаций в отличие 
от опухолей с неизмененной системой репарации. Это 
приводит к образованию неоантигенов на поверхности 
опухолевой клетки, что является причиной повышенной 
иммуногенности. Также в опухолях с MSI наблюдается 
большее количество опухолеинфильтрирующих лим-
фоцитов. В исследовании KEYNOTE-059 было обна-
ружено, что в РЖ с MSI повышена экспрессия PD-L1, 
а ответ на терапию PD-1-ингибиторами был лучше, 
чем РЖ без MSI [10].

В РЖ с хромосомной нестабильностью или с геном-
ной стабильностью, в совокупности составляющих  
приблизительно 65 % всех случаев РЖ, гиперэкспрессия 
PD-L1 не обнаружена, более того, наблюдается низ - 
кая частота объективного ответа на терапию PD-1 /  
PD-L1-ингибиторами.
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Помимо экспрессии PD-L1, маркером эффек-
тивности иммунотерапии может быть профиль экс-
прессии генов, связанных с иммунным ответом. По-
скольку IFN-γ является ключевым цитокином, 
вырабатываемым активированными T-клетками, 
была исследована экспрессия генов, ассоциирован-
ных с его сигнальным путем, в 9 типах солидных 
опухолей. В результате обнаружен IFN-γ-ассоцииро-
ванный профиль экспрессии 10 генов (IFNG, STAT1, 
CCR5, CXCL9, CXCL10, CXCL11, IDO1, PRF1, GZMA, 
MHCII HLA-DRA), повышенная экспрессия которых 
ассоциирована c увеличением частоты объективного 
ответа на ингибирование PD-1 [30]. Также в ис-
следовании KEYNOTE-028 изучали корреляцию 
 эффективности применения пембролизумаба в со-
ответствии с профилем экспрессии 18 генов T-cell – 
inflamed 20 типов солидных опухолей. В этот профиль 
входят гены, связанные с цитолитической активно-
стью, презентацией антигенов, провоспалительные 
цитокины, маркеры Т-клеток, иммуномодуляторные 
факторы. Наблюдалась повышенная частота объек-
тивного ответа при высоком уровне экспрессии от-
дельных генов, включая PD-L1 [31].

Мутационная нагрузка опухоли потенциально 
может быть маркером чувствительности к ингибито-
рам ИКТ. Опухоли с соматическими мутациями в ге-
нах репарации ДНК имеют более высокую мутаци-
онную нагрузку по сравнению с «диким» типом, 
что влечет за собой возникновение неоантигенов 
и усиленный иммунный ответ [32]. Исследование 
мутационной нагрузки опухоли проводят методом 
массового параллельного секвенирования, подраз-
деляя ее на 3 группы: низкая (1–5 мутаций на 1 млн 
пар оснований), средняя (6–19 мутаций на 1 млн пар 
оснований), высокая (>20 мутаций на 1 млн пар ос-
нований) [33]. В опухолях желудка выделяют 5 наи-
более часто мутирующих генов: TP53 (59,09 %), DRD2 
(14,29 %), CDH1 (13,64 %), AKAP9 (14,93 %), ATM 
(11,69 %), также показана высокая корреляция меж-
ду мутациями в гене TP53 и мутационной нагрузкой 
опухоли [32]. Среди множества типов опухолей более 
высокая частота объективного ответа на терапию ан-
тителами против PD-1 / PD-L1 наблюдается у опухо-
лей с высокой мутационной нагрузкой [34]. Одним 
из факторов возникновения РЖ является Helicobacter 
pylori, вызывающая хроническое воспаление слизи-
стой оболочки желудка. Инфицированные H. pylori 
в 1–3 % случаев заболевают РЖ. Показано, что  
H. pylori участвует в активации костимуляторных мо-
лекул CD80 / CD86 в эпителиальных клетках желудка, 
вследствие чего индуцируется T-клеточный ответ. 
В опухолях, ассоциированных с H. pylori, повышена 
экспрессия PD-L1, что может указывать на потенци-
альную эффективность применения ингибиторов 
PD-1 / PD-L1 [35].

Существуют предиктивные маркеры, не относя-
щиеся непосредственно к опухоли. Одним из них яв-
ляется микробиом кишечника. Показано, что у больных 
меланомой с превалированием бактерий Ruminococca-
ceae и Faecalibacterium в составе микробиома кишеч-
ника повышены противоопухолевый иммунный ответ 
и эффективность иммунотерапии, что выражается 
в увеличении ОВ. С другой стороны, при повышен-
ном количестве бактерий порядка Bacteroidales на-
блюдается снижение противоопухолевого иммунитета. 
В последнее время активно исследуется возможность 
модулировать противоопухолевую эффективность 
ингибиторов ИКТ посредством изменения состава 
микробиома кишечника [36].

Нежелательные явления
Несмотря на преимущества терапии ингибито-

рами ИКТ, она обладает рядом недостатков. Одним 
из них выступает наличие серьезных нежелательных 
явлений. Самые частые нежелательные явления, свя-
занные с лечением ИКТ: усталость, скелетно-мышеч-
ные боли, снижение аппетита, зуд, диарея, тошнота 
и сыпь. Частота встречаемости серьезных нежела-
тельных явлений при применении монотерапии ин-
гибиторов PD-1 / PD-L1 у пациентов с РЖ и КЭР 
колеблется от 10 до 20 %, при этом наиболее часто 
встречаются усталость, анемия, повышение уровня 
аспартат- и аланинаминотрансферазы [21].

Так как терапия ингибиторами ИКТ направлена 
на механизмы, препятствующие поражению соб-
ственных тканей иммунной системой, возникают 
иммуноопосредованные нежелательные явления, 
которые могут поражать ткани почек, сердца, желу-
дочно-кишечного тракта, печени, легких, кожи, эн-
докринных желез [37]. В клинических исследова ниях 
у пациентов с РЖ и КЭР наиболее частыми серьез-
ными иммуноопосредованными нежелательными 
явлениями были колит и пневмонит. При терапии 
антителами против CTLA-4 и комбинированной те-
рапии частота нежелательных явлений выше в срав-
нении с монотерапией антителами против PD / PD-L1 
[38]. У небольшого числа пациентов нежелательные 
явления приводили к длительным осложнениям и да-
же летальному исходу.

Заключение
Ингибиторы ИКТ являются важным достижени-

ем последних лет в противоопухолевой терапии. Те-
рапия некоторых злокачественных новообразований 
ингибиторами ИКТ показывает обнадеживающие 
результаты, значительно улучшая прогноз пациентов. 
Ингибирование ИКТ в качестве терапии РЖ поздних 
стадий целесообразно, поскольку зачастую РЖ резистен-
тен к химиотерапии. В числе применяемых ингибиторов 
ИКТ значится пембролизумаб, который одобрен FDA 
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в 2017 г. по результатам исследования KEYNOTE-059 
в качестве 3-й линии терапии метастатического РЖ / КЭР 
с экспрессией PD-L1. Также с участием пациентов, боль-
ных РЖ, проводится большое количество клинических 
исследований других схем терапии, включающих инги-
биторы ИКТ. Среди наиболее перспективных выделяют 
их комбинации с таргетными препаратами и химиоте-
рапией. Вместе с тем необходим поиск различных био-
маркеров эффективности ингибиторов ИКТ для дости-
жения лучших результатов лечения. Помимо экспрессии 

PD-L1 и MSI имеется множество других перспективных 
биомаркеров, среди которых можно выделить профиль 
экспрессии генов и мутационную нагрузку опухоли, со-
став микробиома кишечника. Отдельно стоит отметить 
микробиом кишечника, так как изменение его состава 
может привести к повышению эффективности иммуно-
терапии. Более того, большого внимания заслуживает 
микроокружение опухоли, поскольку оно оказывает 
значительное влияние на противоопухолевый иммунный 
ответ.
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микроСателлитная неСтаБилЬноСтЬ  
и карЦинома ЖелУдка. оБЗор литератУры

д. л. ротин, о. в. Паклина, и. о. тинькова, д. н. Греков
ГБУЗ «Городская клиническая больница им. С. П. Боткина Департамента здравоохранения г. Москвы»;  

Россия, 125284 Москва, 2-й Боткинский проезд, 5

Контакты: Ирина Олеговна Тинькова tinkovairen74@yandex.ru

Рак желудка (РЖ) – широко распространенная злокачественная опухоль с плохим прогнозом. Последние исследования харак-
теристик генома позволяют рассматривать РЖ как гетерогенное заболевание, представленное различными биологическими 
подтипами, каждый из которых имеет свои специфические свойства и признаки с различным прогнозом. Микросателлитная 
нестабильность (МСН) – эпигенетическое молекулярное нарушение, известное во многих опухолях. Роль МСН в РЖ, как про-
гностическая, так и предиктивная, не вполне ясна. Частая встречаемость (от 10 до 22 %) РЖ с МСН требует более ин-
тенсивного изучения ее роли в данной опухоли. Данный обзор посвящен современным данным литературы, касающимся кли-
нических, морфологических, прогностических и предиктивных свойств МСН в РЖ.

Ключевые слова: рак желудка, микросателлитная нестабильность, прогноз, предиктивный фактор
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MICRoSaTEllITE INSTaBIlITy aNd GaSTRIC CaRCINoMa. REVIEw oF ThElITERaTuRE

D. L. Rotin, O. V. Paklina, I. O. Tin’kova, D. N. Grekov

S. P. Botkin City Clinical Hospital; 5 Second Botkinskyi Proyezd, Moscow 125284, Russia

Carcinoma of the stomach is wide spread malignancy with the poor prognosis. Recent investigations of the genome features let to consider 
this tumor as heterogeneous lesion, presenting different biological subtypes. Each of those subtypes has its own definitive characteristics 
including difference in prognosis. Microsatellite instability (MSI) – epigenetic molecular abnormality known in many tumors. The role 
of MSI in the carcinoma of stomach, prognostic as well predictive, is still not clear. High incidence (10 up to 22 %) of MSI in carcinoma 
of stomach requires performing more extensive studying of this malignancy. The present review is dedicated to recent data of the literature, 
concerning clinical, morphological, prognostic and predictive features of MSI in the carcinoma of stomach.
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Введение
Рак желудка (РЖ) – одна из распространенных 

опухолей в мире, занимающая 3-е место среди онко-
логических причин смерти [1]. Введение таргетных 
препаратов немного повысило общую выживаемость, 
но прогноз существенно не улучшило [2–4]. Совре-
менный взгляд в онкологии предполагает зависи-
мость прогноза не только от клинической стадии, 
но и от молекулярных и морфологических признаков 
опухоли [5, 6]. Было проведено 2 подробных иссле-
дования геномных характеристик РЖ: Cancer Genome 
Atlas (TCGA) и Asian Cancer Research Group (ACRG) 
[5, 6]. Результаты этих работ доказывают, что РЖ – 
гетерогенное заболевание. В соответствии с геном-
ными характеристиками TCGA РЖ подразделяют 
на 4 подгруппы: 1) ВЭБ-положительные опухоли 
(вирус Эпштейна–Барр); 2) высокомикросателлитно-не-
стабильные; 3) опухоли со стабильным геномом (GS); 

4) опухоли с хромосомной нестабильностью [5, 6]. 
Подгруппа высокомикросателлитно-нестабильных 
опухолей выделена в отдельный вариант РЖ в клас-
сификациях обоих исследований, однако эпидемио-
логические данные есть лишь в результатах TCGA 
(22 % случаев РЖ) [5, 6].

Микросателлиты – короткие повторяющиеся 
последовательности ДНК, распределенные в случай-
ном порядке по всему геному [5, 7, 8]. Дефицит си-
стемы репарации парных оснований (СРПО) обычно 
вызван герминогенными мутациями или спорадиче-
ским эпигенетическим выключением, которое ведет 
к внедрениям и / или делециям нуклеотидов в микро-
сателлитных областях в процессе репликации ДНК. 
Данный феномен известен как микросателлитная 
нестабильность (МСН) [9–11] и относительно хоро-
шо изучен в прогностическом и предиктивном отно-
шении в колоректальном раке [9, 11–16]. Однако 
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связь между МСН и клинико-морфологическими 
свойствами РЖ остается неясной [17–20].

Имеется гипотеза о возможности воздействия 
на изменения в системе репарации ингибиторами 
иммунных контрольных точек, что объясняют кор-
реляцией между МСН и экспрессией PD-L1 [21–24]. 
Необходимо более глубокое изучение прогностиче-
ской и предиктивной роли МСН при РЖ, что создаст 
основу для лечения таких пациентов.

Микросателлитная нестабильность  
и система репарации парных нуклеотидов
Микросателлиты разбросаны между различными 

регионами генома, они полиморфны внутри популя-
ции, но стабильны у каждого конкретного индивида 
[25]. СРПО состоит из нескольких белков – продук-
тов генов hMLH1, hMSH2, hMSH6 и hPMS2, контро-
лирующих правильную репликацию ДНК.

Система репарации парных оснований опреде-
ляет и корректирует разные ошибки репарации – 
нарушение парности оснований, включения, делеции 
и т. п. [26–28]. Гетеродимерный белковый комплекс 
в составе hMSH2 / hMSH6 и hMSH2 / hMSH3 отвечает 
за начальное распознавание ошибок репликации. 
Далее комплекс hMLH1 / hPMS2 удаляет отдельные 
непарные нуклеотиды или целые фрагменты, восста-
навливая ДНК [28]. Инактивация белков СРПО мо-
жет быть вызвана рядом причин. Наиболее частые 
из них – это мутации в кодирующем регионе, мети-
лирование промотора, реаранжировка хромосом с по-
терей гетерозиготности [28–30]. РЖ с МСН может 
быть спорадическим или проявлением синдрома Лин-
ча [11, 29, 30]. Последний связан с аутосомно доми-
нантными мутациями в генах СРПО (чаще hMLH1, 
hMSH2, реже hPMS2, hMSH6) [30]. Кроме того, деле-
ции гена EPCAM, запускающего MSH2, могут вызвать 
синдром Линча путем эпигенетического выключения 
MSH2 [31]. Пациенты с синдромом Линча имеют 
более высокую предрасположенность к развитию 
колоректального рака (КРР), рака эндометрия, яич-
ников, желудка и других органов в молодом возрасте 
[28–30]. Предполагают связь развития РЖ с мутаци-
ями MSH6 [31]. Сообщают, что более 50 % случаев 
МСН РЖ связаны с эпигенетическим гиперметили-
рованием промотора hMLH, а 12–15 % случаев – с му-
тациями hMLH1и hMSH2 [32]. Оставшиеся 30–40 % слу-
чаев РЖ с МСН, вероятно, связаны с неизвестным 
пока путем инактивации экспрессии генов [32]. На-
рушение функции белков СРПО ведет к большому 
количеству мутаций – точечных и сдвига считывания 
в ключевых онкогенах и супрессорах. Мутации в ге-
нах, ответственных за регуляцию клеточного цикла 
и апоптоз (TGFβ RII, IGFIIR, TCF4, BAX и др.), или ге-
нов, ответственных за поддержание генома (hMSH6, 
hMSH3, MED1 и др.), также связаны с РЖ с МСН [11]. 

Повышенная экспрессия компонентов митотическо-
го пути AURKA, E2F, FOXM1, PLK1 и «мишеней» 
активации гена MYC обнаруживаются в РЖ с МСН 
[5]. Инактивация генов СРПО сама по себе не явля-
ется трансформирующим событием. Необходимы 
дополнительные генетические изменения, опреде-
ляющие прогрессию новообразования. Установлено, 
что карциномы с МСН связаны со 100- и 1000-крат-
но увеличенным уровнем мутаций по сравнению 
с микросателлитно-стабильными опухолями [11, 29, 
30, 33].

Диагностика микросателлитной нестабильности
Открытие прогностической и предиктивной роли 

МСН в ряде опухолей привело к необходимости опре-
деления данного молекулярного нарушения [32]. Для 
определения МСН-статуса требуется чувствительный, 
быстрый и недорогой метод [30–32]. В настоящее 
время для тестирования МСН применяются:

1. Полимеразная цепная реакция (ПЦР) амплифи-
кации микросателлитных последовательностей.

2. Иммуногистохимическое (ИГХ) окрашивание 
для определения экспрессии белков СРПО.

3. Секвенирование нового поколения (СНП) для 
определения МСН.
оценка мСн путем ПЦр. Метод ПЦР со специ-

фическими праймерами позволяет определить ампли-
фикационный профиль [30, 34]. МСН представляет 
собой сдвиг в ферограмме 1 и более микросателлитов 
при сравнении аллелей в опухолевой и нормальной 
ткани. Национальным институтом онкологии (США) 
в качестве «золотого стандарта» рекомендована так 
называемая Бетесда-панель [7]. Она состоит из 5 мар-
керов, специфичных для 2 мононуклеотидных 
(BAT-25, BAT-26) и 3 динуклеотидных локусов (D2S123, 
D5S346, D17S250) [7, 29]. При использовании флуо-
ресцентной ПЦР данные регионы параллельно ам-
плифицируются с последующей оценкой с помощью 
капиллярного электрофореза [34]. На основании 
сравнения опухоле вой ткани с нормальной возможны 
3 варианта. Высокая МСН (В-МСН-статус) – сдвиг 
в ≥2 из 5 микро сателлитных локусов, низкая МСН 
(Н-МСН-статус) – сдвиг в 1 локусе и микросателлитно- 
стабильный статус (МСС-статус) [7, 30, 34]. Динуклео-
тидные маркеры менее чувствительны и специфичны, 
чем мононуклетиды [35]. Кроме того, мононуклеоти-
ды квазимономорфны, т. е. не надо тестировать соот-
ветствующую нормальную ДНК [7]. В связи с огра-
ничениями Бетесда-панели компания Promega Co. 
предложила свою коммерческую панель. Она пред-
ставлена мононуклеотидными маркерами (NR-21, 
NR-24, MONO-27), заменившими динуклеотиды па-
нели Бетесда [7, 35]. Важным достоинством панели 
Promega Co. является ее способность переводить 
спорные случаи с Н-МСН в МСС или В-МСН [7, 35].
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оценка мСн методом иГХ. Иммуногистохимия 
определяет экспрессию белков СРПО. Сравнение 
их конкордантности при определении МСН показы-
вает близость результатов ИГХ и ПЦР (>90 %) [8]. 
Отсутствие ИГХ-экспрессии 1 или пары белков пред-
полагает дефект в СРПО. Результаты ИГХ могут быть 
косвенным доказательством МСН. Белки hMLH1и 
hMSH2 стабильны без своих димерных партнеров 
hPMS2 и hMSH6 соответственно, но hPMS2 и hMSH6 
нестабильны без своей пары (hMLH1 и hMSH2), т. е. 
мутации в генах hPMS2 и hMSH6 вызывают поте-
рю экспрессии 1 пораженного белка, а в hMLH1 
и hMSH2 – пары сопряженных белков [8, 22, 28, 30]. 
ИГХ позволяет определить дефектный ген СРПО, 
помогая в дальнейшем генетическом анализе [30, 34]. 
Однако при ИГХ-анализе возможны ложноположи-
тельные результаты в случае тех редких точечных 
мутаций, когда происходит синтез белков с нормаль-
ными антигенными свойствами, но без ферментной 
активности. В этих случаях ПЦР поможет определить 
функциональный статус белков СРПО [7, 11].

Сравнение между методами иГХ и ПЦр в тести-
ровании мСн. При выявлении статуса СРПО методы 
ПЦР и ИГХ-анализа неоднократно сравнивали [7, 8, 
36]. Многие исследования выявили корреляцию меж-
ду ними [7, 36]. В отдельных работах отмечено рас-
хождение в оценках МСН и СРПО, но конкордант-
ность между ИГХ-экспрессией и МСН была высокой 
[20]. Исследователи объясняют это разницей в оцен-
ке ИГХ-метода и гетерогенностью экспрессии. В ка-
честве других причин называют синтез нормально 
транслируемых, но не функционирующих белков 
СРПО в результате мутаций в гене MLH1 и редкие 
геномные дефекты при МСН с интактной СРПО [20]. 
Важное преимущество ИГХ – ее интеграция в рутин-
ную патоморфологическую практику. Второе важное 
достоинство ИГХ – определение гена для дальней-
шего молекулярного анализа, что особенно важно при 
подозрении на наследственный синдром [30, 36]. Для 
ИГХ требуется только опухолевая ткань, а для ПЦР – 
еще и нормальная [7]. Однако ПЦР определяет МСН 
напрямую, а ИГХ в 5–11 % РЖ с МСН не выявляет 
потерю экспрессии белка СРПО, имеющего нормаль-
ный антиген при нефункционирующем белке. В этой 
ситуации лишь при помощи ПЦР можно поставить 
правильный диагноз [20, 34, 36].

оценка мСн путем СнП. Лаборатории разных 
стран начали использовать для диагностики МСН 
новый метод – секвенирование [37–39]. В большин-
стве случаев определение МСН при помощи СНП 
нуждается в опухолевой и нормальной ткани [38, 39]. 
Предложена коммерческая СНП-панель для опреде-
ления МСН [37], преимуществом которой является 
отсутствие необходимости в нормальной ткани. 
СНП-метод покрывает широкий спектр микросател-

литных локусов, а не ограничен пятью областями, 
как при ПЦР [37]. Недостатками данного метода 
остаются высокая стоимость и потребность в продол-
жительном времени по сравнению с ПЦР и ИГХ 
для определения МСН-статуса.

клинико-морфологическая характеристика рака 
желудка с высокой микросателлитной нестабильностью. 
Наиболее высокая частота РЖ в мире отмечена в ази-
атской популяции [1]. Это позволило ожидать наи-
более полные данные о клинико-морфологических 
свойствах МСН РЖ в работах из стран Азии [40–43]. 
Однако В-МСН РЖ в азиатской популяции встреча-
ется реже 10 % случаев РЖ, что ниже встречаемости 
МСН РЖ в Западных странах [17, 5, 40, 44]. Иссле-
дование TCGA представило комплексную молеку-
лярную характеристику РЖ на основании изучения 
данных пациентов западной популяции. В результа-
те предложена принципиально новая классификация, 
где все случаи РЖ разделены на 4 подтипа [5]. В част-
ности, РЖ с МСН характеризуется высокой частотой 
мутаций в генах, кодирующих белки, имеющих отноше-
ние к «ключевым точкам» сигнальных путей (PIK3CA, 
ERBB, EGFR и т. д.) [5]. Наличие подобных изменений 
и метилирования промотора hMLH1 описано для 
других карцином (толстой кишки, молочной железы) 
[45, 46]. Мутации гена BRAFV600E, характерные для 
спорадического рака толстой кишки, в РЖ с МСН не об-
наружены [45]. Относительно признаков, присущих РЖ 
с МСН, были выявлены:

• взаимосвязь опухоли со старшим возрастом па-
циентов (65 лет и старше);

• преобладание пациентов женского пола;
• изначальное возникновение опухоли в дисталь-

ных отделах желудка;
• кишечный (интестинальный) морфологический 

тип (по Lauren);
• частая встречаемость у пациентов с синхронным 

РЖ (а не одиночной опухолью) [47].
Взаимосвязь между началом заболевания в стар-

шем возрасте и МСН-фенотипом РЖ отмечена в ря-
де работ [17, 40, 42, 44, 48]. Метилирование и потеря 
экспрессии гена hMLH1 связаны с процессами ста-
рения [49]. Метилирование hMLH1 – главная при-
чина спорадического РЖ с МСН, что объясняет связь 
с возрастом пациентов процессами старения [29, 30]. 
Данная подгруппа РЖ имеет специфический морфо-
фенотип – медуллярный или лимфоплазмоцитарный 
рак [44]. МСН РЖ имеет множество плеоморфных 
клеток, окруженных стромой с выраженным воспа-
лением и диффузной ИГХ-экспрессией лигандов 
иммунных ключевых точек [17, 44]. Ряд авторов от-
мечают корреляцию между кишечным гистотипом 
РЖ и МСН. Сообщают, что плохо соединяющиеся 
(«poorlycohesive») между собой опухолевые клетки 
и диффузный вариант РЖ крайне редки при РЖ 
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с МСН. Вышеуказанные данные не всегда статисти-
чески достоверны, что связано с малым количеством 
наблюдений [17, 41, 48]. Некоторые авторы не обна-
руживают взаимосвязи между МСН и вариантом РЖ 
[17, 44]. Общая выживаемость (ОВ) пациентов РЖ 
с МСН значительно лучше, чем при МСС РЖ. Име-
ется предположение, что более благоприятный про-
гноз МСН РЖ связан с более ранней стадией TNM 
на момент постановки диагноза (стадии I–II), редким 
поражением лимфатических узлов и интестинальным 
гистологическим типом по Lauren [17, 44]. Показаны 
увеличение числа опухолеинфильтрирующих лим-
фоцитов (ОИЛ) и гиперэкспрессия лигандов иммун-
ных ключевых точек (PD-L1, LAG-3, IDO, CTLA4) 
в РЖ с МСН [50, 51]. Это и объясняет высокую ча-
стоту мутаций при МСН [21–23]. Опухоли с большим 
количеством мутаций кодируют неоэпитопы, акти-
вируя лимфоциты в опухоли и индуцируя иммунный 
ответ [23, 50]. Активное иммунное микроокружение 
действует против экспрессии иммунных сигналов-ин-
гибиторов и усиливает элиминацию опухоли [21, 22, 
50, 52]. Гиперактивация цитотоксических лимфоци-
тов в опухоли ведет к усилению апоптоза опухолевых 
клеток, улучшая прогноз РЖ с МСН по сравнению 
с МСС [20].

MAGIC – первое проспективное исследование, 
выявившее взаимосвязь между МСН, клиническими 
признаками и выживаемостью при РЖ без метастазов 
[20, 53]. Данное исследование сравнивало только хи-
рургическое лечение и действие пред- и послеопера-
ционной химиотерапии эпирубицином, цисплати-
ном, и 5-фторурацилом в сочетании с операцией при 
РЖ. В сравнении с группами с МСС в подгруппе РЖ 
с МСН коррелировали следующие признаки: женский 
пол, более старший возраст пациента, кишечный тип 
РЖ по Lauren, редкое регионарное метастазирование, 
локализация опухоли в желудке, а не пилорическом 
отделе [20]. Подгруппа больных РЖ с МСН состави-
ла 8,5 % исследованных пациентов [20]. Хотя ни один 
из описанных признаков не имел статистически зна-
чимой разницы в группах РЖ с МСН и без таковой, 
данные исследования MAGIC во многом повторяют 
и подтверждают результаты других основных ретро-
спективных исследований, касающихся РЖ с МСН 
[17, 20, 42, 44].

Выживаемость и ответ на химиотерапию 
при различных стадиях рака желудка 
с микросателлитной нестабильностью
Положительная взаимосвязь МСН РЖ с благо-

приятным прогнозом отмечена в ряде работ [17, 41, 44]. 
Так, K. Polom и соавт. и E.C. Smyth и соавт. в своих 
работах по метаанализу микросателлитной неста-
бильности и общей выживаемости при РЖ обна-
ружили неизменно положительное влияние МСН 

на прогноз заболевания [17, 21]. Интересно, что 4 раз-
личных между собой подгруппы РЖ, полученные 
в исследовании TCGA, имели корреляции с выжива-
емостью [5, 45]. РЖ, связанный с ВЭБ-вирусом, имел 
наилучший прогноз, а геномно-стабильный (ГС) 
подтип – наихудший. Подтипы РЖ с МСН и хромо-
сомной нестабильностью были связаны с худшей ОВ 
по сравнению с ВЭБ, но лучшей по сравнению 
с ГС-подтипом. Результаты во многом обусловлены 
наличием иммунного ответа, что наблюдается в под-
типах с более благоприятным прогнозом. Иммунный 
ответ усиливается при вирусной инфекции (ВЭБ) или 
вследствие высокого уровня мутаций (МСН) и пре-
дотвращает избыточный рост опухолевых клеток, 
способствует их апоптозу, улучшая в итоге ОВ [49]. 
Отмечено положительное действие статуса на выжи-
ваемость – МСС против МСН при II стадии РЖ [49]. 
Анализ исследования MAGIC впервые установил 
положительное прогностическое действие МСН 
в группе оперированных пациентов с РЖ, не полу-
чавших другого лечения (химио- и лучевой терапии) 
[20]. В группе пациентов, леченных только хирурги-
чески, ОВ была лучше у пациентов с РЖ с МСН, 
чем в группах МСС-опухолей [20]. Кроме того, МСН 
имеет позитивное влияние на прогноз, несмотря 
на положительный край резекции (R+ статус) после 
резекции желудка [39].

В ряде исследований определяли прогностиче-
ское значение МСН, но гораздо меньше работ посвя-
щено молекулярным свойствам и ответу на различное 
лечение РЖ с МСН.

Ретроспективные исследования из Азии утвер-
ждали, что для пациентов с РЖ с МСН II и III стадий 
заболевания адъювантная терапия 5-фторурацилом 
бесполезна в отличие от МСС РЖ [18, 19, 43]. Это 
подтверждает MAGIC, где пациентов с МСН РЖ 
лечили при помощи пред- и / или послеоперационной 
химиотерапии. Был отмечен вдвое больший риск 
смерти по сравнению с МСС-группой больных [20]. 
Исследование геномного профайлинга подтвержда-
ет результаты MAGIC и распространяет предиктивное 
значение МСН на метастатический РЖ [54]. В иссле-
довании оценивали метастатический РЖ и рак пи-
щевода, а 3 % исследуемых пациентов были с МСН. 
МСН-опухоли прогрессировали быстрее на фоне 
стандартной цитотоксической терапии с существенно 
худшей безрецидивной выживаемостью по сравне-
нию с МСС РЖ. Пациенты с быстропрогрессирую-
щими опухолями получали анти-PD-1-моноклональ-
ные антитела (МКА) (дурвалумаб, пембролизумаб 
и ниволумаб) в качестве монотерапии или в со-
четании с антителами анти-CTLA4 (ипилимумаб, 
тремелимумаб). Почти 50 % пациентов с выражен-
ным ответом на данное лечение имели высокий 
 уровень мутаций и МСН-статус. Вредный эффект 
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химиотерапевтического лечения, сравнимый с впечат-
ляющими результатами при иммунотерапевтических 
клинических испытаниях, можно объяснить на осно-
вании особенных молекулярных свойств МСН-опу-
холей [5, 21–23, 50]. Авторы MAGIC заостряют вни-
мание на различных исходах заболевания при МСН 
РЖ и КРР по отношению к химиотерапевтическому 
лечению [20]. Для РЖ это был цисплатин, в то время 
как для КРР – оксалиплатин [20]. Действительно, 
имеются данные in vitro о резистентности клеточных 
линий рака толстой кишки и эндометрия с дефици-
том hMLH1 к цисплатину и чувствительности к ок-
салиплатину. Интересная гипотеза на основании 
результатов MAGIC основана на иммунном микро-
окружении новообразования. Опухоли с МСН сопро-
вождаются выраженным иммунным инфильтратом [22, 
23, 50], который, возможно, способен подавлять оста-
точные микрометастазы после хирургического лечения 
[20]. Прием химиотерапевтических препаратов может 
оказывать отрицательный эффект на механизмы им-
мунной защиты, снижая тем самым изначально поло-
жительное влияние МСН-фенотипа на прогноз, а ин-
гибиторы иммунных ключевых точек, напротив, могут 
проявлять синергетическую активность вместе с им-
мунным ответом. Все имеющиеся данные предполага-
ют в будущем отказ от применения ненужной и даже 
вредной химиотерапии у пациентов с РЖ с МСН, если 
вопрос о ее назначении будет основываться на молеку-
лярном исследовании пациента [17–20, 42].

Применение альтернативных лечебных стратегий 
для данного подтипа РЖ, особенно сфокусированное 
на иммунном ответе, может быть значительным ша-
гом на пути к персонифицированному лечению 
и центральной точкой для дальнейших исследований.

Корреляции микросателлитной нестабильности, 
иммунного ответа, ингибиторов ключевых точек 
и их клиническое значение и применение
Таргетная терапия, направленная на иммунные 

ключевые точки МКА, достигла сегодня впечатляю-
щих результатов, являясь перспективной стратегией 
лечения целого ряда злокачественных опухолей [21, 
22]. Среди множества карцином первые корреляции 
между статусом МСН и экспрессией PD-L1 были 
установлены в КРР [33, 59, 51]. Иммунное микро-
окружение в колоректальной карциноме у пациентов 
с МСН представлено массивным инфильтратом с боль-
шим количеством Т-хелперов, цитотоксических лим-
фоцитов и выраженной экспрессией молекул иммунных 
контрольных точек [12, 50, 52]. Эти молекулы – не-
гативные регуляторы иммунной функции Т-клеток. 
Их ингибирование приводит к возрастанию актива-
ции иммунного ответа против опухоли [50]. Все со-
ставляющие МСН РЖ элементы (ОИЛ, строма и ин-
вазивный компонент) экспрессируют эти молекулы 

(CTLA4, PD-1, PD-L1, LAG-3 и IDO) [50, 51]. Микро-
сателлитно-стабильные опухоли и их ОИЛ, напротив, 
экспрессируют очень слабо гены ключевых иммун-
ных точек [5, 23, 50, 52, 55]. Группа рефрактерных 
к лечению пациентов с метастатическим МСН КРР, 
КРР без нарушений в СРПО и МСН-опухолями не-
колоректальной локализации получали пембролизу-
маб – МКА анти-PD-1 [22]. Обнаружено, что МСН – 
статистически достоверный признак ОВ – до 71 % 
в карциномах и 0 % в опухолях без дефекта СРПО. 
Безрецидивная выживаемость составила в этих груп-
пах 78 и 11 % соответственно [22]. Положительная 
мембранная экспрессия PD-L1 обнаружена только 
в карциномах с дефектом СРПО, особенно выражен-
ная на ОИЛ и опухолеассоциированных макрофагах 
опухоли [21, 22].

Исследование под названием KEYNOTE-012 раз-
работано для оценки эффективности пембролизума-
ба в PD-L1 (+) запущенных РЖ. У 22 % пациентов 
наблюдался частичный ответ. Профайлинг генома 
выявил МСН-статус у 17 % из всех больных РЖ, сре-
ди которых частичный ответ был зарегистрирован 
у 50 %. Кроме того, в МСН РЖ ответ наблюдался вне 
зависимости от экспрессии PD-L1 [24]. Эти данные 
являются веским основанием, чтобы сфокусировать-
ся на МСН-статусе как предиктивном биомаркере 
при оценке ответа на иммунотерапию [17, 48, 53].

Пембролизумаб одобрен в 2017 г. в США для ра-
нее леченных пациентов с метастатическим РЖ с экс-
прессией PD-L1 [44]. Регистрация была основана 
на данных исследования KEYNOTE-059, тестировав-
шего пембролизумаб на 259 пациентах с запущенным 
РЖ и раком желудочно-пищеводного соединения 
[37]. Среди них 143 (55 %) имели экспрессию PD-L1. 
Объективный ответ наблюдался у 13,3 % пациентов 
и продолжался от 2,8 до 19,4 мес. [37]. В подгруппе 
пациентов с МСН объективный ответ был более впе-
чатляющим: 57 % пациентов с продолжительностью 
ответа от 5,3 до 14, 1 мес. [43]. Другое большое иссле-
дование CHECKMATE-032 оценивало эффектив-
ность препарата ниволумаб – другого МКА к PD-1 
среди пациентов с метастатическим РЖ без опреде-
ления статуса PD-L1 [55]. Частота ответа среди паци-
ентов, положительно или отрицательно реагирующих 
на PD-L1-терапию, была 18 и 12 % соответственно 
[53]. В другой ветви того же исследования тестиро-
вали комбинацию препаратов: ниволумаб + ипили-
мумаб – МКА к анти-CTLA4. Данная комбинация 
дает дополнительный результат у пациентов, реаги-
рующих положительно на PD-L1-терапию, по срав-
нению с теми, у кого был отрицательный ответ.

Заключение
Несмотря на все усилия, химиотерапия и таргет-

ное лечение не обеспечивают желаемого результата, 
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и прогноз при РЖ остается плохим [1]. В настоящее 
время считается, что ОВ и ответ на терапию зависят 
не только от клинической стадии заболевания, 
но и от молекулярных признаков опухоли [5, 6, 20]. 
Исследование TCGA первым представило классифи-
кацию РЖ, сфокусированную на генетическом про-
филе, определив 4 различных молекулярных подтипа 
РЖ [5]. МСН-тип РЖ вызывает большой интерес 
в связи с особым иммунологическим микроокруже-
нием и ответом на лечение [5, 23, 50, 51]. MAGIC 
и метаанализы ретроспективных исследований по-
зволили рассматривать РЖ с МСН как отдельную 
болезнь, связанную с более пожилым возрастом па-
циента, женским полом, дистальным расположением 
опухоли, множественными опухолевыми очагами 
и кишечным гистотипом опухоли [20, 42, 44, 53]. Эти 
работы позволили оценить прогностическое и пре-
диктивное значение данной молекулярной подгруп-
пы [12, 15]. РЖ с МСН связан с лучшими прогнозом 
и ОВ у пациентов без химиотерапии по сравнению 
с группой МСС. Эта же группа связана с более не-
благоприятным прогнозом при предоперационной 
химиотерапии [20]. Молекулярные данные Memorial 

Sloan Kettering Cancer Center, как и результаты MAGIC, 
подтверждают предиктивное значение МСН-статуса 
и для метастатического поражения при РЖ, поддер-
живая прием ингибиторов ключевых точек при РЖ 
с МСН [53]. Таким образом, вредное действие химио-
терапии вместе с многообещающими результатами 
использования ингибиторов ключевых точек объяс-
няется наличием особенного иммунного микроокру-
жения в МСН-опухолях. РЖ с МСН показывает специ-
фичные только для него клинико-морфологические 
свойства, биологическое поведение и ответ на лечение 
[6, 20–22, 24]. Эти данные предполагают необходимость 
тестирования пациентов с РЖ на МСН на всех стадиях 
заболевания. Дальнейшие проспективные исследования 
с определением генетического профиля РЖ могли бы 
подтвердить ценность уже имеющихся данных. Однако 
значительная доля пациентов с РЖ с МСН не получают 
никакой пользы от иммунотерапии [21, 22, 24]. Следо-
вательно, четко выстроенные клинические испытания 
помогут понять взаимодействие между иммунным ми-
кроокружением и молекулярным профилем опухоли, 
что гарантировало бы максимально оптимальное лече-
ние каждому пациенту с РЖ.
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доФаминерГичеСкая СиСтема:  
СтреСС, деПреССия, рак (чаСтЬ 2)
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Во многих ситуациях в современном мире мы подвержены стрессу. Вместе с тем, если острый стресс может иметь поло-
жительное воздействие на организм, постоянное стрессирование, как правило, наносит вред здоровью, приводя к серьезным 
заболеваниям, в том числе к раку, который считают болезнью старения. Выявлено, что стресс может ускорять опухолевый 
рост, ослаблять противоопухолевый иммунитет и эффективность химиотерапии. Из данных литературы известно, что до-
фамин, недостаток которого играет существенную роль при старении и стрессе, ограничивает развитие опухолей. Роль 
центральных нейрональных процессов с участием дофаминергической системы в механизмах контроля злокачественного 
роста обсуждается в представленном обзоре.

Ключевые слова: дофамин, серотонин, старение, депрессия, стресс, рак
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doPaMINERGIC SySTEM: STRESS, dEPRESSIoN aNd CaNCER (PaRT 2)

O. A. Bocharova1, E. V. Bocharov1, V. G. Kucheryanu2, R. V. Karpova1, A. A. Vershinskaya1

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2Institute of general pathology and pathophysiology; 8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russia

In today’s world, we are constantly exposed to stress. At the same time, if acute stress can have a positive effect on the body, constant stress 
usually harms health, leading to serious diseases, including cancer, which is considered to be age-related disease. It is also known that 
stress can significantly deteriorate the efficacy of chemotherapies and anti-tumour immune response, promote tumor growth and metas-
tasis spreading. Meanwhile dopamin known to be antiaging and antistress agent is able to inhibit tumourgenesis. Therefore the role 
of Central neuronal processes involving the dopaminergic system in the mechanisms of malignant growth control is discussed in the pres-
ent review.

Key words: dopamine, serotonin, aging, depression, stress, cancer

Введение
В 1-й части обзора проведен анализ современной 

научной литературы, посвященной участию катехо-
ламина дофамина (ДА) в механизмах процесса ста-
рения. Вместе с тем обсуждаются молекулярные ме-
ханизмы, лежащие в основе депрессии, объединенные 
моноаминергической, воспалительной, эпигенети-
ческой, нейротрофинной и антиапоптической кон-
цепциями. Обоснование этих гипотез лежит в пло-
скости функций дофаминергической системы.

Дофамин как противоопухолевый агент
Как известно, ДА и серотонин синтезируются 

в центральной нервной системе (ЦНС), желудоч-
но-кишечном тракте (ЖКТ) и мозговом веществе 

надпочечников, где они участвуют в различных про-
цессах [1–6]. Более того, как все чаще отмечается 
в литературе, ДА и серотонин также вовлечены в по-
ведение опухоли, влияя на проли ферацию ее клеток 
и ангиогенез [7–9]. Вместе с тем выявлено, что ДА 
продуцируется различными субпопуляциями лимфо-
цитов и может играть роль в дифференцировке ци-
тотоксических Т-клеток,  контролировать их киллер-
ную активность и участвовать в активной фазе 
иммунного ответа против опухоли [10].

дофамин продуцируется в цитоплазме из амино-
кислоты тирозина с помощью тирозингидроксилазы 
[2]. В крови ~99 % ДА запасается в тромбоцитах [11], 
в плазме ~1 % ДА циркулирует в свободной форме 
и в виде неактивного дофаминсульфата [12]. В ЦНС 
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ДА вовлечен в привилегированные центральные ме-
ханизмы, о чем было сказано ранее. К тому же после 
транспортировки симпатическими нервами и тром-
боцитами он оказывает периферические эффекты 
во всем организме [5]. Помимо собственных функ-
ций, ДА является предшественником адреналина 
и норадреналина в ЦНС и надпочечниках [2]. ДА про-
являет свои функции, связываясь с дофаминовыми 
рецепторами (ДАР). Последние располагаются на кле-
точных мембранах мозга, сердца, почек, коры надпо-
чечников, кровеносных сосудов, окончаний симпати-
ческих нервов, на иммунокомпетентных клетках. 
Существует 2 основные группы ДАР: D1-подобные 
(D1, D5) и D2-подобные (D2, D3, D4). Например, D1 
стимулирует накопление клеточного циклического 
аденозинмонофосфата, тогда как активация D2 по-
давляет его [5].

Дофаминовые транспортеры располагаются 
на плазматической мембране. Они активно транс-
портируют ДА из синаптической щели или крови 
в клетки, где он накапливается или распадается. Эти 
транспортеры образуются в черной субстанции и вен-
трально-тегментальной области мозга, в желудке, 
почках, протоке поджелудочной железы и тромбоци-
тах [13, 14]. ДА разрушается в печени, мозге, почках 
путем сульфоконъюгации, окислительной дезамина-
ции и O-метилирования [2].

Серотонин также известен как 5-гидрокситрип-
тамин (5-НТ), производится в ЦНС и энтерохромаф-
финных клетках ЖКТ. 5-НТ образуется из одной 
аминокислоты L-триптофана с помощью трипто-
фангидроксилазы (ТРГ). Менее 1 % 5-НТ циркули-
рует в свободной форме в крови. Остальной 5-НТ 
запасается в тромбоцитах, пресинаптических нейро-
нах и энтерохромаффинных клетках [4, 11].

Серотонин играет роль во многих физиологиче-
ских процессах. Он модулирует сокращение (двига-
тельную активность) сердца и кишечника, тонус со-
судов и агрегацию тромбоцитов [4, 15]. Рецепторы 
5-НТ располагаются на клеточной мембране и нахо-
дятся в ЦНС, сердце, ЖКТ, в сосудах крови и на 
тромбоцитах. Существует 7 типов рецепторов 5-НТ 
(5-HTR1–7), некоторые из них подразделяются на 
5-HTR1A, 5-HTR1B и т. д. Активация 5-HTR1 и -5 по-
давляет внутриклеточную аккумуляцию циклическо-
го аденозинмонофосфата, а активация 5-НТR4 и -7 
стимулирует ее. Активация 5-НТR2 индуцирует вы-
свобождение внутриклеточного кальция, а активация 
5-НТR3 стимулирует катионные каналы Na+ / K+, при-
водя к мембранной деполяризации. Переносчики 
5-НТ располагаются на плазматической мембране. 
Они активно переносят 5-НТ, например, из просвета 
кишечника и крови внутрь клеток [4]. Переносчики 
5-НТ находятся в мозге, сердце, ЖКТ, надпочечни-
ках, кровеносных сосудах и на тромбоцитах [13, 16]. 

5-НТ разрушается в клетках мозга, ЖКТ, печени, 
легких и тромбоцитах с помощью моноаминоксидаз 
и после выделяется почками в виде 5-гидроксииндо-
луксусной кислоты (5-HIAA) [4].

тромбоциты запасают ДА и 5-НТ в плотных 
 гранулах и являются их главными циркулирующи-
ми резервуарами [11, 17]. Активация тромбоцитов 
и высвобождение содержимого играют критическую 
роль при гемостазе, тромбозе и опухолевом ангиоге-
незе [18, 19]. При раке тромбоциты контактируют 
со стенками сосудов опухоли и высвобождают свое 
содержимое, состоящее из ДА и 5-НТ, а также каль-
ция, фактора V, фибриногена и фактора роста эндо-
телия сосудов-А (VEGF-A), которое запасается 
в α-гранулах [11, 19, 20].

дофамин и рак. Эксперименты in vitro показали, 
что ДА прямо может воздействовать на опухолевые 
клетки. У клеток рака яичников ДА (12,5–50 μМ) 
уменьшал способность к инвазии в мембраны специ-
альной культуральной системы и увеличивал апоптоз 
раковых клеток [8]. ДА (5 μМ) также снижал проли-
ферацию клеток неходжкинской лимфомы. Этот 
эффект был нейтрализован свободными радикалами 
натрия метабисульфита. Авторы предполагают, что 
ДА индуцирует оксидативный стресс [21].

Роль ДА при раке была изучена в экспериментах 
на животных. У мышей концентрация ДА в костном 
мозге уменьшилась в 7 раз после трансплантации 
саркомы [22]. На другой мышиной модели инъекции 
6-гидроксидофамина элиминируют периферические 
дофаминергические нейроны и таким образом инду-
цируют истощение ДА. У этих мышей возникали 
бóльшая по объему подкожная меланома и саркома, 
чем у мышей с интактными периферическими дофа-
минергическими нервами. Мыши с истощенным 
ДА имели также увеличенную плотность опухолевых 
микрососудов и проницаемость, так же как и усиле-
ние фосфорилирования рецепторов VEGF-R2 в опу-
холевых эндотелиальных клетках [23, 24]. В отличие 
от мышей с истощенным ДА мыши с нокаутирован-
ным транспортером ДА имеют гипердофаминерги-
ческую систему, что выражается в повышенном си-
стемном уровне ДА. Когда клетки мелкоклеточного 
рака легкого имплантируются подкожно, эти мыши 
имеют меньшие опухоли с более низкой плотностью 
микрососудов в сравнении с диким типом мышей 
[25]. Крысы, чувствительные к апоморфину (селек-
ция из популяции крыс Wistar), имеют гиперреактив-
ную дофаминергическую систему с более высоким 
количеством церебральной мРНК и ДАР-D2 белка 
тирозингидроксилазы. Через 7 дней после подкожной 
имплантации опухоли молочной железы были меньше, 
с более низкой плотностью микрососудов у крыс, 
чувствительных к апоморфину. Более того, у этих крыс 
развилось меньшее количество метастазов в легких [26].
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Результатом воздействия ДА in vivo на разных мо-
делях явилось подавление опухолевого роста, а также 
снижение плотности сети микрососудов в опухоли. 
ДА вводили внутрибрюшинно 50 мг / кг в день, 
что приводило к уровню ДА в плазме крови 1,2 μМ 
на мышь и 2,4 μМ на крысу через 1 мин после инъ-
екции (5 % от летальной дозы для грызунов). ДА так-
же снижал сосудистую проницаемость в ксенограф-
тах рака прямой кишки, молочной железы и яичников 
(человека) у мышей nude при меньшем развитии 
асцита в последнем случае. У опухолевых клеток 
под воздействием ДА снижено фосфорилирование 
VEGF-R2 и других мишеней, например фокальной 
адгезионной киназы и митогенактивированной про-
теинкиназы [27–30].

В исследованиях на стрессированных мышах nude 
с ксенографтами рака яичников человека было по-
казано, что лечение ДА повышает степень покрытия 
перицитами сосудистой сети опухоли [29]. Между 
тем усиленное покрытие перицитами является пока-
зателем сосудистой нормализации, индуцированной 
антиангиогенной терапией [31].

Эффект ДА в комбинированной терапии был из-
учен у мышей с подкожно перевитой опухолью мо-
лочной железы, которые получали только ДА, только 
доксорубицин, ДА и доксорубицин или растворитель. 
ДА, доксорубицин и их комбинация тормозили рост 
опухоли (171, 133 и 63 % соответственно от началь-
ного размера опухоли) в сравнении с лечением рас-
творителем (413 % от начального размера) и увели-
чили продолжительность жизни (на 24, 38 и 90 %) 
в сравнении с контрольными мышами. Похожие 
результаты наблюдали у мышей nude с раком прямой 
кишки человека, леченных только ДА, только 5-фто-
рурацилом, их комбинацией и растворителем [30]. 
У стрессированных мышей с наличием рака яичников 
ДА в комбинации с цисплатином повышал концен-
трацию последнего в опухоли, как показано в увели-
ченном опухоль–почка- и опухоль–печень-соотно-
шении цисплатина. Эта комбинация показала 
6-кратное уменьшение массы опухоли в сравнении 
с лечением только цисплатином [29].

Концентрация ДА также была изучена у онкологи-
ческих больных. В опухолевой ткани рака прямой киш-
ки у 36 пациентов уровень ДА был в 3–10 раз ниже, 
чем в здоровой ткани [32]. ДА и тирозингидроксилаза 
не выявлялись с помощью высокоэффективной жид-
костной хроматографии в ткани рака желудка 22 паци-
ентов, в то время как присутствие того и другого было 
продемонстрировано в здоровой ткани желудка у 22 па-
циентов с аденоматозными полипами желудка [28].

Для достижения системного уровня ДА, который 
мог бы затормозить опухолевый рост, было проведе-
но клиническое исследование, в котором 4 пациента 
с метастатической меланомой получали инфузии 

ДА в максимальной дозе 20 мкг / кг / мин в течение 
48–120 ч, при этом уровень ДА в плазме достигал от 
1 до 10 μМ. Однако исследование было остановлено 
из-за тяжелых кардиоваскулярных побочных эффек-
тов после проведения только одного цикла терапии. 
Ex vivo тест на пролиферацию биопсийного матери-
ала, взятого до и сразу после цикла терапии, показал 
10-кратное снижение (от 1–3 до 0,1–0,2) Н3-тими-
диновой метки в опухолевых клетках [33].

Различные типы опухолевых клеток экспресси-
руют рецепторы и транспортеры ДА [8, 21, 34, 35]. 
На поведение опухолевых клеток могут влиять аго-
нисты ДАР D2. Например, рост клонов человеческо-
го мелкоклеточного рака легкого подавлялся агони-
стом D2 бромокриптином (0,1 nM) [36].

Роль ДАР D2 была также изучена в экспериментах 
на животных. Мыши, нокаутированные по D2-рецеп-
тору, c мышиной саркомой или меланомой имели 
увеличенный размер опухоли, бóльшую плотность 
микрососудов и лучшую их проницаемость в срав-
нении с диким типом [22, 23]. Можно полагать, что 
D2-рецепторы необходимы для проявления функций 
ДА [22].

Агонисты D2 бромокриптин и квинпирол 
(10 мг / кг) подавляют ангиогенез опухоли у мышей 
с наличием рака яичников [27]. Антагонисты D2 
этиклоприд или домперидон (10 мг / кг / день), вве-
денные перед лечением ДА, наоборот, нейтрализуют 
дофаминовый эффект подавления роста рака желуд-
ка или яичников у мышей и крыс [8, 28, 29]. Инду-
цированное ДА покрытие перицитами сосудов не 
подвергалось воздействию антагонистом ДАР D2 
этиклопридом (10 мг / кг / сут) [29].

Существуют данные, показывающие, что актива-
ция ДАР D2 может подавлять клеточную пролифера-
цию опухоли, как показано в экспериментах с таргет-
ной siРНК к D2. Учитывая опыты на стрессированных 
мышах с человеческим раком, можно заключить, что 
ДА подавляет опухолевый ангиогенез и, следователь-
но, опухолевый рост через активацию D2 [37]. Также 
при активации D2-рецепторов выявлен эффект огра-
ничения опухолевого роста при раке желудка и раке 
поджелудочной железы человека [38, 39].

Выявлено также, что ДАР D2 был экспрессирован 
в ткани рака желудка 65 пациентов, однако его уро-
вень был ниже в опухолях, чем в доброкачественных 
полипах и нормальной ткани желудка у 83 % кон-
трольных пациентов [40].

Вместе с тем влияние активации ДАР D1 на опу-
холевый ангиогенез имеет конфликтный характер. 
В одних исследованиях показано, что мыши, нокау-
тированные по D1, с мышиной карциномой легких 
имеют меньшие опухоли, чем «дикий» тип этих мы-
шей. У «дикого» типа мышей антагонист D1 siH 23390 
(0,3 мг / кг / день) подавляет опухолевый рост и снижает 
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плотность сосудистой микросети [41]. Однако на мы-
шах с раком яичников ни антагонист D1 siH 23390 
(10,0 мг / кг / день), ни агонист D1 SKF38390 (10,0 мг / кг / 
день) не влияют на опухолевую васкуляризацию 
и возникновение асцита [27]. У стрессированных мы-
шей с человеческой опухолью яичников SKOV3ip1 
или HeyA8 антагонист D1 бутакламол (1,5 мг / кг / день) 
не влиял на ДА-индуцированное подавление ангио-
генеза и опухолевый рост. Также бутакламол не по-
давлял усиленное покрытие перицитами опухолевых 
сосудов, вызванное воздействием ДА на этих моделях. 
У таких мышей введение агониста D1 SKF382958 
(1,0 мг / кг / день) выражалось в увеличении покрытия 
перицитами опухолевых сосудов. Наряду с этим ком-
бинированное лечение цисплатином с агонистом D1 
SKF382958 приводило к 2-кратному увеличению 
концентрации цисплатина в опухоли по сравнению 
с печенью и почками и 5-кратному снижению опу-
холевого роста в сравнении с контролем, который 
лечили только цисплатином [29]. Также выявлено, 
что ДА и агонисты ДАР D1 через сигнальные пути 
протеинкиназы G индуцируют апоптоз, подавляют 
инвазию и снижают выживаемость ксенографтов 
рака молочной железы (разных линий). Например, 
агонист D1-рецепторов фенолдопам подавлял рост 
клеток рака молочной железы, усиливая их апоптоз 
и некроз [41].

Недавние результаты на мышах nude свидетель-
ствуют о подавлении пролиферации и жизнеспособ-
ности клеток глиобластомы человека антагонистами 
D4-рецепторов [42].

Суммируя вышесказанное, ДА и тирозингидрок-
силаза присутствуют в меньшей концентрации в опу-
холях, чем в доброкачественных тканях. Увеличение 
уровня ДА при его введении системно, как показали 
исследования, вероятно, подавляет пролиферацию 
опухолевой ткани у пациентов, например с мелано-
мой. Однако применение такого лечения пока 
не представляется возможным из-за выраженной 
токсичности данного катехоламина.

Вклад дофаминергической системы  
в механизмы иммуномодуляции
Следует особо указать, что ДА вовлечен в регу-

ляцию иммунной реактивности организма. Иммуно-
компетентные органы богато иннервированы симпа-
тическими нервами, содержащими большие ко личества 
ДА. Более того, различные субпопуляции лимфоци-
тов продуцируют ДА и экспрессируют практически 
все из известных к настоящему времени типы ДАР. 
Cпособность эндогенного ДА, а также агонистов 
и антогонистов его рецепторов, присутствующих 
на клетках иммунной системы, оказывать влияние 
на процессы клеточной пролиферации, дифферен-
цировки, апоптоза, миграционные свойства лимфо-

цитов, продукцию цитокинов и, как следствие, на раз-
витие иммунопатологических процессов широко 
отражена в публикациях [42–45].

Экспериментальные и клинические наблюдения 
демонстрируют существенные взаимодействия меж-
ду ЦНС и иммунной системой. Выявлено, например, 
что истощение «центрального» ДА при введении в го-
ловной мозг нейротоксина 6-гидроксидофамина 
приводит к снижению содержания периферического 
ДА, а также подавлению пролиферации лимфоцитов 
и продукции ими интерлейкина-2, интерферона γ. 
Кроме того, уменьшается уровень натуральных кил-
леров в селезенке и периферической крови, а также 
содержание периферических цитотоксических Т-клеток 
(лимфоцитов CD8+). Cистемное введение другого 
нейротоксина 1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидро-
перидина сопровождается угнетением пролиферации 
Т-лимфоцитов селезенки в ответ на митогены, цито-
токсической активности Т-клеток, натуральных кил-
леров, усилением роста трансплантированной кар-
циномы Эрлиха, повышением в плазме крови уровня 
интерлейкинов-1β и -6 [44, 46–48]. Таким образом, 
результаты показали критическую роль центрально-
го и периферического ДА в модуляции функций им-
мунитета [49].

Оперативные или химические разрушения ни-
гростриарных структур мозга широко применяются 
для создания экспериментальных моделей болезни 
Паркинсона и депрессивного синдрома, которым 
также свойственно подавление иммунологической 
реактивности [50, 51].

Вместе с тем выявлены существенные различия 
иммунной реактивности крыс линии APO-SUS, вы-
бранных в качестве модели шизофрении при высокой 
чувствительности к апоморфину, по сравнению с ги-
подофаминергической, менее чувствительной к апо-
морфину линией APO-UNSUS. Крысы линии APO-
SUS наряду с гиперактивностью дофаминергической 
системы и типичными для шизофрении поведенче-
скими реакциями характеризуются замедлением про-
цессов развития опухолей, их метастазирования и ро-
ста питающих опухоль сосудов [52]. Подавление 
роста опухолей и их васкуляризации, а также высокий 
IgG-иммунный ответ были отмечены и при исполь-
зовании генетической модели шизофрении у мышей 
с врожденным недостатком дофаминовых транспор-
теров, что приводит к гипердофаминергии за счет 
усиления в нервных терминалях дофаминергической 
трансмиссии [25, 53].

Ингибиторы ДАР D1 и D2 способствуют подавле-
нию цитолитической активности Т-лимфоцитов при 
нарушении формирования конъюгатов эффекторов 
иммунитета с клетками-мишенями. Воздействие ин-
гибиторов ДАР D1 и D2 также предотвращало повы-
шение цитотоксической активности Т-лимфо цитов, 
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индуцированной интерлейкином-2 и интерферо-
ном γ. Таким образом, катехоламин ДА может кон-
тролировать киллерную активность лимфоцитов 
и адгезионные взаимодействия последних с клетка-
ми-мишенями [54].

Выявлено также, что ДА способствует созреванию 
тимоцитов, а также дифференцировке лимфоцитов. 
При этом экспрессия транспортеров и рецепторов 
ДА в большей степени показана при дифференци-
ровке лимфоцитов CD8+ по сравнению с CD4+. Бо-
лее выраженная эспрессия дофаминергических мар-
керов в популяции лимфоцитов CD8+ говорит 
в пользу того, что ДА может играть роль в созревании 
цитотоксических Т-клеток и участвовать в активной 
фазе иммунного ответа [10].

Вместе с тем известно, что пересечение гипофи-
зарной ножки препятствует проявлению эффектов 
на иммунные реакции веществ, усиливающих или по-
давляющих активность дофаминергической системы. 
Это является убедительным экспериментальным 
подтверждением центрального характера иммуномо-
дулирующего влияния дофаминергической системы 
[55–57].

Периферическим звеном реализации влияния 
дофаминергической системы является тимус. Его 
удаление, в частности, предотвращает усиление им-
мунных реакций, вызванное либо прямой активацией 
дофаминергической системы селективными агони-
стами, либо снижением активности серотонинерги-
ческой системы, которая взаимодействует с дофами-
нергической, что имеет принципиальное значение 
для регуляции иммунной функции [57, 59].

Серотонин и рак. In vitro на некоторых опухолевых 
линиях было показано, что 5-НТ стимулировал их 
пролиферацию [60–69]. В культуре клеток холангио-
карциномы человека уровень мРНК ТРГ был в 2,5–
50 раз выше, а мРНК моноаминоксидазы-А – в 2 раза 
ниже в сравнении с незлокачественными холангио-
цитами. Таким образом, продукция 5-НТ опухоле-
выми клетками была повышена. Ограничение роста 
человеческой холангиокарциномы у мышей после 
воздействия ингибитором ТРГ CPA (150 мг / кг 3 раза 
в неделю) в течение 2 мес может служить основанием 
для предположения, что снижение уровня 5-НТ вли-
яет на поведение опухоли, задерживая ее рост [59]. 
5-НТ стимулировал пролиферацию клеточной линии 
человеческой гепатоцеллюлярной карциномы Huh7 
в бессывороточной среде, индуцируя фосфорилиро-
вание FOXO3A. Однако этот эффект не наблюдается 
в 2 других линиях человеческой гепатоцеллюлярной 
карциномы – HepG2 и Hep3b [63].

Эксперименты in vitro также показали, что раз-
личные 5-HT-рецепторы могут присутствовать на не-
скольких типах опухолевых клеток. Опухолевый рост 
может быть подавлен антагонистами 5-HTR, экспрес-

сированными на опухолевых клетках. В клетках мел-
коклеточной карциномы легкого 5-HTR1A и 5-HTR1D 
могут быть мишенями антагонистов (500 nM спи-
перона, GR127935) для достижения максимального 
подавления клеточного роста, индуцированного 5-НТ. 
Воздействие антагонистом 5-HTR2B SB204741 (20 г / кг) 
снижало опухолевый рост и плотность сети микро-
сосудов у мышей при раке легкого и меланоме [25].

В экспериментах на животных был изучен эффект 
насыщения и истощения 5-НТ в поведении опухоли. 
Ксенографты гепатоцеллюлярной карциномы неспо-
собны расти на мышах, дефицитных по ТРГ (и сле-
довательно, при истощении 5-НТ) [67]. Карцинома 
кишки и легкого у мышей, дефицитных по ТРГ, бы-
ла соответственно в 3 и 1,5 раза меньше, чем у мышей 
«дикого» типа. Плотность сосудистой сети при раке 
кишечника была также снижена у мышей, дефицит-
ных по ТРГ. Рост карциномы кишечника и легкого 
может быть восстановлен, если гидрокситриптофан 
(50 мг / кг 2 раза в день) вводить подкожно за 2 дня 
до инокуляции опухоли. Мыши, дефицитные по ТРГ, 
имели концентрации VEGF и VEGFR2 такие же, как 
у «дикого» типа мышей, но более высокие концен-
трации матриксной металлопротеиназы-12 и ангио-
статина. Матриксная металлопротеиназа-12 превра-
щает плазминоген в ангиостатин, который является 
эндогенным ингибитором ангиогенеза. Таким обра-
зом, вероятно, 5-НТ воздействует на метаболический 
путь ангиостатина, а не VEGF [9].

У онкологических пациентов были проведены 
иммуногистохимические исследования. Для выявле-
ния нейроэндокринных опухолевых клеток были 
использованы маркеры хромогранин А и 5-НТ, по-
зволяющие идентифицировать нейроэндокринные 
очаги при раке предстательной железы. Наличие 
5-НТ-позитивных клеток сочеталось с высокой плот-
ностью микрососудов и VEGF-экспрессией [69, 70]. 
У 109 пациентов с гепатоцеллюлярной карциномой 
экспрессия 5-HTR1А и 5-HTR1В в опухолевой ткани 
была повышена по сравнению с окружающей здоровой 
тканью печени. У 176 пациентов с гепатоцеллюляр-
ной карциномой экспрессия 5-HTR1А, 5-HTR1В 
и 5-HTR2В сопровождалась высоким индексом про-
лиферации в опухолях. Кроме того, уровень экспрес-
сии 5-HTR1В коррелировал с размером опухоли 
у этих пациентов [67]. В случае рака предстательной 
железы среди 25 пациентов экспрессия 5-HTR4 вы-
являлась только при III–IV степени злокачественно-
сти [61]. У 102 пациентов с наличием рака легкого 
была выявлена экспрессия 5-HTR1А, 5-HTR1В, 
5-HTR2В и 5-HTR4. При этом не было выявлено 
корреляции между уровнем экспрессии рецептора 
и стадией процесса [71]. В 159 случаях метастазов 
в костях при карциноме и саркоме выявлено, что экс-
прессия 5-НТ в комбинации с рецептором 1 фактора 
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некроза опухоли ассоциирована с низкой выживае-
мостью [72].

Таким образом, основываясь на данных литера-
туры, можно сделать вывод, что ДА ингибирует рост 
опухоли, в то время как 5-НТ его стимулирует [73]. 
Эксперименты на животных и in vitro показали, что 
ДА подавляет пролиферацию опухолевых клеток че-
рез активацию D1- и D2-рецепторов. Однако исполь-
зование ДА для лечения весьма проблематично из-за 
токсичности в отношении сердечно-сосудистой си-
стемы. Наряду с этим выявлено, что ДА может играть 
роль в дифференцировке цитотоксических лимфо-
цитов CD8+, контролировать их киллерную актив-
ность и участвовать в активной фазе противоопухо-
левых иммунных реакций организма. Вероятно, 
перспективными являются клинические исследова-
ния индукторов ДА или агонистов его маркеров (D1, 
D2, дофаминовые транспортеры и др.).

Выводы и перспективы
С учетом изложенного можно представить себе 

следующую картину функционирования дофаминер-
гической системы. При определенном содержании 
ДА с его рецепторами в ЦНС и на периферии под-
держивается соответствующий уровень двигательной 
активности скелета, тонуса внутренних органов и со-
судов, а также когнитивных (познавательных) воз-
можностей головного мозга. Вместе с тем со хра-
няются мотивационная, эмоциональная функция, 
хорошее настроение, жизнелюбие, способность раз-
вивать гибкое поведение в ответ на изменения ок-

ружающей обстановки с комплексной регуляцией 
сложного поведения. Иными словами, чем дольше 
поддерживается соответствующий уровень жизне-
способных дофаминергических нейронов, тем менее 
активны механизмы старения и более продолжителен 
жизненный процесс.

Наряду с этим определенный уровень ДА в пе-
риферическом организме, основные запасы кото-
рого содержатся в тромбоцитах крови, может слу-
жить гарантом также противоопухолевой защиты, 
поскольку ДА способен подавлять пролиферацию 
опухолевых клеток и развитие питающих их сосу-
дов. Будучи продукцией в том числе и лимфоцитов, 
играя роль в дифференцировке цитотоксических 
лимфоцитов CD8+, миграционных свойствах 
и контроле их киллерной активности с образова-
нием конъюгатов с клетками-мишенями, ДА может 
участвовать в активной фазе противоопухолевых 
иммунных реакций организма. В данном случае 
катехоламин ДА можно расценивать в качестве эн-
догенного токсического агента для опухолевых кле-
ток. Последнее также вносит свой вклад в защиту 
организма от опухолевых патологий, связанных 
с ускоренным старением, которые, очевидно, огра-
ничивают долголетие.

Таким образом, вышеизложенное подтверждает 
мнение, что дофаминергические нейроны участвуют 
в «интриге», ограничивающей жизнь, поскольку их 
полагают главными биомаркерами старения и стрес-
сорных процессов, при том что ДА может участвовать 
в противоопухолевой защите организма.
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иСПолЬЗование Бактерий для лечения 
онколоГичеСкиХ ЗаБолеваний (оБЗор)

и. в. дармов, я. а. кибирев, и. в. маракулин, С. н. янов
Филиал ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Минобороны России;  

Россия, 610000 Киров, Октябрьский проспект, 119

Контакты: Ярослав Александрович Кибирев 23527@mail.ru

Бактериальные средства лечения злокачественных новообразований известны уже более ста лет, однако в клинике они нашли 
весьма ограниченное применение. В последнее десятилетие отмечается возрождение интереса к разработке средств биоте-
рапии рака на основе бактерий, что связано с прогрессом в области генной инженерии и глубоким познанием механизмов 
инфекционного процесса и иммунитета. Целью настоящего обзора является рассмотрение современного состояния и пер-
спектив разработки и применения препаратов на основе живых бактерий, предназначенных для лечения злокачественных 
опухолей. В обзоре представлены данные оценки на экспериментальных моделях противоопухолевого потенциала различных 
видов и штаммов бактерий; наиболее значимые результаты клинических испытаний бактериальных противоопухолевых 
средств; современные направления конструирования бактериальных штаммов как средств адресной доставки лекарственных 
субстанций в опухоли. Сделано заключение о том, что разработка бактериальных средств терапии рака является перспек-
тивным направлением экспериментальной онкологии.

Ключевые слова: злокачественная опухоль, бактериальное средство терапии, конструирование терапевтических штаммов

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-4-34-42

uSE oF BaCTERIa IN CaNCER ThERaPy (REVIEw)

I. V. Darmov, Ya. A. Kibirev, I. V. Marakulin, S. N. Yanov

Branch of the Federal State Establishment “48 Central Research and Development Institute” Russian Federation  
Ministry of Defense (Kirov); 119 Oktyabr’skiy Prospekt, Kirov 610000, Russia

Bacterial drugs for the treatment of malignant tumors have been discovered more than a hundred years ago, but their use in clinical 
practice has been very limited. In the past decade, there has been a revival of interest in the development of bacterial-based cancer bio-
therapies, which is associated with advances in genetic engineering and in depth knowledge of the mechanisms of the infectious process 
and immunity. The purpose of this review is to examine the current state and prospects for the development and use of drugs based on live 
bacterium, intended for the treatment of malignant tumors. The review presents evaluation data on experimental models of the antitumor 
potential of various species and strains of bacteria; the most significant results of clinical trials of bacterial antitumor agents; current trends 
in the design of bacterial strains for targeted drug delivery to the tumor. It is concluded that development of bacterial drugs for cancer 
therapy is a perspective branch of experimental oncology.

Key words: malignant tumor, bacterial drug, therapeutic strains design

Введение
Методический подход к терапии злокачественных 

новообразований, основанный на использовании 
живых бактерий, известен с XIX в. Пионером в этой 
области считается американский врач W. Coley (1862–
1936), который лечил больных с неоперабельной сар-
комой прямым введением в опухоль взвеси живых 
или убитых нагреванием патогенных бактерий Strep-
tococcus pyogenes и Serratia marcescens. Лечение оказа-
лось успешным, во многих случаях было отмечено 
торможение роста опухоли, иногда – полная ее де-
струкция, однако процесс зачастую сопровождался 
развитием побочных реакций [1].

Несмотря на достигнутые положительные резуль-
таты, разработанный W. Coley способ лечения вскоре 
после его смерти был забыт, что связано с неспособ-
ностью ученых того времени объяснить механизм те-
рапевтического действия и снизить риск побочных 
реакций. Этому способствовало также широкое вне-
дрение в клиническую практику радио- и химиотера-
пии, которые надолго вытеснили бактериальные сред-
ства из поля зрения онкологов.

Тем не менее к настоящему времени препараты 
на основе бактерий, хотя и немногочисленные, во-
шли в арсенал противоопухолевых средств. Так, 
с конца 1970-х годов в клинике успешно используют 
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противотуберкулезную вакцину, приготовленную 
из живых бактерий аттенуированного штамма BCG 
Mycobacterium bovis, для предотвращения рецидивов 
рака мочевого пузыря после хирургического удаления 
первичной опухоли [2]. Имеются данные о примене-
нии живой туляремийной вакцины на основе штам-
ма 15 Francisella tularensis в комплексной терапии 
больных раком тела матки и легкого [3]. Для лечения 
онкозаболеваний предложен также иммуномодули-
рующий препарат, который представляет собой 
взвесь живых бактерий выделенного от человека 
штамма Corynebacterium krestovnicova-troitskaya [4]. 
Перечисленные препараты стимулируют гумораль-
ные и клеточные звенья противоинфекционного 
иммунитета и способны опосредованно подавлять 
рост опухолей.

Между тем достижения генной инженерии, а так-
же глубокое познание механизмов инфекционного 
процесса, вызываемого бактериями, привели к воз-
рождению интереса к разработке бактерийных 
средств терапии опухолей и обусловили, уже на новой 
методической основе, бурный рост исследований 
в этой области. Целью настоящего обзора является 
рассмотрение современного состояния и перспектив 
разработки и применения препаратов на основе жи-
вых бактерий, предназначенных для лечения злока-
чественных опухолей.

Оценка противоопухолевого потенциала бактерий 
на экспериментальных моделях
К настоящему времени на экспериментальных 

моделях оценен потенциал около 10 видов бактерий 
как основы для создания средств терапии онкозабо-
леваний. К ним относятся как грамположительные, 
так и грамотрицательные бактерии, представители 
родов Сlostridium, Salmonella, Listeria, Bifidobacterium 
и некоторых других (табл. 1).

Одно из основных направлений разработки бак-
териальных средств терапии онкозаболеваний связа-
но с использованием анаэробных бактерий и, в част-
ности, клостридий. Известно, что большинство 
солидных опухолей независимо от их размера содер-
жит очаги гипоксии и / или некроза, возникновение 
которых связано с неравномерным формированием 
сети кровеносных сосудов в опухоли. Указанные оча-
ги, с одной стороны, представляют собой уникальную 
среду, которая не встречается нигде больше в орга-
низме, а с другой – являются идеальной экологиче-
ской нишей для роста анаэробных бактерий, среди 
которых особый интерес в рассматриваемом аспекте 
представляют именно клостридии.

Как таксономическая группа род Сlostridium при-
обрел известность благодаря его патогенным предста-
вителям, таким как C. botulinum, C. tetani, C. perfringens. 
Клостридии – строгие анаэробы, однако они могут 

образовывать споры, что обеспечивает их выживание 
в аэробных условиях. Эти споры прорастают, превра-
щаясь в метаболически активные клетки (вегетатив-
ные формы) в благоприятных условиях (например, 
в ранах или испорченном мясе). При этом для вегета-
тивных форм многих клостридий характерна высокая 
протеолитическая активность, которая придает им 
способность вызывать деструкцию опухолевой ткани. 
Дополнительным достоинством клостридий как воз-
можного противоракового средства следует считать 
их чувствительность к широкому спектру антибиоти-
ков, что позволяет осуществлять строгий контроль 
за микроорганизмами в процессе лечения.

Впервые способность спор клостридий избира-
тельно накапливаться и прорастать в солидных опу-
холях была показана на примере C. tetani при внутривен-
ном введении мышам еще в 1955 г. [5]. В после дующем 
была изучена противоопухолевая активность еще 
нескольких видов клостридий – как непатогенных 
(C. acetobutylicum [6], С. sporogenes [7]), так и патогенных 
для людей и животных (C. novyi [8], C. perfringens [9]).

Наиболее впечатляющие результаты недавно бы-
ли получены N. J. Roberts и соавт., которые провели 
клинико-экспериментальное исследование противо-
опухолевого потенциала спор аттенуированного штам-
ма C. novyi-NT (NT – non toxic) при местном введении 
[10]. Аттенуированный штамм был получен на основе 
токсигенного штамма C. novyi дикого типа путем отбо-
ра варианта с делецией гена α-токсина. Прямое вве-
дение спор нетоксигенного штамма в опухоль значи-
тельно повышало выживаемость подопытных мышей 
(ортотопическая модель опухоли мозга) и приводило 
к мощному противораковому эффекту у собак при 
спонтанных карциномах мягких тканей. Использо-
ванный авторами штамм C. novyi-NT, обладая силь-
ными протеолитическими свойствами, после прорас-
тания спор вызывал редукцию и некроз опухоли [10]. 
Непатогенные клостридии C. acetobutylicum и С. sporo-
genes характеризуются менее выраженной протеолити-
ческой активностью, но их терапевтический потенциал 
может быть усилен путем передачи им дополнитель-
ных генов [9].

В данном контексте представляется значитель-
ным прорывом предложенный J. T. Heap и соавт. спо-
соб, обеспечивающий стабильную интеграцию чу-
жеродного гена в клостридиальный геном [24]. 
Появилась возможность встраивать в хромосому 
любой целевой ген, тем самым сводя к минимуму 
риск его утраты, обусловленный сегрегационной не-
стабильностью векторных плазмид. Это облегчает 
получение разрешения на проведение клинических 
испытаний при введении больному бактерий с чуже-
родным геном, так как гарантированно выполняется 
требование о стабильной интеграции гена. Примером 
высокого потенциала предлагаемого подхода может 
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таблица 1. Виды бактерий, исследуемых в качестве средств терапии рака на экспериментальных моделях в условиях in vivo

Table 1. Types of bacteria investigated as cancer therapies on experimen tal models in vivo

вид, штамм 
бактерий 

Bacteria type, strain

Экспериментальная модель 
Experimental model

достигнутый результат 
Result

Ссылка 
на литератур-
ный источник 

Reference

C. tetani Мыши, солидные опухоли 
Mice, solid tumors

Избирательное накопление и прорастание 
спор в опухоли, редукция опухоли 

Selective spores accumulation and germination  
inside a tumor, tumor reduction

[5] 

C. acetobutyricum Мыши, солидные опухоли 
Mice, solid tumors

Избирательное накопление и прорастание 
спор в опухоли, редукция опухоли 

Selective spores accumulation and germination  
inside a tumor, tumor reduction

[6] 

С. sporogenes Мыши, солидные опухоли 
Mice, solid tumors

Частичный лизис опухоли 
Partial tumor lysis

[7] 

C. novyi Мыши, солидные опухоли 
Mice, solid tumors

Колонизация опухоли 
Tumor colonization

[8] 

C. perfringens Мыши, солидные опухоли 
Mice, solid tumors

Частичный лизис опухоли 
Partial tumor lysis

[9] 

C. novyi-NT Собаки, спонтанные опухоли 
Dogs, spontaneous tumors

Колонизация опухоли, продление срока 
жизни 

Tumor colonization, life extension
[10] 

C. novyi-NT Крысы, глиобластома 
Rats, glioblastoma

Колонизация опухоли, продление срока 
жизни 

Tumor colonization, life extension
[11] 

S. typhimurium 
A1-R

Бестимусные мыши, рак легкого 
Nude mice, lung cancer

Адресная доставка в опухолевую ткань 
при внутривенном введении 

Targeted delivery to tumor tissue when administered 
intravenously

[12] 

S. typhimurium 
A1-R

Бестимусные мыши, глиома 
Nude mice, glioma

Торможение роста опухоли, 
продление срока жизни 

Tumor growth inhibition, life extension
[13] 

S. typhimurium 
A1-R

Бестимусные мыши, метастазы 
рака легкого в костную ткань 
Nude mice, lung cancer with bone 

metastases

Торможение роста метастазов 
Metastatic growth inhibition

[14] 

S. typhimurium 
A1-R

Бестимусные мыши, рак поджелу-
дочной железы 

Nude mice, pancreatic cancer

Задержка роста опухоли 
Tumor growth inhibition

[15] 

S. typhimurium 
A1-R

Бестимусные мыши, рак яичника 
Nude mice, ovarian cancer

Продление срока жизни, снижение 
метастазирования 

Life extension, metastasis reduction
[16] 

S. typhimurium Мыши, карцинома (СТ26) 
Mice, carcinoma (CT26) 

Полное отторжение опухоли 
Complete tumor rejection

[17] 

L. monocytogenes Мыши, рак яичника 
Mica, ovarian cancer

Лизис опухолевых клеток 
Tumor cells lysis

[18] 

L. monocytogenes 
ANZ-100

Мыши, рак поджелудочной железы 
Mice, pancreatic cancer

Продление срока жизни 
Life extension

[19] 

B. longum Крысы, рак молочной железы 
Rats, mammary cancer

Высокий уровень колонизации опухоли 
High level of tumor colonization

[20] 

E. coli Мыши, рак легкого (4Т1) 
Mice, lung cancer (4T1) 

Регрессия и некроз опухоли 
Tumor regression and necrosis

[21] 

E. coli Мыши, карцинома (СТ26) 
Mice, carcinoma (CT26) 

Колонизация и некроз опухоли 
Tumor colonization and necrosis

[22] 

L. acidophilus Мыши, карцинома (СТ26) 
Mice, carcinoma (CT26) 

Усиление апоптоза, подавление роста опухоли 
Enhanced apoptosis, tumor growth inhibition

[23] 
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служить встраивание гена иммуноглобулина в геном 
как C. novyi-NT, так и С. sporogenes [25], что создает 
возможность проведения комбинированной терапии 
антителами и клостридиями.

В целом клостридии следует рассматривать в ка-
честве удобных векторов, обеспечивающих эффек-
тивную доставку в неопластическую ткань терапев-
тических генов без нанесения значимого вреда 
пациенту. Однако существенным недостатком кло-
стридий является ограничение области их действия 
зонами гипоксии. Метастазы или небольшие по раз-
меру опухоли, лишенные некротических зон, не мо-
гут эффективно колонизироваться клостридиями. 
Чтобы снять данное ограничение и нацелить бакте-
риальные терапевтические средства также на опухоли, 
состоящие из жизнеспособных, снабжаемых кисло-
родом клеток, предложено использовать факульта-
тивно анаэробные бактерии, в частности, Salmonella 
typhimurium. При этом штаммы дикого типа должны 
подвергаться аттенуированию для обеспечения без-
опасности пациента.

К настоящему времени получен ряд аттенуиро-
ванных штаммов сальмонелл либо путем пассирова-
ния культур в условиях in vitro или in vivo, либо путем 
целенаправленной инактивации определенных генов 
[26, 27]. С помощью 1-го методического подхода были 
получены 2 метаболически дефектных штамма саль-
монелл: VNP20009 (ауксотроф по пуринам) и A1-R 
(ауксотроф по аргинину и лейцину) [28], которые 
обладали повышенной тропностью к опухолевой тка-
ни и проявили высокую эффективность при иссле-
довании на экспериментальных моделях злокаче-
ственных опухолей [12–17, 29].

Важным результатом этих исследований явилась 
частичная расшифровка механизма индукции бак-
териями противоопухолевого эффекта. Как было 
установлено, бактериемия вызывает индукцию врож-
денного иммунитета, в частности способствует повы-
шению уровня фактора некроза опухоли α, что облег-
чает колонизацию сальмонеллами солидных опухолей 
[30, 31]. Это сопровождается адъювантным действи-
ем сальмонелл, одновременно активирующих при-
обретенный иммунитет, благодаря чему повышается 
содержание специфичных по отношению к опухоли 
цитотоксических Т-лимфоцитов, способных разру-
шать оставшуюся опухолевую ткань [32].

Использование листерий, относящихся к факуль-
тативным аэробам, в терапии рака [18, 19] обусловле-
но главным образом тем, что, являясь внутриклеточ-
ными паразитами, они способны длительное время 
выживать в лимфоидных клетках селезенки, печени, 
почек, лимфатических узлов. Поэтому аттенуирован-
ные штаммы листерий считаются идеальными реци-
пиентами для создания живых противораковых вак-
цин, способными обеспечивать продолжительную 

экспрессию специфических опухолевых антигенов 
в организме больного.

Особый интерес представляют результаты оцен-
ки противоопухолевого потенциала непатогенных 
бактерий – представителей собственной нормофло-
ры человека, а именно: Bifidobacterium spp., Lactoba-
cillus spp. (анаэробы), Escherichia coli (факультативный 
анаэроб) [20–23]. Показано, в частности, что бакте-
рии Bifidobacterium longum способны к транслокации 
из кишечника во внутреннюю среду организма с фик-
сацией в макрофагах печени, обеспечивая при этом 
высокий уровень колонизации опухоли молочной 
железы у крыс [20]. Штаммы кишечной палочки из-
бирательно колонизировали мышиные опухоли и вы-
зывали их некроз [21, 23]. Оральное введение мышам 
пробиотических бактерий Lactobacillus acidophilus 
привело к подавлению роста опухоли, усилению 
апоптоза опухолевых клеток [22]. Полученные ре-
зультаты позволяют надеяться на разработку в скором 
времени средств терапии рака на основе безопасных 
и безвредных пробиотических препаратов, обладаю-
щих помимо противоопухолевого эффекта широким 
спектром лечебно-профилактического действия.

Клинические испытания  
бактериальных противоопухолевых средств
Клинические испытания проводились с отдель-

ными представителями родов Сlostridium, Salmonella 
и Listeria. Наиболее значимые результаты испытаний 
представлены в табл. 2.

Первая попытка клинического применения спор 
Clostridium histolyticum имела место в 1947 г. [33, 34]. 
И хотя в этих экспериментах отмечалось избиратель-
ное накопление спор в опухолевой ткани, сопрово-
ждающееся развитием противоопухолевого эффекта, 
системное действие экзотоксинов было чрезмерным. 
Кроме того, неэффективность терапевтического дей-
ствия спор в областях с нормальным содержанием 
кислорода приводила к рецидиву роста опухоли [33, 
34]. Дальнейшие исследования были нацелены на ис-
пользование нетоксигенных штаммов (видов) клост-
ридий. Так, в 60–80-е годы ХХ в. в клинике противо-
опухолевого потенциала проводили оценку штамма 
М55 С. sporogenes [35, 36]. Больным с глиобластомой 
вводили внутривенно от 1010 спор, наблюдали частич-
ный лизис опухоли при отсутствии серьезных ослож-
нений от введения большой дозы спор, за исключе-
нием небольшой лихорадки. Однако избирательное 
размножение спор в опухоли подтвердить не удалось.

Недавние клинические испытания проводились 
также с непатогенными клостридиями, а именно 
C. novyi-NT [10]. В 2014 г., опираясь на положительные 
результаты доклинических исследований, проведенных 
на мышах и собаках [41, 42], N. J. Roberts и соавт. пред-
приняли попытку лечения пациента с прогрессирующей 
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лейомиосаркомой путем многократного прямого 
 введения спор C. novyi-NT в опухоль и наблюдали за-
метную регрессию последней [10]. Полученные поло-
жительные результаты являются основанием для 
 оптимизма при оценке перспектив клинического при-
менения средств бактериальной терапии рака.

Клинические испытания аттенуированных штам-
мов S. typhimurium выявили индукцию иммунного 
ответа [37], колонизацию опухоли бактериями у 15–
66 % пациентов при отсутствии значимого противо-
опухолевого эффекта [37, 38].

Аттенуированные штаммы Listeria monocytogenes 
ANZ-100 и CRS-207 изучали в составе живых реком-
бинантных лечебных вакцин у пациентов с прогрес-
сирующими солидными опухолями, были отмечены 
активация противоопухолевого иммунитета и высо-
кий уровень продления жизни при минимальной 
токсичности вакцины [39, 40].

Современные подходы к созданию терапевтических 
штаммов бактерий
Известно, что патогенные бактерии вырабаты-

вают патогенассоциированные молекулярные струк-
туры, которые распознаются соответствующими 
 рецепторами иммунокомпетентных клеток, в резуль-
тате чего происходит их активация и развивается им-
мунный ответ, в том числе противоопухолевый. C этим 
согласуется тот факт, что у мышей, дефектных по 
Тoll-подобным рецепторам 4-го типа (TLR4) или 
MyD88-сигналь ной системе, не проявляется какой- 
либо противоопухолевый эффект в ответ на введение 
сальмонелл [43, 44]. В связи с этим колонизация опу-
холи бактериями не может считаться облигатным ме-
ханизмом действия, но, скорее всего, патоген-ассо-
циированные молекулярные структуры действуют 
как адъюванты в процессе активации иммунной си-
стемы на уровне индуцируемых лимфоидных органов.

таблица 2. Примеры клинических испытаний бактериальных средств терапии рака

Table 2. Examples of clinical trials of bacterial cancer therapies

вид, штамм 
микроорганизма 

Bacteria type, strain

контингент 
Contingent

достигнутый результат 
Result

Ссылка 
на литератур-
ный источник 

Reference

C. histolyticum Пациенты с солидными опухолями 
Patients with solid tumors

Избирательное накопление спор 
в опухоли, редукция опухоли 

Selective spores accumulation in a tumor, tumor 
reduction

[33, 34] 

С. sporogenes
(C. oncolyticum) 
М55

Пациенты с глиобластомой; 
внутривенное введение 1010 спор 
Patients with glioblastoma; 1010 spores 

administered intravenously

Частичный лизис опухоли, отсутствие по-
бочного действия от системного введения 

большого количества спор 
Partial tumor lysis, no side effects from systemic 

administration of a large number of spores

[35, 36] 

C. novyi-NT
1 пациент с прогрессирующей 

лейомиосаркомой 
1 patient with progressive leiomyosarcoma

Уменьшение объема опухоли 
Tumor reduction

[10] 

S. typhimurium 
VNP20009

24 пациента с метастазирующей 
меланомой; 

24 patients with metastatic melanoma;
1 пациент с метастазами карциномы 

почки 
1 patient with kidney carcinoma metastases

Индукция иммунного ответа, колони-
зация опухоли в 3 случаях, отсутствие 

противоопухолевого эффекта 
Immune response induction, tumor colonization in 

3 patients, no antitumor effect

[37] 

S. typhimurium 
TAPET-CD

3 пациента с прогрессирующими 
и метастазирующими солидными 

опухолями 
3 patients with progressive and metastatic solid 

tumors

66 % колонизации опухолей, 
зарегистрированная активность 
цитозиндезаминазы в опухоли 

Tumor colonization by 66 %, registered cytosine 
desaminase activity in a tumor

[38] 

L. monocytogenes 
ANZ-100 и CRS-
207

26 пациентов с солидными опухолями 
(печень, поджелудочная железа, 

легкое, яичник) 
26 patients with solid tumors  
(liver, pancreas, lung, ovary) 

Активация противоопухолевого 
иммунитета безопасной вакциной 

Activated antitumor immunity  
using a safe vaccine

[39] 

L. monocytogenes 
CRS-207

90 больных раком поджелудочной 
железы 

90 patients with pancreatic cancer

Высокий уровень продления жизни 
High percent of life extension

[40] 
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В клинических испытаниях 2001 г. бактерии штам-
ма S. typhimurium VNP20009 вводили пациентам с ме-
тастазирующей меланомой, однако у них не было 
зафиксировано противоопухолевого эффекта [37]. 
Данный штамм был получен способом неконтроли-
руемой селекции, сопровождающейся накоплением 
многочисленных сопутствующих мутаций, которые 
могли повлиять на поведение бактерий в условиях in 
vivo. Действительно, штамм VNP20009 несет делеции 
в 120 генах и точковую мутацию в гене хемотаксиса 
cheZ [37, 45], которая выключает синтез жгутикового 
антигена – важного иммунитетстимулирующего фак-
тора, что и приводит в конечном счете к снижению 
противоопухолевой эффективности штамма. В связи 
с этим следует признать, что нецелесообразно «вы-
ключать» те факторы вирулентности, которые безус-
ловно важны для индукции иммунного ответа. С по-
мощью генной инженерии микроорганизм должен 
быть аттенуирован частично (в оптимальной степени), 
как это делается в последние годы при создании вак-
цинных штаммов [26].

Один из приемов заключается в повышении адъ-
ювантного действия бактерий. Узнавание сальмонелл 
иммунной системой и индукция иммунного ответа 
прямо коррелируют с наличием в бактериальной 
клетке определенных патогенассоциированных мо-
лекулярных структур. Сальмонеллы могут выжить 
во враждебном окружении лишь при условии моди-
фикации указанных структур либо в случае снижения 
экспрессии определенных иммуногенов, например 
флагеллинов [46, 47]. Таким образом, стратегия кон-
струирования рекомбинантного штамма должна за-
ключаться в модификации иммуногенных мишеней 
при сохранении иммуногенности сальмонелл. В част-
ности, было установлено, что гексаацилированная 
молекула липида А с высокой эффективностью сти-
мулирует TLR4, в то время как тетраацилированный 
липид А действует как антагонист [48]. По этой при-
чине мутант сальмонелл, экспрессирующий только 
гексаацилированный липид А, обладает повышенным 
терапевтическим эффектом [46]. Кроме того, было 
показано, что варианты сальмонелл, несущие одно-
временно флагеллиновые белки Fli C и Fli В, инду-
цируют усиление иммунного ответа хозяина при ораль-
ном введении [49]. Эти примеры показывают, что 
иммуногенность аттенуированных бактерий может 
быть усилена, если патоген-ассоциированные моле-
кулярные структуры модифицируются таким обра-
зом, что рецепторы распознавания образов хозяина 
стимулируются с большей эффективностью.

Однако модификация некоторых патогенассоци-
ированных молекулярных структур может вызывать 
плейотропные эффекты, приводящие к негативным 
последствиям для жизнедеятельности бактерий. По-
этому в конструировании бактериальных терапевти-

ческих штаммов был сделан следующий шаг – со-
зданы бактерии с условно диким фенотипом. Предло-
жены 2 концепции, развивающие эту идею, а именно: 
отсроченная аттенуация и отсроченный лизис бакте-
рий [17, 26, 50, 51].

Соответствующие штаммы характеризуются мо-
дифицированным генотипом, но при этом проявля-
ют условно дикий фенотип в условиях in vivo. Напри-
мер, аттенуированные (ауксотрофные) бактерии 
могут экспрессировать комплементирующий ген под 
индуцируемым промотором типа Р

BAD 
или Р

tet
. Акти-

вация промотора осуществляется в присутствии ара-
бинозы или тетрациклина соответственно. Такие 
бактерии в присутствии индуктора могут размножать-
ся в культуре, где и происходит экспрессия компле-
ментирующего гена. В условиях in vivo концентрация 
индуктора резко снижается, вследствие чего бактерии 
постепенно утрачивают условно дикий фенотип и че-
рез несколько циклов деления становятся аттенуи-
рованными. Такая система отсроченной аттенуации 
недавно была применена для создания штамма саль-
монелл с геном липополисахарида модифицирован-
ной структуры под контролем Р

BAD
. При введении 

в организм животного бактерии с условно диким 
фенотипом индуцировали выраженный иммунный 
ответ, значительно усиливающий противоопухолевый 
эффект по сравнению с бактериями, несущими толь-
ко делецию. Ни одна из мышей не погибла от инфек-
ции, а их состояние лишь кратковременно ухудши-
лось вскоре после введения [17].

Подобным образом в системе отсроченного ли-
зиса синтез клеточной стенки прекращался в отсут-
ствие арабинозы в условиях in vivo [51]. При этом 
бактерии были неспособны вызывать системную 
инфекцию.

Необходимо отметить, что имеется немало опухо-
лей, полностью резистентных к бактериальной тера-
пии, либо эффект достигается частичный и выража-
ется лишь в задержке роста опухоли. В этом 
отношении более реалистичной и многообещающей 
стратегией представляется объединение химиотерапии 
с применением бактериальных средств [52].

Бактерии как средства доставки лекарственных 
препаратов в опухоль
Конструирование штаммов бактерий, предназна-

ченных для адресной доставки лекарственных препа-
ратов в опухоль, представляет собой следующее пер-
спективное направление исследований. В настоящее 
время разрабатываются два методических подхода. 
Согласно первому создаются бактерии, которые про-
дуцируют энзимы, конвертирующие предшественник 
(prodrug) – системно назначаемое неактивное веще-
ство – в активную цитотоксическую форму. Этот спо-
соб терапии требует высокой колонизационной 
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активности бактерий по отношению к опухоли, чтобы 
обеспечить избирательное действие цитостатика.

Была изучена терапевтическая активность таких 
энзимов, как цитозиндезаминаза и нитроредуктаза, 
экспрессируемых в клостридиях или листериях [53, 54]. 
Однако при высокой активности этих ферментов 
в условиях in vitro они не проявили значимого тера-
певтического действия в условиях in vivo. В то же вре-
мя штаммы сальмонелл оказались, по результатам 
доклинических и клинических исследований, эффек-
тивными средствами адресной доставки в опухоли 
таких ферментов, как цитозиндезаминаза или СРG2 
[38, 55].

Второй методический подход предполагает исполь-
зование бактерий, которые в процессе колонизации 
опухолей способны сами продуцировать и секрети-
ровать терапевтически активные субстанции, напри-
мер бактериальные токсины (α-гемолизин [21, 56]), 
рекомбинантные эффекторные белки (mTNF-α, rIL-2 
[57]), малые шпилечные молекулы РНК (shRNA [58, 59]).

Применительно к сальмонеллам разработка стра-
тегии активной доставки проводится по двум перспек-
тивным направлениям. Одно из них – это вышеупо-
мянутый отсроченный лизис. Его преимуществом 
является контролируемый «залповый выброс» лекар-
ственных субстанций. Однако отсроченный лизис 
обеспечивает лишь однократное высвобождение ле-

карственного препарата и не позволяет осуществлять 
продолжительную экспрессию.

Другое направление основано на использовании 
бактериальных систем секреции. В этом случае осу-
ществляют слияние гена лекарственной субстанции 
с сигнальной последовательностью, необходимой 
для доставки через ту или иную систему секреции, 
чтобы обеспечить непрерывное высвобождение ле-
карственной субстанции в опухоль [60]. Предпочте-
ние должно быть отдано индуцируемым промоторам 
или промоторам, специфичным для опухолевой тка-
ни [17, 61, 62].

Заключение
Таким образом, применение бактерий в качестве 

основы для создания средств терапии онкологи-
ческих заболеваний обладает существенными до-
стоинствами, так как обеспечивает возможность 
одновременно прямой доставки и регулируемой 
экспрессии синтеза терапевтических субстанций 
непосредственно в опухолевой ткани. Полученные 
к настоящему времени результаты доклинических 
исследований и первых попыток использования 
бактерий для лечения больных позволяют считать, 
что разработка бактериальных средств терапии рака 
является перспективным направлением экспери-
ментальной онкологии.
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неканоничеСкая активноСтЬ  
ретиноевой киСлоты как воЗмоЖный меХаниЗм 

Формирования реЗиСтентноСти  
ЗлокачеСтвенныХ клеток к ретиноидной тераПии

а. д. еникеев, а. в. комельков, м. е. аксельрод, е. м. чевкина
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Андрей Викторович Комельков komelkov@gmail.com

Ретиноевая кислота (РК) является одним из наиболее функционально значимых внутриклеточных метаболитов витамина А, 
регулирующим важнейшие физиологические процессы, включая дифференцировку клеток, органов и тканей. РК успешно 
применяется в терапии острого промиелоцитарного лейкоза. Препараты на основе РК и других природных и синтетических 
ретиноидов активно разрабатываются для лечения и других онкопатологий, включая различные солидные опухоли. Однако 
применение РК в терапии злокачественных опухолей сильно ограничено быстрым приобретением клетками РК-резистент-
ности. Механизмы формирования устойчивости к РК до сих пор малопонятны, что объясняется, по-видимому, большим 
количеством генов, транскрипция которых прямо или опосредованно регулируется РК, в том числе генов, регулирующих 
активность и метаболизм самой РК. Ситуация дополнительно усложняется сравнительно недавно обнаруженной негеномной, 
или неканонической, активностью РК, которая заключается в нетранскрипционной регуляции ключевых протеинкиназ, 
задействованных в опухолевой прогрессии. Обзор посвящен анализу данных литературы о неканонической активности РК. 
В нем изложены современные представления об основных механизмах, реализующих каноническую геномную активность РК, 
представлены имеющиеся на сегодняшний день сведения об РК-зависимой нетранскрипционной регуляции протеинкиназ 
ERK1 / 2, PI3K / AKT, p38MAPK и PKC, рассмотрены возможные механизмы, реализующие данную активность РК, а также 
значение РК-зависимой активации внутриклеточных сигнальных путей в формированиии РК-резистентности и изменении 
злокачественного потенциала малигнизированных клеток.

Ключевые слова: ретиноевая кислота, неканоническая активность, ядерные рецепторы, протеинкиназа, РК-резистентность
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NoN-CaNoNICal aCTIVITy oF RETINoIC aCId aS a PoSSIBlE MEChaNISM  
oF RETINoId RESISTaNCE IN CaNCER ThERaPy
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Retinoic acid (RA) is one of the most functionally active intracellular metabolites of vitamin A, regulating the key physiological process-
es, including the differentiation of cells, organs and tissues. RA is successfully applied in the treatment of acute promyelocytic leukemia. 
Drugs based on RA and other natural and synthetic retinoids are being actively developed for the treatment of other oncopathologies, 
including various solid tumors. However, the use of RA in the treatment of malignant tumors is restricted by the rapid acquisition of RA-re-
sistance. The mechanisms of RA-resistance formation are still poorly understood, what could be explained apparently by the large num-
ber of genes directly or indirectly being regulated by RA at transcription level, including genes regulating the activity and metabolism of RA 
itself. The situation is further complicated by the relatively recently discovered non-genomic or non-canonical activity of RA, which 
consists in the non-transcriptional regulation of key protein kinases involved in tumor progression. The review is devoted to the analysis 
of published data on non-canonical activity of RA. The review provides a modern view on the main mechanisms implementing the ca-
nonical genomic activity of the RA, presents available information on the RA-dependent non-transcriptional regulation of ERK1 / 2, 
PI3K / AKT, p38MAPK and PKC protein kinases and possible mechanisms mediating this activity as well as potential significance of the 
RA-dependent activation of intracellular signaling pathways in the formation of RA-resistance and the malignant potential of trans-
formed cells.

Key words: Retinoic acid, non-canonical activity, nuclear receptors, protein kinase, RA-resistance
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Введение
Ретиноевая кислота (РК) является первым откры-

тым морфогеном и играет важнейшую роль в эмбрио-
нальном развитии, а также регулирует множество 
системных процессов в организме, включая ремоде-
лирование тканей, различные этапы дифференци-
ровки иммунных клеток и функционирования им-
мунной системы. Внутриклеточные функции РК 
также связаны со стимуляцией дифференцировки, 
проведением апоптотических сигналов и негативной 
регуляцией пролиферации. В клетке РК существует 
в виде нескольких изомеров, наиболее активными 
и представленными из которых являются полностью 
транс-РК (all-trans retinoic acid, ATRA), 9-цис-РК 
и 13-цис-РК. В клетке РК синтезируется из предше-
ственников – ретинола (витамин А) и его эфиров, 
которые окисляются до ретинальдегида ферментами 
ретинолдегидрогеназами (алкогольдегидрогеназы 
ADH1, ADH2, ADH3 и ADH4), а затем до РК фермен-
тами ретинальдегидрогеназами (RALDH1, RALDH2 
и RALDH3). Удаление избытков РК в клетке осущест-
вляется посредством ее катаболизма ферментами 
системы цитохромов, что приводит к образованию 
так называемых полярных метаболитов, которые яв-
ляются физиологически менее активными соединени-
ями. В связи с продифференцировочной активностью 
в контексте канцерогенеза РК играет преимуществен-
но антионкогенную (опухоль-супрессорную) роль. 
Для многих типов опухолей показано, что РК стиму-
лирует дифференцировку, активирует процесс апо-
птоза, снижает способность к неприкрепленному 
росту, подавляет пролиферационную активность и ан-
гиогенез [1]. Все это способствует снижению выжива-
емости опухолевых клеток и роста опухоли. В связи 
с этим в экспериментальной онкологии рассматрива-
ются различные подходы к лечению онкологических 
заболеваний на основе РК, ее природных или синте-
тических аналогов и других ретиноидов. В настоящее 
время предпринимаются попытки использования РК 
для терапии таких нозологических форм, как саркома 
Капоши, плоскоклеточный рак головы и шеи, рак 
шейки матки, рак яичников, нейробластома, и других 
злокачественных опухолей. Наиболее успешно АТRА 
применяется в клинической практике для терапии 
острого промиелоцитарного лейкоза [2, 3]. Однако 
до сих пор использование РК в терапии злокачествен-
ных солидных опухолей сильно ограничено прежде 
всего за счет быстрого приобретения устойчивости 
малигнизированными клетками, а также вследствие 
большого количества побочных эффектов [4].

Транскрипционная активность ретиноевой кислоты 
и молекулярные механизмы ее реализации
Ядерные рецепторы РК. Основным и наиболее 

известным механизмом, посредством которого РК 

оказывает свое действие на клетки, является регуля-
ция транскрипции. Считается, что РК регулирует 
активность более 500 генов (ретиноид-респонсивные 
гены). Функциональная активность РК реализуется 
посредством взаимодействия и активации ее ядерных 
рецепторов (см. рисунок, часть а). Эти белки отно-
сятся к семейству рецепторов стероидных и тире-
оидных гормонов и представляют собой лиганд- 
индуцируемые транскрипционные факторы. Взаимо-
действие с лигандом приводит к активации ядерных 
рецепторов и стимуляции транскрипции генов, в про-
моторе которых имеются определенные последова-
тельности – ретиноид-респонсивные элементы 
(retinoic acid response element, RARE). Основными 
типами рецепторов, связывающих РК, являются бел-
ки RAR (retinoic acid receptor), RXR (retinoid Х 
receptor), а также PPAR (peroxisomal proliferator-
activated receptor). Наиболее эффективным рецепто-
ром РК считается RARα (наибольшая афинность 
связывания c РК), c рецепторами RAR связывается 
транс-РК, а также 9-цис-РК, лигандом RXR являет-
ся 9-цис-РК, которая является биологически менее 
активной формой РК. Среди рецепторов PPAR, 
по-видимому, только изоформа PPARβ / δ способна 
специфически связывать РК. Среди рецепторов RXR 
белок RXRα играет, вероятно, основную роль в пере-
даче сигнала от РК. Экспрессия рецепторов РК ре-
гулируется самими рецепторами (создавая петли 
обратной связи), а также другими рецепторами то-
го же семейства, такими как ERα [5]. Рецепторы RAR, 
как и PPARβ / δ, функционируют в виде гетеродимера 
с белками RXR.  Гетеродимер RAR-RXR взаимодей-
ствует с последовательностью RARE в промоторе 
ретиноид-респонсивных генов. На сегодняшний день 
считается, что в отсутствие лиганда-агониста гетеро-
димер RXR-RAR связан с корепрессорами SMRT 
или NCoR, а также с другими факторами, подавляю-
щими транскрипцию, такими как ДНК-метилтранс-
феразы или деацетилазы гистонов. Связывание с РК 
приводит к изменению конформации в лиганд- 
связывающем домене гетеродимера, что, в свою оче-
редь, приводит к высвобождению из комплекса  
корепрессоров и связыванию коактиваторов транс-
крипции, таких как белки SRC-1, -2 и -3, а также ги-
стоновых ацетилтрансфераз (HAT) или гистоновых 
аргининметилтрансфераз. Это приводит к модифи-
кации гистонов, привлечению РНК-полимеразы II 
и активации транскрипции [1].

Мишени транскрипционной активности РК. Тар-
гетные гены, активируемые РК, включают регулято-
ры транспорта и метаболизма ретиноидов, в том числе 
самой РК, например гены, кодирующие белки, связы-
вающие ретинол (CRBP1 / 2), белки, связывающие РК 
(CRABP1/2), белки катаболизма РК (CYP26A1) и др. 
Среди мишеней РК много представителей генов,  
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кодирующих гормоны (например, гормон роста), 
ферменты, вовлеченные в синтез различных стеро-
идных гормонов (например, EDH17B2), мембранных 
рецепторов, эритропоэтин, рецептор интерлейкина-2 α, 
различные сигнальные белки и белки, регулирующие 
состав внеклеточного матрикса (тканевой активатор 
плазминогена, гены ламинина B1, β3-интегрина и др.). 
Также РК, по-видимому, контролирует экспрессию 
ряда белков, регулирующих важнейшие опухоле- 

ассоциированные сигнальные пути, например NF-κB, 
интерферон γ, трансформирующий ростовой фактор β, 
фактор роста эндотелия сосудов, белки, обладающие 
опухоль-супрессорной активностью, такие как р53 
и AP-2 [3, 6–9]. К мишеням РК-RAR относятся Btg2, 
p53-зависимый ген B-клеточной транслокации, гены 
каспазы-7 (РК-респонсивный ген) и каспазы-9 (опо-
средованная регуляция), а также гены активирующих 
их сериновых протеаз [10, 11]. Также показано 

Внутриклеточная активность ретиноевой кислоты: а – транскрипционная (каноническая) активность РК; б – участие белков, связыва-
ющих РК, в ее доставке к ядерным рецепторам; в – нетранскрипционная (неканоническая) активность РК. Красным цветом отмечены 
РК-зависимые пути активации протеинкиназ ERK1 / 2, AKT и p38MAPK. Пунктиром отмечены гипотетические механизмы. Звездочкой 
отмечено фосфорилирование, PS – фосфатидилсерин

Intracellular activity of retinoic acid: а – transcriptional (canonical) activity of RA; б – participation of RA-binding proteins in RA delivery to the nuclear 
receptors; в – non-transcriptional (noncanonical) activity of RA. The RA-dependent pathways of ERK1 / 2, AKT and p38MAPK protein kinases activation 
are indicated in red. Dotted lines indicate hypothetical mechanisms. Stars indicate phosphorylation, PS – phosphatidylserine
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РК-зависимое уменьшение экспрессии некоторых 
генов, связанное со снижением пролиферации, на-
пример, Birc5 (сурвивин) и Bcl-2 [12]. К другим генам, 
регулируемым РК с помощью активации RAR, отно-
сятся TNF-зависимый белок TRAIL (Tumor necrosis 
factor-related apoptosis-inducing ligand, или Apo-2L), 
C / EBPepsilon (CCAAT / enhancer binding protein)), 
UBE1L (ubiquitin-activating enzyme E1-like protein) 
и др. [13–15]. Есть данные об РК-зависимом усиле-
нии экспрессии фактора транскрипции SOX9 и опу-
холевого супрессора PDCD4 [16, 17]. Экспрессия 
рецептора RARβ также регулируется РК-RARα. Счи-
тается, что этот белок обладает опухоль-супрессорной 
функцией в эпителиальных клетках [18]. В частности, 
показано, что экзогенная экспрессия RARβ приводит 
к РК-зависимому и РК-независимому апоптозу и за-
держке прохождения клеточного цикла [19]. Извест-
но также, что экспрессия RARβ утрачивается 
или эпигенетически подавляется (метилирование 
промотора, компактизация хроматина) на ранних 
стадиях прогрессии в клетках некоторых типов со-
лидных опухолей [20].

Доставка РК к ядерным рецепторам. Внутрикле-
точный транспорт гидрофобной молекулы РК и ее 
доставку к различным типам рецепторов осуществля-
ют белки, принадлежащие к большому семейству 
внутриклеточных липидсвязывающих белков (iLBP, 
intracellular Lipid Binding Proteins). К этому семейству 
относят белки, связывающие РК, CRABP1 и CRABP2 
(Cellular Retinoic Acid Binding Proteins 1 и 2), а также 
белки из группы FABPs (fatty acid binding proteins), 
которые связывают различные жирные кислоты 
и их производные. Среди белков FABP связывать РК 
способен преимущественно FABP5 и со значительно 
меньшей аффинностью – FABP4. Белки iLBP факти-
чески представляют собой ядерно-цитоплазматиче-
ские «шат тлы». В отсутствие лигандов они локализу-
ются в цитоплазме, взаимодействие с лигандами 
вызывает конформационные изменения, приводящие 
либо к от крытию первичной последовательности 
сигнала ядерной локализации, либо к формированию 
третичной пространственной структуры, «узнаваемой» 
как сигнал ядерной локализации (в случае белков 
CRABP) [21, 22]. В любом случае это создает возмож-
ность взаимодействия с α-импортинами, и белки 
iLBP перемещаются в ядро, где связываются с соот-
ветствующим рецептором и «передают» РК (см. рису-
нок, часть б). Соответственно, взаимодействие РК 
с белками iLBP не только предохраняет ее от гидро-
фильной среды, но и опосредует ее внутриклеточные 
функции, доставляя РК соответствующим рецепторам 
и стимулируя их транскрипционную активность. Три 
белка суперсемейства iLBPs: CRABP2, FABP5 
и FABP4 избирательно взаимодействуют с ядерными 
рецепторами RARα, PPARβ / δ и PPARγ соответствен-

но и селективно проводят сигнал от РК к регулируе-
мым ими генам. Несмотря на то, что FABP5 помимо 
РК может связывать и другие лиганды, только взаи-
модействие с РК приводит к его ядерной транслока-
ции и дальнейшему связыванию с рецептором 
PPARβ / δ [23].

Неканоническая (нетранскрипционная) активность 
ретиноевой кислоты
Так называемая негеномная (non-genomic), или 

неканоническая, активность РК обнаружена не так 
давно и заключается в нетранскрипционной актива-
ции регуляторных белков и сигнальных путей, вклю-
чая важнейшие протеинкиназы, известные своим 
участием в канцерогенезе и опухолевой прогрессии. 
Эта активность характеризуется быстрым эффектом 
(коротким временем экспозиции с РК от 5 до 60 мин), 
сохраняется при ингибировании транскрипции и / или 
транскрипционной активности рецепторов РК и осу-
ществляется в цитоплазме или на плазматической 
мембране (ПМ). Так, в ряде работ показана крат-
ковременная РК-зависимая стимуляция протеинки-
наз AKT и ERK1 / 2, не связанная с транскрипцион-
ной активностью ядерных рецепторов RAR. Такой 
эффект показан для клеток А549 немелкоклеточного 
рака легкого (НМРЛ) в двух работах одной группы ав-
торов [24]. В двух работах другого авторского коллек-
тива сходный феномен показан для клеток нейроб-
ластомы SH-SY-5Y [25, 26]. Наконец, в двух работах 
третьей группы исследователей эффект РК в отношении 
нетранскрипционной активации данных киназ проде-
монстрирован на модели эмбриональных стволовых 
клеток (ESC) и клеток карциномы яичника мыши 
(mouse ovarian cancer, MOVCAR), причем на этих моде-
лях впервые показано участие белка CRABP1 в этом 
процессе [27, 28].

Данные указывают на то, что действие РК может 
быть реализовано по принципу, аналогичному дей-
ствию стероидных гормонов, у которых есть ядерные 
рецепторы и активность которых может реализовы-
ваться по 2 основным механизмам, оказывая долго-
временный эффект, возникающий после нескольких 
часов (в среднем после 6 ч) и опосредуемый транс-
крипционной активностью рецепторов, а также крат-
ковременное воздействие, не связанное с транскрип-
ционной активацией.

Однако сходство описанного эффекта РК в ука-
занных работах заключается лишь в демонстрации 
общего феномена неканонической активности 
в отношении активации клеточного сигналинга. 
В остальном данные перечисленных работ очень про-
тиворечивы как в отношении функционального зна-
чения для клетки (дифференцировка и апоптоз или, 
наоборот, стимуляция пролиферации и выживания), 
так и в отношении молекулярных механизмов, 
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опосредующих эту активацию (включая механизмы 
с участием RAR в непосредственной активации 
PI3K / AKT или механизмы, независимые от RAR).

S. D. Persaud и соавт. выявили участие белка CRABP1 
и даже показали, что CRABP1 необходим для RAR-
не зависимой (происходящей в цитоплазме) актива-
ции ERK1 / 2 РК в эмбриональных стволовых клетках 
(ESC) [27]. Авторы обнаружили 2 типа стимуляции 
ERK1 / 2 под воздействием АТRА – краткосрочную 
(при воздействии АТRА на клетки менее 1 ч) и дол-
говременную (более 8 ч). CRABP1 не влияет на долго-
временную активацию, но необходим для реализации 
кратковременной активации ERK1 / 2. Интересно, 
что эта активация не связана ни с ядерными рецеп-
торами РК (что было доказано в экспериментах с по-
давлением их активности), ни с классическим спо-
собом передачи сигнала через мембранные рецепторы. 
Обнаруженная CRABP1-зависимая краткосрочная 
активация ERK1 / 2 приводила к накоплению в ядре 
белка р27, задержке клеточного цикла в G1-фазе 
и снижению пролиферации.

В более поздней работе с использованием той же 
экспериментальной модели этой же группой авторов 
был показан еще один механизм, с помощью кото-
рого РК и синтетические ретиноиды осуществляют 
CRABP1-зависимую нетранскрипционную актива-
цию ERK1 / 2 и стимуляцию апоптоза. В частности, 
ERK1 / 2 способствует активации фосфатазы РР2А, 
которая стимулирует дефосфорилирование р27, 
что в итоге приводит к апоптозу или задержке клеток 
в G1-фазе клеточного цикла. Авторы делают вывод, 
что в отсутствие CRABP1 РК-зависимой активации 
ERK1 / 2 не происходит, как это было показано на 
клетках карциномы яичников мыши [27]. В этом отно-
шении важно отметить, что, по нашим данным, в клет-
ках НМРЛ при отсутствии эндогенной экспрессии 
данного белка эффект РК-зависимой краткосрочной 
активации как ERK1 / 2, так и AKT имеет место и хо-
рошо выражен (линии Н460 и А549) [29]. Этот же эф-
фект для клеток А549 показан и другими авторами [30].

Еще одним белком, активацию которого связы-
вают с нетранскрипционной активностью РК, явля-
ется МАР-киназа р38. РК-зависимая активация р38 
показана двумя группами авторов на клетках рака 
молочной железы MCF7, рака шейки матки HeLa, 
эмбриональных фибробластах мыши MEF и F9 те-
ратокарциномы мыши. В работах одной группы было 
показано, что РК по до сих пор малопонятному ме-
ханизму активирует фосфорилирование р38, что обе-
спечивает работу коактиваторов RAR, участвующих 
в ремоделировании и деконденсации хроматина [31]. 
Согласно позднее предложенному авторами сцена-
рию нетранскрипционная РК-зависимая активация 
р38 является необходимым условием работы самих 
белков RAR и реализации канонической активности 

РК. Активированная киназа р38 фосфорилирует  
киназу MSK1, которая, в свою очередь, фофорилиру-
ет RARα по остатку серина S369, расположенному 
в лиганд-связывающем домене, что позволяет осу-
ществлять связывание белкового комплекса TFIIH 
(Transcription Factor II H) и последующее фосфори-
лирование ос татка серина S77 в N-терминальном 
домене RARα (2-е активирующее фосфорилирование, 
осуществляемое входящей в комплекс циклинзави-
симой киназой cdk7 / cyclin H). Кроме того, MSK1 фос-
форилирует гистон H3 по сайту S10. В итоге каскад 
фосфорилирований, инициированный р38-MSK1, 
обеспечивает транслокацию суперкомплекса RARα / 
 TFIIH к RARE- элементам промоторов таргетных ге-
нов и активирует их транскрипцию. Таким образом, 
например, происходит регуляция экспрессии гена 
CYP26A1. Важно, что опухолевые клетки, в которых 
происходит дерегулирование p38MAPK / MSK1-пути, 
не отвечают на стимуляцию РК. Соответственно, 
РК-резистентные клетки рака молочной железы 
SKBR3, в отличие от чувствительных клеток MCF7, 
характеризовались отсутствием РК-зависимой актива-
ции p38MAPK / MSK1-каскада и усиления экспрессии 
CYP26A1 в ответ на РК [32].

По данным авторов, таким же образом может 
происходить и активация экспрессии RARβ, облада-
ющего опухоль-супрессорными функциями, эпиге-
нетическое подавление которого связывают с РК-ре-
зистентностью. Согласно данным другой работы 
этих же авторов описанные события происходят 
на ПМ. РК стимулирует пул молекул RARα, локали-
зованных в липидных рафтах, к образованию ком-
плекса с заякоренным там белком Gαq (G protein 
alpha), что является необходимым условием актива-
ции р38 в ответ на РК. При этом РК-резистентные 
клетки рака молочной железы (BT474, SKBR3, MDA-
MB453 и MDA-MB361) характеризовались отсутствием 
или снижением активации p38MAPK, а присутству-
ющий на мембранных рафтах RARα не связывался 
с белком Gαq. Эти данные указывают на то, что ак-
тивация р38 может быть важнейшим фактором, опре-
деляющим чувствительность клеток к РК и обеспе-
чивающим ее каноническую активность [33].

В то же время данные других авторов, которые 
также обнаружили эффект РК-зависимой активации 
р38 на клетках MCF7 (и линии острого промиелоци-
тарного лейкоза), с одной стороны, подтверждают 
его отсутствие в РК-резистентных клетках, что ука-
зывает на необходимость активации р38 для прове-
дения канонической активности РК и поддержания 
РК-чувствительности. С другой стороны, авторы 
показали, что РК-зависимая активация р38 приводит 
к негативной регуляции дифференцировки (снижает 
классический эффект РК). Более того, подавление 
РК-зависимой активации р38 не только не усиливало 
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экспрессию ретиноид-респонсивных генов, но и при-
водило к усилению дифференцировки и РК-зави симого 
подавления пролиферации [34]. По данным авторов, 
эффект РК в отношении активации р38 реализо-
вывался посредством RAR-зависимой стимуляции 
малой ГТФазы Rac и сопровождался активностью 
MAPKAPK-2 киназы.

Интересно, что в цитируемой ранее работе по РК-за-
висимой нетранскрипционной активации киназы 
AKT в клетках НМРЛ А549 авторы предполагают 
другой механизм с участием RARα и Rac. Согласно 
этим данным белок RARα изначально не присутству-
ет на ПМ, но транслоцируется туда в ответ на стиму-
ляцию РК, где активирует AKT c последующей акти-
вацией Rac [24]. При этом, как и в предыдущей 
цитируемой работе по активации р38, активация AKT 
приводит к обратному эффекту – блокирует класси-
ческую транскрипционную активность РК, усилива-
ет выживание и инвазивность клеток и стимулирует 
РК-резистентность клеток НМРЛ. Авторы предлага-
ют механизм возникновения РК-резистентности 
клеток НМРЛ в результате неканонической активно-
сти РК, приводящей к нетранскрипционной актива-
ции AKT. Согласно данной модели АТRA связывает 
RARα, стимулируя его транслокацию к ПМ, мембран-
ный RARα рекрутирует и активирует PI3K-AKT-сиг-
нальный комплекс, что приводит, с одной стороны, 
к активации малой ГТФазы Rac и Rac-зависимой 
стимуляции выживания и инвазивной активности, 
с другой – к репрессии трансактивации ядерного RARα 
и подавлению экспрессии RARα-зависимых мишеней 
РК, обладающих опухоль-супрессорной активностью, 
таких как RARβ2 и р53. К сходному результату (сти-
муляция роста, выживания и подвижности клеток) 
приводила и обнаруженная той же группой авторов 
РК-зависимая активация ERK1 / 2, опосредуемая не-
транскрипционной активностью RARα [30]. 

В клетках нейробластомы, одной из двух нозоло-
гий, для которых  был показан эффект РК-зависимой 
нетранскрипционной активации AKT, согласно дан-
ным одних авторов, активация PI3K/AKT-пути так-
же способствовала выживанию клеток и снижению 
их дифференцировки [25]. По данным авторов дру-
гого исследования на тех же клетках нейробластомы, 

РК-зависимая нетранскрипционная активация PI3K/
AKT и ERK1/2 стимулировала дифференцировку [26].

Еще одним механизмом, посредством которого осу-
ществляется негеномная активность РК, является, 
по-видимому, негативная регуляция PKCα, серин-трео-
ниновой киназы, участвующей в регуляции важнейших 
клеточных функций, включая рост, дифференцировку, 
апопотоз и старение, а также активно задействованной 
в опухолевой прогрессии. В нескольких работах показа-
но, что ATRA способна непосредственно и с высокой 
аффинностью связывать данную протеинкиназу [35]. 
Это взаимодействие приводит к подавлению активности 
PKCα in vitro, предположительно за счет конкуренции 
за связывание с фосфатидилсерином, одним из основных 
активаторов данной киназы. Такой эффект РК и других 
ретиноидов может вносить свой вклад в реализацию опу-
холь-супрессорной активности РК, включая подавление 
пролиферации и стимуляцию дифференцировки [36]. 
На рисунке (часть в) схематично представлены основные 
мишени нетранскрипционной активности РК и пути 
их активации / подавления.

Заключение
Как видно из представленных данных (а это прак-

тически вся имеющаяся информация по этому вопро-
су), ситуация с РК-зависимой нетранскрипционной 
активацией важнейших регуляторных сигнальных путей 
очень малопонятна и противоречива как в отношении 
молекулярных механизмов, так и в отношении эффек-
та на свойства злокачественных клеток и на формиро-
вание РК-резистентности. Возможно, это объясняется 
очень ограниченным числом экспериментальных мо-
делей и отсутствием (за редким исключением) сравне-
ния РК-чувствительных и РК-резистентных клеток 
в отношении неканонической активности РК. Кроме 
того, представляется важным исследовать, насколько 
эффект неканонической  активности РК в отношении 
различных киназ присутствует одновременно в одних 
и тех же клетках. Очевидно, что нетранскрипционная 
активация важнейших сигнальных путей может играть 
важную роль в реализации активности РК, а также в ре-
гуляции чувствительности / резистентности клеток к РК 
как терапевтическому агенту, что требует дальнейшего 
подробного изучения.
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Несмотря на недавние достижения таргетной и иммунной терапии, 5-летняя общая выживаемость при постановке диагноза 
меланомы на III–IV стадии составляет 50 и 10–20 % соответственно. Cовременные биомаркеры меланомы, которые 
используются в клинической практике, не обладают достаточной эффективностью при ранней диагностике и оценке 
прогноза. В последнее десятилетие циркулирующие микроРНК (миРНК) все чаще стали рассматриваться в качестве иде-
альных биомаркеров меланомы. В данной статье представлены особенности биогенеза миРНК, а также приведен критический 
обзор циркулирующих миРНК как перспективных диагностических и прогностических биомаркеров меланомы.
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Despite recent advances in targeted and immune therapy, 5-year overall survival in stages III–IV of melanoma is 50 and 10–20 %, 
respectively. Modern melanoma biomarkers, which are used in clinical practice, are not sufficiently effective for early diagnosis and 
prognosis assessment. In the last decade, circulating microRNAs (miRNAs) have come to be regarded as “ideal” melanoma biomarkers. 
This article presents the characteristics of miRNA biogenesis, as well as provides a critical review of circulating miRNAs as promising 
diagnostic and prognostic melanoma biomarkers.

Key words: microRNA, melanoma, circulating biomarkers, carcinogenesis

Введение
За последние 20 лет понимание молекулярных 

основ развития и прогрессирования меланомы вы-
росло в геометрической прогрессии. Меланома – кли-
нически разнообразное и молекулярно гетерогенное 
заболевание, имеющее большое количество перспек-

тивных диагностических и прогностических биомаркеров 
различных классов, а также потенциальных мишеней 
для воздействия лекарственных агентов [1].

Несмотря на недавние достижения таргетной 
и иммунной терапии, 5-летняя общая выживаемость 
при постановке диагноза меланомы на III–IV стадии 
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составляет лишь 50 и 10–20 % соответственно [2]. 
Cовременные биомаркеры меланомы, которые исполь-
зуются в клинической практике для диагностики 
и оценки эффективности лечения, не обладают доста-
точной эффективностью. Например, высокий уровень 
лактатдегидрогеназы в сыворотке крови пациентов 
с меланомой указывает на текущее (не на прогнозиру-
емое) прогрессирование заболевания а концентрация 
кальций-связывающего белка S100B резко увеличена 
лишь на III–IV стадии [3–5]. Это создает острую необ-
ходимость поиска новых циркулирующих биомаркеров, 
которые бы позволили выявлять меланому на ранних 
стадиях, прогнозировать риски прогрессирования за-
болевания и определять оптимальный вариант лечения.

В последнее десятилетие особое внимание сосредо-
точено на небольших некодирующих последо-
вательностях РНК–микроРНК (миРНК), которые вли-
яют на экспрессию большого числа генов и являются 
важными регуляторами многих клеточных процессов: 
пролиферации, дифференцировки, регенерации, мигра-
ции, апоптоза. По данным мировой литературы, миРНК 
имеют стабильный уровень в сыворотке крови, устойчи-
вы к разрушению РНКазой и другими ферментами, об-
ладают высокой специфичностью и чувствительностью, 
поэтому претендуют на роль идеальных биомаркеров [1]. 
В данной статье представлены особенности биогенеза 
миРНК, а также приведен критический обзор циркули-
рующих миРНК как перспективных диагностических 
и прогностических биомаркеров меланомы.

Биогенез, функции и внеклеточный транспорт 
микроРНК
МиРНК представляет собой группу небольших 

(19–25 нуклеотидов) белок-некодирующих последо-
вательностей РНК, которые регулируют экспрессию 
генов на посттранскрипционном уровне. С момента 
открытия Y. Lee и соавт. 1-й миРНК в 1993 г. у нема-
тоды Caenorhabditis elegans число новых молекул уве-
личивается ежегодно в десятки и сотни раз [6]. Со-
гласно базе данных miRBase, 38 589 зрелых миРНК 
зарегистрировано у 271 вида. Известно, что в геноме 
человека кодируется 2661 миРНК, которые регули-
руют работу около 30 % генов [1].

Основные функции миРНК – связывание с опре-
деленной последовательностью мРНК и нарушение 
процесса трансляции, что приводит к изменению 
или предотвращению синтеза белка [7]. Развитие тех-
нологий секвенирования позволило определить, что 
посттранскрипционный контроль экспрессии генов 
осуществляется при участии белков Argonaute (AGO). 
МиРНК являются наиболее хорошо охарактеризован-
ными AGO-ассоциированными посттранскрипцион-
ными регуляторами, которые следуют по специфи-
ческому пути биогенеза с участием ферментов 
комплекса Drosha / DGCR8 и Dicer [8, 9].

Рассмотрим более подробно биогенез миРНК, 
представленный на рисунке. Молекулы-предшест-
венники миРНК (pri-miRNAs) транскрибируются 
в ядре с их родственных генов. Как только миРНК 
транскрибируется, она подвергается дальнейшему 
процессингу, чтобы стать зрелой миРНК [10]. Итак, 
pri-miRNAs расщепляют ся ферменами Drosha 
и DGCR8 с образованием 60–70 нуклеотидных пред-
шественников миРНК  (pre-miRNAs) [10, 11]. Далее 
pre-miRNAs транспортируют ся в цитоплазму с помо-
щью Exportin-5 при участии регулятора нуклеоцито-
плазматического транспорта – Ran-GTP. В цитоплаз-
ме pre-miRNA расщепляются ферментом Dicer, 
в результате чего образуется небольшой миРНК-ду-
плекс [12–14]. Одна из цепей дуплекса является на-
правляющей и далее из нее будет образована зрелая 
миРНК. Направляющая цепь миРНК взаимодейству-
ет с белком ARGO2, который является каталитиче-
ским компонентом RNA-induced silencing complex 
(RISC). Впоследствии другая комплементарная цепь 
исключается из комплекса [15].

Биогенез миРНК (адаптировано из [1])

miRNA biogenesis (adapted from [1])
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Зрелая миРНК направляет RISC к специфиче-
ским мишеням на мРНК. Следует отметить, что толь-
ко зрелая миРНК способна обеспечить распознава-
ние в мРНК последовательности, которая была бы 
комплементарна ключевой последовательности (seed 
sequence) миРНК [10]. Посадка RISC-комплекса на 
мРНК-мишень происходит по правилу спаренных 
оснований Уотсона–Крика, инициируя подавление 
экспрессии генов либо через механизм подавления 
трансляции, либо путем деградации мРНК. Было 
доказано, что степень комплементарности последо-
вательностей между миРНК и мишенью на мРНК 
определяет механизм подавления: достаточная (почти 
идеальная) комплементарность приводит к деграда-
ции мРНК, а недостаточная (несовершенная) при-
ведет к подавлению трансляции [16]. Из-за неабсо-
лютного соответствия последовательности между 
миРНК и мишенью 1 миРНК может подавлять боль-
шое количество прямых генов-мишеней, а 1 мРНК 
может регулироваться несколькими миРНК [17].

Почему же циркулирующие миРНК рассматри-
ваются в качестве идеальных биомаркеров? МиРНК, 
как и многие другие опухолевые биомаркеры, также 
появляются в кровотоке после апоптоза или некроза 
опухолевых клеток, но данный путь не является ос-
новным. В кровотоке миРНК обычно инкапсулиро-
ваны и циркулируют в комплексе с липидными ча-
стицами, образуя экзосомы. Также молекулы миРНК 
в системном кровотоке часто связаны с различными 
защитными белками – AGO2 или нуклеофозмином. 
Именно поэтому циркулирующие миРНК стабильны, 
не разрушаются в кровотоке и имеют период полу-
распада до 24 ч [18].

В кровотоке миРНК присутствуют в чрезвычайно 
низких концентрациях, но достаточных для обнару-
жения с использованием стандартной методики ко-
личественной полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени [1]. Можно выделить несколько 
причин, приводящих к количественным и качествен-
ным различиям в экспрессии специфических миРНК 
у пациентов с меланомой по сравнению с контрольной 
группой. Во-первых, это связано с увеличением экс-
прессии миРНК, обычно онкогенных, опухолевыми 
клетками и / или, напротив, с уменьшением экспрессии 
миРНК (как правило, онкосупрессорных). Во-вторых, 
не только опухолевые клетки высвобождают миРНК. 
Такое свойство также установлено у Т-лимфоцитов 
и других представителей опухолевого микроокруже-
ния, поэтому выделение миРНК в кровоток происхо-
дит постоянно, не прерывисто [19]. Выдвинута гипо-
теза, что такое сложное взаимодействие миРНК 
с различными клетками может являться формой меж-
клеточной коммуникации, хотя механизмы, посред-
ством которых определенные миРНК секретируются 
и поглощаются, остаются неизвестными.

Циркулирующие микроРНК  
как диагностические маркеры меланомы
Недавние исследования сообщают о значительном 

изменении профиля экспрессии миРНК в сыворотке 
и плазме крови пациентов с меланомой по сравнению 
с контрольной группой. Исследовательская группа 
под руководством P. Leidinger в 2010 г. была одной из пер-
вых, которая оценила экспрессию более 900 миРНК у 24 
пациентов с меланомой по сравнению с 20 здоровыми 
людьми [20]. Использовав методику микрочипирования 
и последующей количественной полимеразной цепной 
реакции в реальном времени, авторы идентифицирова-
ли 21 миРНК, уровень которых при меланоме снижен, 
и 30 миРНК, уровень которых повышен. Авторы указа-
ли, что использование диагностической сигнатуры из 16 
миРНК (let-7d, миРНК-186, -18a, -145, -99a, -664, -501-
5p, -378, -9c, -1280, -365, -1249, -328, -422a, -30d и -17) 
позволяет с 95 % специфичности и 98,9 % чувствитель-
ности выявить пациентов с меланомой. Необходимо 
отметить, что треть пациентов имели IV стадию заболе-
вания, и данная сигнатура не может быть использована 
при ранней диагностике, но данное исследование про-
демонстрировало перспективность изучения миРНК 
как будущих диагностических биомаркеров. Существует 
большое количество аналогичных исследований, срав-
нивающих экспрессию миРНК у пациентов с меланомой 
I–IV стадии и здоровой контрольной группой [21–23]. 
Авторами было выделено большое количество молекул 
миРНК, экспрессия которых имела статистически зна-
чимую разницу между группами, но эти данные пред-
ставляют больше научный интерес и не могут быть ис-
пользованы в повседневной клинической практике.

Сравнение профиля циркулирующих миРНК 
при I–II, III–IV стадии меланомы и здоровой груп-
пой – следующий этап изучения диагностических 
миРНК. C. Margue и соавт., исследовав 1066 молекул 
миРНК (n = 126) с использованием количественной 
полимеразной цепной реакции в реальном времени, 
определили, что экспрессия миРНК-204-5p, -182-5p, 
-301a-3p, -200c-3p, -28-5p, -27a-3p, -197-3p и -374a-5p 
понижена у пациентов с меланомой I–IV стадии 
по сравнению с контрольной группой, а экс прессия 
миРНК-193b-3p, -720, -205-5p, -126-5p, -211-5p, 
-720, -206, -550a-3p, -627-5p и -629-5р, напротив, 
повышена [22]. Вместе с тем они определили, что 
миРНК-301-3p, -200c-3p,-126-5p, -374a-5p и -211-5p 
являются потенциальными биомаркерами меланомы 
I–II стадии, а остальные миРНК могут быть исполь-
зованы только для диагностики меланомы III–IV стадии. 
В других исследованиях были установлены особенности 
экспрессии миРНК-200с-3р, -29с-5р, -324-3р у пациен-
тов с меланомой III–IV стадии по сравнению со здоровой 
контрольной группой [23–25]. При III–IV стадии 
меланомы 5-летняя общая выживаемость составля-
ет 10–50 %, выбор лечебных методик ограничен, 
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поэтому перспективен поиск миРНК как диагностических 
маркеров I–II стадии. К сожалению, на сегодняшний день 
не выделены специфичные молекулы миРНК, которые 
могут быть эффективно использованы для ранней ди-
агностики меланомы.

Особый интерес представляют работы по сравне-
нию профиля экспрессии миРНК меланомы и до-
брокачественных невусов. В 2010 г. в исследовании 
I. Satzger и соавт. были идентифицированы 3 миРНК 
(миРНК-15b, -210 и -34a), которые могут быть исполь-
зованы при дифференциальной диагностике меланомы 
и меланоцитарного невуса [26]. Уровень миРНК-15b 
и -210 был повышен при меланомах по сравнению 
с доброкачественными невусами, в то время как уро-
вень миРНК-34a понижен. Кроме того, в 2012 г. Y. Xu 
и соавт. определили, что миРНК-203, -205 значитель-
но активированы при злокачественной меланоме 
по сравнению с доброкачественными невусами [27]. 
Далее, в 2013 г. J. Kozubek и соавт. пришли к выводу, 
что уровень экспрессии миРНК-203, -204-5p, -205-5p, 
-211-5p, -23b-3p, -26a-5p и -26b-5p значительно сни-
жен при меланоме по сравнению с доброкачествен-
ными невусами (n = 101) [28]. Эта тема заслуживает 
дальнейшего изучения, так как клиническая и гисто-
логическая дифференциальная диагностика мелано-
мы и диспластического невуса часто осложнена, а по-
явление дополнительной опции неинвазивной 
диагностики позволило бы уточнить результат.

В настоящее время только в одном исследовании 
изучен экзосомально-ассоциированный пул миРНК 
у пациентов с меланомой. E. Alegre и соавт. проде-
монстрировали, что уровень миРНК-125b был зна-
чительно снижен в сывороточных экзосомах паци-
ентов с прогрессирующей меланомой по сравнению 
с больными меланомой без прогрессирования и здо-
ровыми людьми [29]. Однако не было обнаружено раз-
личий при сравнении уровней сывороточной миРНК 
в данных группах. Важно, что в другом исследовании 
под руководством S. Achberger показано, что уровни 
миРНК-125b в плазме повышены у пациентов с уве-
альной меланомой по сравнению со здоровой кон-
трольной группой, причем уровень миРНК-125b 
при метастазировании выше, чем при ранних стади-
ях [30]. Необходимо отметить, что плазма и сыворот-
ка имеют разные профили экспрессии миРНК, что, 
возможно, связано с различной чувствительностью 
к условиям экстракции во время приготовления сы-
воротки / плазмы или обогащения экзосом.

Циркулирующие микроРНК как прогностические 
маркеры меланомы
На сегодняшний день для идентификации цир-

кулирующих миРНК как прогностических биомар-
керов меланомы было предпринято уже несколько по-
пыток разными группами ученых.  Обнаружение таких 

биомаркеров позволило бы разделить пациентов на груп-
пы высокого и низкого риска рецидива после хирурги-
ческого лечения меланомы. N. H. Fleming и соавт. в 2015 г. 
продемонстрировали, что уровни миРНК-150, -15b, -425 
и -30d в сыворотке крови повышаются с увеличением 
стадии меланомы [31]. Оказалось, что сигнатура из этих 
4 миРНК совместно с оценкой стадии позволяет эффек-
тивно выявлять рецидивы меланомы и стратифициро-
вать с высокой чувствительностью пациентов на группы 
высокого и низкого риска рецидивов (RFS p <0,001, 
общая выживаемость p = 0,005). Авторами достоверно 
установлено, что уровень миРНК-15b в сыворотке зна-
чительно увеличен после случившегося рецидива 
по сравнению с дорецидивными показателями (р <0,001).

Группа ученых под руководством E. B. Friedman 
в 2012 г. при исследовании более 300 миРНК иденти-
фицировали сигнатуру из 5 молекул (миРНК-150-5p, 
-15b-5p, -199a-5p, -33a-5p и -425-5p), которые могут 
быть использованы для стратификации пациентов 
на группы высокого и низкого риска со значительной 
разницей безрецидивной выживаемости как в когор-
те обнаружения (n = 80), так и валидации (n = 50) 
(p = 0,0036, p = 0,0093 соответственно) [32]. Как 
и в ис следовании N. H. Flieming и соавт., уровень 
миРНК-150-5p был повышен в сыворотке пациентов 
с меланомой высокого риска рецидива, а уровень 
сывороточной миРНК-15b-5p, напротив, был пони-
жен в данной группе пациентов [31].

Оценка уровней миРНК в сыворотке крови па-
циентов с целью прогноза и мониторинга процесса 
метастазирования является заманчивой идеей, так 
как на IV стадии 5-летняя общая выживаемость со-
ставляет <15 % из-за высокой устойчивости опухоли 
к химиолучевой терапии [33, 34]. D. Hanniford и соавт. 
в 2015 г. продемонстрировали снижение экспрессии 
миРНК-382 и -516b, которые подавляли инвазию 
in vivo и метастазирование in vitro, в агрессивных пер-
вичных меланомах по сравнению с неагрессивными 
(95 % доверительный интервал – 25,6–50,2;  
миРНК-382: 19,5, 95 % доверительный интервал – 
12,2–26,9, р = 0,009; миРНК-516b: 12,5, 95 % дове-
рительный интервал – 7,7–17,4, р <0,001, t-критерий 
Стьюдента) [35]. В исследовании G. Saldanha и соавт. 
2016 г. определена прогностическая роль миРНК-10b: 
экспрессия миРНК-10b была в 3,7 раза выше у паци-
ентов с метастатическим заболеванием по сравнению 
с контрольной группой (р = 0,005) [36]. M. Qi и соавт. 
в 2014 г. обнаружили, что миРНК-146, -27, -877 и -186 
дифференциально экспрессированы при метастати-
ческих меланомах (контрольная группа – неметаста-
тическая меланома кожи) (р <0,05) [37].

V. Armand-Labit и соавт. в 2016 г. представили 
многообещающий прогностический показатель, 
 обнаружив, что миРНК-1246 и -185 достоверно 
 ассоциированы с метастатической меланомой 
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с чувствительностью 90,5 % и специфичностью 89,1 % 
[38]. L. Cui и соавт. обнаружили, что  миРНК-301a ак-
тивируется при метастатической меланоме, что кор-
релирует с плохим прогнозом [39]. И наоборот, по-
давление экспрессии опухолевого супрессора 
меланомы миРНК-365 в исследовании под руковод-
ством J. Bai и соавт. коррелировало с метастазирова-
нием в лимфатические узлы и клинической стадией 
заболевания [40].

Заключение
Заболеваемость меланомой с каждым годом рас-

тет во всем мире и, несмотря на разработку новых 
методов лечения, резистентность к терапии также 

увеличивается. В данной статье мы описали слож-
ность биогенеза миРНК при меланоме, доказали, что 
данные молекулы играют решающую роль в канцеро-
генезе. Уже сделаны первые шаги в изучении миРНК 
как перспективных диагностических и прогностиче-
ских биомаркеров, но данные неполные и часто про-
тиворечивые. Важно повторить эти исследования 
после разработки серии стандартизированных эта-
лонных процедур для количественного определения 
циркулирующих миРНК, чтобы обеспечить воспро-
изводимость полученных результатов. Только тогда 
некоторые из описанных миРНК могут быть исполь-
зованы в клинической практике при ранней диагно-
стике, оценке прогноза и эффективности.
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ЭкСПерименталЬная моделЬ иммУнотераПии 
ретиноБлаСтомы

т. л. Ушакова1, 2, и. С. долгополов1, З. а. Соколова1, Г. З. чкадуа1, н. С. титов3, Ю. м. Букреев1,  
Ю. а. Серов1, о. в. Горовцова1, д. а. Булетов1, н. а. козлов1, в. Г. Поляков1, 2, 3

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115478 Москва, Каширское шоссе 24; 

2ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России; 
Россия, 123242 Москва, ул. Баррикадная 2; 

3ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н. И. Пирогова» Минздрава 
России; Россия, 117997 Москва, ул. Островитянова 1

Контакты: Татьяна Леонидовна Ушакова ushtat07@mail.ru

Введение. Внутриглазные опухоли, плохо поддающиеся химиотерапевтическому воздействию, являются основной причиной 
удаления глаза при попытках органосохраняющего лечения.
Цель исследования – поиск новых эффективных и безопасных органосохраняющих методов лечения интраокулярной рефрак-
терной и рецидивной ретинобластомы (РБ).
Материалы и методы. В исследование были включены самки кроликов породы шиншилла. В правый глаз каждому животно-
му интравитреально была имплантирована клеточная линия WERI-Rb-1 (РБ человека). Левый глаз оставался интактным. 
После получения устойчивого интраокулярного роста РБ и его пролонгации в пораженный и в контрольный глаз К1 интра-
витреально были введены человеческие цитотоксические лимфоциты (ЦТЛ) в концентрации 1 × 10 6 в 0,1 мл суспензии, 
а К2 – 5 × 106 в 0,1 мл соответственно.
Результаты. Гистологическое исследование удаленных правых глаз животных подтвердило наличие узлового разрастания 
злокачественной мелкокруглоклеточной опухоли на границе сосудистой и сетчатой оболочек (эпицентр в сосудистой обо-
лочке) на задней стенке глаза. Отмечена скудная лимфоидная инфильтрация без признаков лечебного патоморфоза. В левых 
удаленных глазах животных отмечена сохранность гистологических структур глазного яблока без дистрофических измене-
ний клеток сетчатой и сосудистой оболочек. В области лимба ‒ единичный микроочаг лимфогистиоцитарного инфильтрата 
(без элементов опухоли). В сосудистой оболочке ‒ единичные рассеянные лимфоциты.
Заключение. Непродолжительный период наблюдения за ростом опухоли не позволил сделать выводы об эффективности 
человеческих ЦТЛ, но используемые в эксперименте концентрации ЦТЛ не привели к дистрофическим изменениям клеток 
сетчатки и сосудистой оболочки глаза, что является важным фактором в преодолении токсичности предлагаемой адоп-
тивной иммунотерапии. На следующем этапе мы детально изучим цитотоксическое воздействие на здоровые структуры 
глаза и эффективность человеческих ЦТЛ на большем количестве пораженных опухолью глаз кроликов, применяя различные 
концентрации и кратность введения.

Ключевые слова: ретинобластома, экспериментальное органосохраняющее лечение, адоптивная интравитреальная иммуно-
терапия
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EXPERIMENTal IMMuNoThERaPy ModEl oF RETINoBlaSToMa

Т. L. Ushakova1, 2, I. S. Dolgopolov1, Z. A. Sokolova1, G. Z. Chkadua1, N. S. Titov3, Yu. M. Bukreev1, Yu. A. Serov1,  
О. V. Gorovtsova1, D. A. Buletov1, N. A. Kozlov1, V. G. Polyakov1, 2, 3

1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia; 

2Russian Medical Academy of Continuous Professional Education of the Ministry of Health of Russia;  
2 Barricadnaya St., Moscow 123242, Russia; 

3Pirogov Medical University of the Ministry of Health of Russia, 1 Ostrovityanova St., Moscow 117997, Russia

Introduction. The main reason for enucleation of the eye when attempting organ-preserving treatment are intraocular tumors that do not 
respond well to chemotherapy.
Purpose. The aim of the study was to find new effective and safe organ-preserving methods of treatment of intraocular refractory and 
recurrent retinoblastoma (RB).
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Введение
Наличие отсевов при запущенной форме интра-

окулярной ретинобластомы (РБ) резко ограничива-
ет возможности сохранения глаза [1, 2]. Системная 
химиотерапия часто не способна воздействовать 
на опухолевые отсевы на сетчатке и в стекловидном 
теле – минимальный ответ на химиотерапию частич-
но обусловлен устойчивостью отсевов опухоли  
к химиотерапии или аваскулярными участками в по-
лости стекловидного тела и субретинальном про-
странстве, что затрудняет адекватное проникновение 
доставляемых лекарств [1, 3–6]. Дополнительное 
назначение к первичному лечению интравитреаль-
ной химиотерапии с целью повышения биодоступ-
ности химиопрепаратов демонстрирует впечатляю-
щий контроль над отсевами опухоли в стекловидном 
теле, а также субретинальными отсевами и рециди-
вирующими опухолями сетчатки с минимальными 
осложнениями [3‒9]. Лечение мелфаланом широко 
используют в качестве интравитреальной химиоте-
рапии, несмотря на его высокую токсичность, 
при этом общая органная выживаемость достигает 
68 % [3‒5, 7]. С различной степенью успеха исполь-
зованы такие препараты, как топотекан и метотре-
ксат. Комбинация топотекана и мелфалана является 
оптимальной для рефрактерных и рецидивирующих 
отсевов или опухолей сетчатки [6, 8–13]. Тем не ме-
нее, несмотря на разработанные схемы дополнитель-
ной интравитреальной химиотерапии, у ряда паци-
ентов наблюдается сбой, опухоль на лечение 
не отвечает, что приводит к энуклеации глаза [3–7, 
10]. Это подчеркивает необходимость разработки 
альтернативных методов органосохраняющего ле-
чения детей с резидуальной болезнью и внутриглаз-
ными рецидивами, оценки эффективности и безо-
пасности применения локальной адоптивной 
иммунотерапии, возможности которой активно 

изучаются с конца 1990-х годов, когда была убеди-
тельно продемонстрирована ее эффективность в ле-
чении пациентов с меланомой и немелкоклеточным 
раком легкого [14, 15].

Цель исследования ‒ создание надежных жизне-
способных гетеротрансплантированных моделей 
человеческой РБ у кроликов для определения эф-
фективности адоптивной иммунотерапии в виде 
человеческих цитотоксических лимфоцитов (ЦТЛ) 
в контроле над опухолями сетчатки и их отсевами.

Материалы и методы
дизайн исследования. В экспериментальное ис-

следование включены 2 лабораторных животных – 
кролики-самки породы шиншилла. В работе исполь-
зованы методы: офтальмологическая диагностика 
с применением мидриатической ретинальной каме-
ры с фотоархивом, культивирование и имплантация 
лабораторным животным клеточной линии РБ чело-
века и человеческих ЦТЛ, а также выполнение эну-
клеации глаз с последующим гистологическим ис-
следованием.

критерии соответствия – доступность для иссле-
дователя всех требуемых клинических и лабораторных 
данных животных, включенных в исследование.

Критерии включения:
• здоровые кролики-самки породы шиншилла 

с массой тела не менее 3500 г;
• отсутствие органных дисфункций.

Критерий исключения:
• Выраженное истощение лабораторных живот-

ных.
Условия проведения. С 1-го дня исследования 

и до его окончания лабораторных животных содер-
жали в условиях вивария Национального медицинско-
го исследовательского центра онкологии им. Н. Н. Бло-
хина Блохина (НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина) 

Materials and methods. The study included female chinchilla rabbits. The cell line of human RB was intravitreally inserted into the right 
eye of each animal. The left eye was a control. After obtaining a stable intraocular growth of RB and prolongation of the growth of RB, 
human cytotoxic lymphocytes (CTL) were intravitreally injected into the affected and control eye K1 at a concentration of 1 × 106 in 0.1 ml 
suspension and K2 – 5 × 106 in 0.1 ml, respectively.
Results. Histological examination of the removed right eyes in animals confirmed the presence of nodal growth of malignant small-cell 
tumor on the border of the vascular and retinal membranes (epicenter in the choroid) on the posterior wall of the eye. There was scant 
lymphoid infiltration, without signs of therapeutic pathomorphosis. In the removed animal»s left eyes there is a preservation of histolog-
ical structures of the eyeball, without dystrophic changes in the cells of the retina and vascular membranes. In the area of limb unit mi-
crocap lymphohistiocytic infiltration (with no elements of the tumor). In the choroid single scattered lymphocytes. 
Conclusion. A short period of observation of the tumor did not allow conclusions about the effectiveness of CTL, but the concentrations of 
CTL used in the experiment did not lead to dystrophic changes in retinal cells and the choroid of the eye, which is an important factor in 
overcoming the toxicity of the proposed adoptive immunotherapy. At the next stage of the experiment, in our opinion, it is necessary to 
study in more detail the cytotoxic effect on healthy structures of the eye and the effectiveness of CTL in a larger number of affected rabbit 
eyes, using their different concentrations and multiplicity of administration.

Key words: retinoblastoma, experimental organ-preserving treatment, adoptive intravitreal immunotherapy
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с наличием экструдированных кормов и свободного 
доступа к воде. Исследование было проведено сотруд-
никами НИИ детской онкологии и гематологии, НИИ 
экспериментальной диагностики и терапии опухолей, 
НИИ клинической онкологии НМИЦ онкологии 
им. Н. Н. Блохина.

Продолжительность исследования. В исследование 
были включены 2 кролика (К1 и К2) − самки породы 
шиншилла в период с 18.06.2018 по 02.08.2018. 
До 18.06.2018 лабораторных животных выдерживали 
в карантине в течение 2 нед.

Результаты
Создание модели внутриглазной опухоли (рБ чело-

века) в стекловидном теле глаз кролика породы шиншил-
ла. Цель − добиться устойчивого роста внутриглазной 
РБ. Иммуносупрессию осуществляли ежедневными 
внутримышечными инъекциями циклоспорина A 
(CsA; Sandimmune 50 мг / мл; Novartis Pharma, Basel, Swit-
zerland). Доза циклоспорина A составляла 15 мг / кг / сут 
в течение 3 дней (начало иммуносупрессии ‒ 18.06.2018) 
до имплантации клеточной линии человеческой РБ 
в глаз (дата имплантации ‒ 21.06.2018) и на протяже-
нии последующих дней до устойчивого роста опухоли 
(дата устойчивого роста опухоли ‒ 12.07.2018). Во вре-
мя наблюдения за животными ежедневно оценивались 
признаки токсичности циклоспорина А, такие как ги-
пертрофия десен, слюнотечение, диарея и снижение 
массы тела.

WERI-Rb-1 (РБ человека из ATCC-коллекции, 
США) была предоставлена лабораторией экспери-
ментальной диагностики и биотерапии опухолей 
НИИ экспериментальной диагностики и терапии 
опухолей НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина. Клет-
ки культивировали в среде RPMI-1640 с 10 % эмбрио-
нальной телячьей сывороткой с добавлением L-глу-
тамина, 10 мм HEPES, 1,0 мм пирувата натрия, 
антибиотика в инкубаторе при 37 °C; 5 % CO

2
. Плот-

ность клеток суспензионной культуры WERI-Rb-1 со-
ставляла 2 × 106 клеток / мл.

На 3-е сутки после иммуносупрессии животным 
К1 и К2 в стекловидное тело правого глаза (интрави-
треально) были имплантированы клетки WERI-Rb-1 
в концентрации 3 × 106 клеток / мл в объеме 0,1 мл. 
Левый глаз интактный – контрольный.

21.06.2018 ввели интравитреально в правый глаз 
К1 и К2 по 0,1 мл клеток WERI-Rb-1 в концентрации 
3 × 106 клеток / мл. Повторное интравитреальное вве-
дение 0,1 мл клеток WERI-Rb-1 в концентрации 
5 × 106 клеток / мл проведено 05.07.2018 одному из жи-
вотных (К1) в правый глаз в связи с отсутствием вну-
триглазного роста опухоли.

Контроль за состоянием глаз кроликов после им-
плантации клеточной линии РБ человека осущест-
вляли еженедельно, используя ретинальную камеру 

с архивированием фотографий глазного дна обоих 
глаз.

Генерация цитотоксических т-лимфоцитов. Ден-
дритные клетки (ДК) и цитотоксические Т-лимфоци-
ты культивировали в среде RPMI1640, содержащей 2 % 
сыворотки / плазмы человека (IV группы крови), глу-
тамин (2 мМ), гентамицин (40 нг / мл), HEPES-буфер 
(10 мМ), β-меркаптоэтанол (50 мкМ). Клетки культи-
вировали в термостате при 37 °С и 5 % СО

2
. Для полу-

чения человеческих ЦТЛ проводили совместное куль-
тивирование лимфоцитов периферической крови 
с аллогенными ДК. Из 20 мл цельной гепаринизиро-
ванной крови донора выделяли обогащенную фракцию 
лимфоцитов, определяли количество клеток и вноси-
ли на чашку Петри (D = 60 мм) 5 × 106 лимфоцитов 
в 5 мл полной культуральной среды. К лимфоцитам 
добавляли 0,5 × 106 аллогенных ДК и совместно куль-
тивировали в течение 5−7 дней. Далее проводили по-
вторную стимуляцию лимфоцитов аллогенными ДК, 
при этом культуру лимфоцитов переносили в новую 
чашку Петри (D = 100 мм) и доводили объем культу-
ральной среды до 10 мл. Затем, через 2−3 дня, проли-
ферирующие лимфоциты переносили в культуральный 
флакон (75 см2) и добавляли 1,5 × 106 аллогенных ДК, 
а также интерлейкин-2 (конечная концентрация ‒ 
100 МЕ / мл), объем среды доводили до 30 мл. После-
дующие рестимуляции проводили через каждые 2−3 дня, 
внося в культуру ЦТЛ аллогенные ДК и интерлейкин-2, 
при этом пролиферирующую популяцию лимфоцитов 
разводили культуральной средой в 3 раза. На последних 
этапах генерации ЦТЛ рестимуляцию проводили 
без аллогенных ДК, добавляя в культуральную среду 
только интерлейкин-2. Качество цитотоксических 
Т-лимфоцитов оценивали при помощи проточной ци-
тофлуориметрии. Для этого исследовали экспрессию 
поверхностных и внутриклеточных антигенов: CD3, 
CD4, CD8, NKG2D, HLA-DR, Perforin, Granzyme B. 
По окончании культивирования ЦТЛ отмывали от куль-
туральной среды, определяли количество и подвергали 
криоконсервации.

оценка влияния человеческих Цтл на здоровый глаз 
кролика при интравитреальном введении. В здоровый 
(левый) глаз К1 24.07.2018 ввели 1 × 106 человеческих 
ЦТЛ в объеме 0,1 мл, а в здоровый (левый) глаз К2 
ввели 5 × 106 человеческих ЦТЛ в объеме 0,1 мл. К за-
вершению эксперимента через 10 дней (02.08.2018) оба 
кролика обследованы. Цифровые изображения глаз-
ного дна зарегистрированы до эвтаназии. После смер-
ти оба глаза энуклеированы и немедленно зафикси-
рованы в 10 % формалине. Глаза переданы для секции 
и окрашены гематоксилин-эозином. Предполагалось 
оценить степень токсического воздействия ЦТЛ 
на оболочки глаза и внутриглазные структуры.

оценка влияния человеческих Цтл на внутриглаз-
ную модель человеческой рБ у кроликов. После 
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получения устойчивого роста опухоли в стекловидном 
теле правого глаза 24.07.2018 интравитреально ввели 
ЦТЛ человека. В больной (правый) глаз К1 ввели 
1 × 106 человеческих ЦТЛ в объеме 0,1 мл. В больной 
(правый) глаз К2 ввели 5 × 106 человеческих ЦТЛ 
в объеме 0,1 мл. К завершению эксперимента через 
10 дней (02.08.2018) оба кролика обследованы. Циф-
ровые изображения глазного дна и ультразвуковое 
исследование глаз зарегистрированы до эвтаназии. 
После смерти оба глаза энуклеированы и немедлен-
но зафиксированы в 10 % формалине. Глаза переданы 
для секции и окрашены гематоксилин-эозином. 
Предполагалось оценить степень токсического воз-
действия ЦТЛ на оболочки глаза и внутриглазные 
структуры, степень инвазии оболочек глаза опухолью, 
экстрасклеральный рост и степень лечебного пато-
морфоза. На момент окончания иммуносупрессии 
перед имплантацией клеточной линии человеческой 
РБ 21.06.2018 состояние лабораторных животных 
оценивалось как удовлетворительное, без органных 
дисфункций. Еженедельно после имплантации 
21.06.2018 клеток WERI-Rb-1 осуществлялся поднар-
козный осмотр глаз кроликов на ретинальной каме-
ре. На 7-й день после имплантации при офтальмо-
скопии у К1 не было признаков опухолевого роста, 
у К2 отмечен начальный рост РБ на сетчатке (рис. 1).

Повторное интравитреальное введение 0,1 мл 
клеток WERI-Rb-1 в концентрации 5 × 106 клеток / мл 
было проведено на 14-й день в правый глаз К1 в свя-
зи с сомнительным ростом опухоли, что продемон-
стрировано на рис. 2.

На 7-й день после повторного интравитреально-
го введения клеток WERI-Rb-1 у К1 отмечен рост РБ 
(рис. 3), после пролонгации роста опухоли 
на 33-й день было проведено интравитреальное вве-
дение человеческих ЦТЛ (рис. 4). В здоровый (левый) 
глаз и пораженный РБ (правый) глаз К1 ввели 1 × 106 
человеческих ЦТЛ в объеме 0,1 мл. В здоровый (ле-
вый) глаз и пораженный РБ (правый) глаз К2 ввели 
5 × 106 человеческих ЦТЛ в объеме 0,1 мл.

К завершению эксперимента через 10 дней 
(02.08.2018) после введения человеческих ЦТЛ оба 
кролика обследованы. Цифровые изображения глаз-
ного дна зарегистрированы до эвтаназии (рис. 5, 6). 
Нежелательные местные проявления в виде воспале-
ния, атрофии, отека, некроза, отслойки сетчатки, 
катаракты, гемофтальма и других не выявлены.

После эвтаназии К1 и К2 оба глаза у каждого жи-
вотного энуклеированы и немедленно зафиксирова-
ны в 10 % формалине. Глаза переданы для секции 

рис. 1. Глазное дно на 7-й день: а ‒ после имплантации клеток WERI-
Rb-1 OD К1 без признаков роста РБ; б ‒ после имплантации WERI-
Rb-1 OD К2 начальный рост РБ на сетчатке (помечено стрелкой)

Fig. 1. Fundus on the 7th day: a ‒ after implantation of WERI-Rb-1 OD K1 
cells without signs of RB growth; б ‒ after implantation of WERI-Rb-1 OD 
K2 initial RB growth on the retina (marked with an arrow)

а б

рис. 2. Глазное дно на 14-й день: а ‒ после имплантации клеток WERI-
Rb-1 OD К1 без признаков роста РБ; б ‒ после имплантации клеток 
WERI-Rb-1 OD К2 продолженный рост РБ (помечено стрелкой)

Fig. 2. Fundus on the 14th day: a ‒ after implantation of WERI-Rb-1 OD 
K1 cells without signs of RB growth; б ‒ after implantation of WERI-Rb-1 
OD K2 cells continued growth of RB (marked with an arrow)

а б

рис. 3. Глазное дно: а ‒ на 7-й день после повторной имплантации 
клеток WERI-Rb-1 отмечен рост РБ в OD K1; б ‒ на 21-й день после 
имплантации клеток WERI-Rb-1 продолженный рост РБ в OD К2 
(помечено стрелками)

Fig. 3. Fundus: а ‒ on the 7th day after re-implantation of cells WERI-Rb-1 
marked growth of RB in OD K1; б ‒ on the 21st day after implantation of 
cells WERI-Rb-1 continued growth of RB in OD K2 (marked with arrows)

а б

рис. 4. Глазное дно на 33-й день после имплантации клеток WERI-
Rb-1, продолженный рост опухоли в OD у К1 (а) и К2 (б)

Fig. 4. Fundus on the 33rd day after implantation of cells WERE-Rb1 
continued tumor growth in OD in K1 (а) and K2 (б)

а б
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и окрашены гематоксилин-эозином. Предполагалось 
оценить степень токсического воздействия ЦТЛ 
на оболочки глаза и внутриглазные структуры, сте-
пень инвазии оболочек глаза опухолью, экстраскле-
ральный рост и степень лечебного патоморфоза.

В правых пораженных опухолью глазах К1 и К2 
были обнаружены очаги разрастания мелкокругло-
клеточной опухоли сетчатки (рис. 7) с рас пространением 

на хориоидею (рис. 8), без экстрасклерального роста 
и признаков лечебного патоморфоза, со скудной лим-
фоидной инфильтрацией, без дистрофических изме-
нений оболочек глаза. В обоих левых (контрольных) 
глазах К1 и К2 в области лимба выявлены единичные 
микроочаги лимфогистиоцитарного инфильтрата 
(точка инъекции при введении человеческих ЦТЛ).

Обсуждение
Адоптивная иммунотерапия подразумевает пере-

нос больному иммунных клеток, обладающих актив-
ностью в отношении опухоли. Цитотоксический 
Т-лимфоцит может распознать клетку-мишень 
по крайней мере двумя способами: 1-й – антигенза-
висимый, т. е. Т-лимфоцит узнает фрагмент опухо-
левого антигена вместе с молекулой главного ком-
плекса гистосовместимости I класса на поверхности 
опухолевой клетки; 2-й – антигеннезависимый, т. е. 
за счет взаимодействия молекулы NKG2D на Т-лим-
фоците и стресс-индуцированных молекул MICA, 
MICB, ULBP1 на опухолевой клетке. В случае алло-
генной системы, когда лимфоциты от одного человека, 
а опухоль (клеточная линия РБ) от другого, распозна-
вание клетки-мишени может идти только 2-м спосо бом. 
Новый виток интереса к адоптивной иммунотерапии 
связан с разработкой и внедрением в практику тех-
нологии CAR-T-клеточной терапии. Химерные CAR-
T-клетки против клеточного поверхностного рецеп-
тора СD 19 показали свою высокую эффективность 
в лечении рецидивных и рефрактерных форм В-кле-
точных лимфобластных опухолей [16, 17]. В настоящее 
время ведутся исследования I фазы по применению 
адоптивной иммунотерапии при солидных опухолях, 

рис. 5. Глазное дно: а ‒  глазное дно OD К1, опухолевые очаги; б ‒ нор-
мальное глазное дно OS К1

Fig. 5. Fundus: а ‒ fundus OD K1, tumor foci; б ‒ normal fundus OS K1

а б

рис. 6. Глазное дно: а ‒ глазное дно OD К2, опухолевые очаги; б ‒ нор-
мальное глазное дно OS К2

Fig. 6. Fundus: а – fundus OD K2, tumor foci; б – normal fundus OS K2

а б

рис. 7. Мелкокруглоклеточная опухоль сетчатки: 1 − опухолевый 
очаг, 2 − сетчатка

Fig. 7. Small cell retinal tumor: 1 − tumor focus, 2 − retina

рис. 8. Мелкокруглоклеточная опухоль сетчатки: 1 − инфильтрация 
опухолью хориоидеи; 2 − склера

Fig. 8. Small cell retinal tumor: 1 − infiltration by tumor choroid; 2 − sclera
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таких как нейробластома, гепатоцеллюлярная кар-
цинома, саркомы мягких тканей и глиомы головного 
мозга [18]. Применение человеческих ЦТЛ при ма-
кроскопической РБ может быть оправданным с целью 
создания внутриглазного иммунитета, так как извест-
но, что глаз обладает весьма скудной лимфатической 
системой. С помощью иммуногистохимического 
окрашивания на маркеры эндотелия лимфатических 
сосудов (Pdpn и LYVE-1) и при гистологическом 
исследовании было показано наличие лимфатической 
системы в следующих структурах: в конъюнктиве, 
лимбе роговицы, цилиарном теле, слезной железе, 
интраорбитальной части твердой мозговой оболочки 
зрительного нерва и экстраокулярных мышцах. Кро-
ме этого, есть доказательства наличия макрофагов 
в хориоидее, что можно рассматривать как часть лим-
фатической системы. В общем внутриглазная лимфа-
тическая система у человека представлена только 
в цилиарном теле [19]. В нашем исследовании для соз-
дания модели макроскопической интраокулярной РБ, 
оценки токсического и возможно терапевтического 
действия ЦТЛ мы использовали глаза кролика, учи-
тывая некоторую схожесть его строения с глазом че-
ловека и возможность регистрации глазных симптомов 
с помощью ретинальной камеры.

Заключение
Интравитреальное введение WERI-Rb-1 после 

предварительной иммуносупрессии привело к устой-

чивому росту опухоли в глазах испытуемых через 
3 нед после имплантации. Для устойчивого роста 
опухоли in vivo необходима достаточная концентрация 
опухолевых клеток в 1 мл культуры, не менее 3 × 106. 
Созданная модель человеческой РБ глаза кролика 
может хорошо визуализироваться с помощью рети-
нальной камеры. Введение человеческих ЦТЛ в кон-
центрации от 1 × 106 до 5 × 106 в 0,1 мл не привело 
к дистрофическим и воспалительным изменениям 
в сетчатке и сосудистой оболочке здоровых глаз, 
за исключением обнаруженного единичного микро-
очага вблизи лимба, а также отмечены единичные 
лимфоциты в хориоидее, что может быть вариантом 
нормы. Скудная лимфоидная инфильтрация наблю-
далась вокруг опухолевых разрастаний во всех об-
разцах. Непродолжительный период наблюдения 
за опухолью не позволил сделать выводы об эффек-
тивности предложенного способа лечения, но ис-
пользуемые в эксперименте количества человеческих 
ЦТЛ не привели к дистрофическим изменениям 
клеток сетчатки и сосудистой оболочки глаза, что яв-
ляется важным фактором в преодолении токсично-
сти предлагаемой адоптивной иммунотерапии. 
В дальнейшем мы планируем более подробно изучить 
цитотоксическое воздействие человеческих ЦТЛ 
на здоровые структуры глаза кролика, а также оце-
нить эффективность применяемого метода, варьируя 
дозу и кратность введения человеческих ЦТЛ, и вре-
мя наблюдения.
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криоконСерваЦия дендритныХ клеток человека 
для клиничеСкоГо Применения

Г. З. чкадуа, а. а. Борунова, и. Б. Шоуа, и. С. долгополов, р. и. Пименов, и. н. михайлова,  
т. н. Заботина, м. а. Барышникова

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; Россия, 
115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Георгий Зурабович Чкадуа gechkadua@yandex.ru

Введение. Применение клеточных технологий в медицине предполагает возможность длительного хранения клеточного 
продукта без утраты его жизнеспособности и основных свойств. Методики криоконсервации клеток, применяемые в кли-
нике, довольно разнообразны и могут сильно отличаться друг от друга. Тем не менее в самом методе можно выделить 2 части: 
1-я – замораживающая среда, в которой находятся клетки, 2-я – способ криоконсервации. В данной работе мы исследуем 
метод, который используют в Национальном медицинском исследовательском центре онкологии им. Н. Н. Блохина для крио-
консервации костного мозга у онкологических больных (взрослых и детей) для последующей трансплантации. Заморажива-
ющая среда состоит из полиглюкина (95 %) и диметилсульфоксида (5 %), а криоконсервация происходит в парах жидкого 
азота (–160 °С).
Цель исследования – показать, что предлагаемый способ криоконсервации дендритных клеток высокоэффективен, прост, 
воспроизводим и наиболее удобен для клинического применения.
Материалы и методы. Зрелые дендритные клетки, которые культивировали из моноцитов периферической крови, подвер-
гали криоконсервации, после чего исследовали, как меняются жизнеспособность, экспрессия основных поверхностных анти-
генов и стимулирующая активность в отношении аллогенных Т-лимфоцитов.
Результаты. Криоконсервация приводила к гибели незначительной части клеток, а повторная заморозка увеличивала долю 
мертвых клеток. Между тем разница в экспрессии основных поверхностных антигенов у свежих, криоконсервированных 
и повторно криоконсервированных дендритных клеток была статистически недостоверна. Уровень стимулирующей актив-
ности свежих и криоконсервированных дендритных клеток был одинаковым, тогда как повторная криоконсервация приво-
дила к достоверному снижению пролиферации аллогенных Т-лимфоцитов.
Заключение. Представленный метод криоконсервации позволяет эффективно сохранять жизнеспособность и основные 
функции дендритных клеток. Для введения вакцины больному после разморозки дендритных клеток достаточно развести 
их изотоническим раствором, что наиболее удобно для клинического применения.

Ключевые слова: криоконсервация, дендритные клетки, аллогенная стимуляция лимфоцитов

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-4-65-75

CRyoPRESERVaTIoN oF huMaN dENdRITIC CEllS FoR ClINICal uSE

G. Z. Chkadua, A. A. Borunova, I. B. Shoua, I. S. Dolgopolov, R. I. Pimenov,  
I. N. Mikhailova, T. N. Zabotina, M. A. Baryshnikova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. The increasing clinical use of cellular technologies suggests the possibility of long-term storage of the cellular product while 
maintaining its viability and basic properties. The procedures of cell’s cryopreservation used in laboratory as well in clinical practice 
differ a lot. Each method includes two tasks to solve: what is the optimal freezing medium to use and what cryopreservation procedure 
to prefer. In this paper, we present the method utilized in our center for bone marrow cell cryopreservation. The freezing was carried out 
in nitrogen vapor after adding the medium containing 95 % dextran [average mw 50 000–70 000] and 5 % dimethylsulfoxid.
Purpose. To show that the proposed method of cryopreservation of dendritic cells is highly effective, simple, reproducible and most con-
venient for clinical use.
Materials and methods. Viability, expression of surface antigens and stimulating activity towards allogeneic T lymphocytes of cryopreserved 
mature dendritic cells cultured from peripheral blood monocytes were evaluated.
Results. The first cryopreservation resulted in the death of a small amount of cells. The second freezing procedure increased the proportion 
of dead cells. Meanwhile, the difference in the expression of the surface antigens in fresh, cryopreserved and re-cryopreserved dendritic cells 
was not statistically significant. The level of stimulating activity of fresh and cryopreserved dendritic cells did not significantly differ. Con-
versely the proliferation of allogeneic T lymphocytes was decreased after stimulation with re-cryopreserved dendritic cells.
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Введение
В настоящее время применение клеточных тех-

нологий в медицине имеет широкое распростране-
ние, и одной из первых технических задач, которую 
приходится решать, является консервация клеток 
с сохранением их жизнеспособности и функций. Для 
эукариотических клеток единственным способом 
консервации является криоконсервация. Данный 
метод уже давно используется как в эксперименталь-
ных работах, так и в клинической практике, и, пожа-
луй, общим во всех протоколах является только на-
личие криофилактика диметилсульфоксида (ДМСО) 
в составе замораживающей среды. В остальном же 
методики отличаются довольно сильно, а именно: 
составом среды, содержанием ДМСО, программой 
криоконсервации, а также манипуляциями, следую-
щими после разморозки клеток. Для того чтобы метод 
криоконсервации был эффективным, ему необходи-
мо отвечать ряду требований: 1-е и главное – после 
разморозки клетки должны сохранять жизнеспособ-
ность и свои функции; 2-е – метод должен быть от-
носительно прост, воспроизводим и по возможности 
дешев. Клиническое его применение накладывает 
дополнительные условия относительно заморажива-
ющей среды, которая не должна содержать ксеноген-
ных белков. В случае, когда используются дифферен-
цированные клетки, например дендритные клетки 
(ДК), не обладающие способностью к пролиферации, 
очень важно, чтобы после разморозки максимально 
возможное количество клеток сохраняло жизнеспо-
собность. Также следует уменьшить количество ма-
нипуляций, следующих после разморозки, и свести 
к минимуму временной промежуток между размо-
розкой клеток и введением их больному.

Замораживающая среда, по сути, состоит из 2 ком-
понентов: криофилактика ДМСО (его содержание 
чаще всего составляет 10–20 %) и среды, в которой 
его растворяют. Отличия в составе среды очень боль-
шие: это и культуральная жидкость, содержащая сы-
воротку человека, раствор альбумина и глюкозы, 
и чистая сыворотка человека и т. д. [1–7]. Программы 
криоконсервации также могут сильно отличаться друг 
от друга, например, ампулы с клетками кладут в плас-
тиковый контейнер, во внутренней камере которого 
находится изопропиловый спирт, после этого контей-
нер помещают в низкотемпературный морозильник, 
и через несколько часов замороженные клетки пере-
носят в жидкий азот [1–3, 6, 7]. Альтернативным 

способом является криоконсервация с помощью про-
граммного замораживателя, который способен пони-
жать температуру со скоростью 1–2 градуса в минуту 
[5]. Манипуляции, следующие после разморозки кле-
ток, в основном сводятся к отмывке от замораживаю-
щей среды и переводу клеток в изотонический раствор.

Дендритные клетки относят к профессиональным 
антигенпрезентирующим клеткам, при помощи ко-
торых можно получить направленный иммунный 
ответ против антигенов, которыми они были «нагру-
жены» [8]. Зрелые ДК, которыми вакцинируют он-
кологических больных, обладают рядом характери-
стик, в частности экспрессией на поверхности таких 
антигенов, как CD54, CD80, CD83, CD86, CCR7, 
HLA-ABC, HLA-DR. Также зрелые ДК обладают 
сильной активирующей способностью в отношении 
аллогенных Т-лимфоцитов, которые после совмест-
ного культивирования начинают интенсивно проли-
ферировать. Таким образом, для оценки предлагае-
мого способа криоконсервации необходимо сравнить 
следующие характеристики свежих и замороженных 
ДК: 1) жизнеспособность клеток, 2) иммунофенотип 
ДК, 3) пролиферативную активность аллогенных 
Т-лимфоцитов.

За основу был взят метод криоконсервации кост-
ного мозга, разработанный в 1986 г. ведущим научным 
сотрудником отделения переливания крови с банком 
костного мозга ВОНЦ АМН СССР Д. М. Мхеидзе. 
Суть его заключается в том, что клетки ресуспенди-
руют в замораживающей среде, состоящей из поли-
глюкина и ДМСО, криопробирки с клетками кладут 
в коробку из многослойной фанеры, после чего ее 
помещают в пары жидкого азота. Спустя 1 ч заморо-
женные клетки можно переносить в жидкий азот 
на хранение. Перед использованием ДК разморажи-
вают при комнатной температуре, разводят изотони-
ческим раствором или фосфатно-солевым буфером 
(PBS) и внутрикожно вводят больному.

Цель исследования – показать, что предлагаемый 
способ криоконсервации ДК высокоэффективен, 
прост, воспроизводим, физиологичен и наиболее удо-
бен для клинического применения.

Материалы и методы
культивирование дендритных клеток
Дендритные клетки получали путем культиви-

рования моноцитов периферической крови челове-
ка (здоровых доноров и онкологических больных, 

Conclusion. The presented method of cryopreservation allows to preserve the viability and basic functions of dendritic cells. After thawing 
dendritic vaccine could be administered to patients after being diluted in an isotonic saline without washing, which makes this method 
the most convenient for clinical use.

Key words: cryopreservation, dendritic cells, allogenic lymphocyte stimulation
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получающих вакцинотерапию) по отработанной ме-
тодике с небольшими изменениями [9]. Ранее нами 
было показано, что качество получаемых ДК не за-
висит от того, кто являлся донором крови – здоровый 
человек или онкологический больной. Из гепарини-
зированной крови при помощи среды для выделения 
лимфоцитов (MP Biomedicals, США) выделяли мо-
нонуклеары периферической крови. После этого 
клетки ресуспендировали в полной среде (ПС) и до-
водили плотность клеток до 5 млн / мл. Состав ПС: 
RPMI 1640 (Gibco, США), сыворотка крови человека 
IV группы (2 %), L-глутамин (2 мМ), HEPES буфер 
(10 мМ), гентамицин (40 нг / мл), β-меркаптоэтанол 
(50 мкМ). Для получения ДК в чашку Петри 
d = 100 мм (Falcon, США) вносили 10 мл ПС, содер-
жащей 50 млн мононуклеаров периферической крови 
и инкубировали в термостате (5 % СО

2
, 37 °С). Через 

1,5 ч среду с неприкрепившимися клетками (лимфо-
цитами) отбирали, а к клеткам, адгезированным на 
пластике (моноцитам), добавляли 10 мл свежей ПС, 
содержащей гранулоцитарно-макрофагальный ко-
лониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ) (Shering-
Plough, США) (конечная концентрация 80 нг / мл)  
и интерлейкин-4 (ИЛ-4) (Gibco, США) (конечная кон-
центрация 10 нг / мл). На 2-е сутки культивирования 
добавляли 1 мл свежей ПС, содержащей 800 нг ГМ-К-
СФ и 100 нг ИЛ-4. На 3-и сутки культивирования для 
осуществления дифференцировки ДК производили 
полную замену среды на 10 мл свежей ПС, содержащей 
100 нг фактора некроза опухоли α (Gibco, США) и 10 мкг 
простагландина Е

2
 (Cayman Chemical Company, США). 

Через 48 ч свободно плавающие ДК собирали, отмы-
вали от культуральной среды, определяли их количе-
ство и использовали в дальнейших экспериментах.

криоконсервация дендритных клеток
Отмытые ДК ресуспендировали в замораживаю-

щей среде из расчета 10 млн клеток на 1 мл среды. 
Состав замораживающей среды: 95 % полиглюкина 
(Биохимик, Россия), 5 % ДМСО (MP Biomedicals, 
США). Криопробирки с суспензией ДК переносили 
в коробку из многослойной фанеры (толщина стенок – 
1 см) и помещали ее в пары жидкого азота (–160 °С). 
Через 1 ч ампулы переносили в жидкий азот для хра-
нения. Повторную криоконсервацию осуществляли 
следующим образом: криопробирку с замороженны-
ми клетками размораживали при комнатной темпе-
ратуре (+20 °С), после чего ампулу снова помещали 
в коробку и проводили криоконсервацию по схеме, 
описанной выше.

иммунофенотипирование дендритных клеток
Иммунофенотипирование зрелых ДК проводили 

на 5-е сутки культивирования методом проточной 
цитометрии. По окончании культивирования ДК 

собирали, отмывали от культуральной среды и раз-
деляли на 3 части. Первую часть использовали 
для иммунофенотипирования, тогда как остальные 
2 части подвергали однократной и повторной крио-
консервации. Анализ иммунофенотипа клеток про-
водили на цитофлуориметре FACSCalibur (BD, США). 
Для иммунофенотипирования ДК однократно и по-
вторно криоконсервированные клетки разморажи-
вали при комнатной температуре, разводили PBS в 
3 раза, разносили по пробиркам и проводили инку-
бацию с антителами к исследуемым  антигенам 
по стандартной методике. В работе использовали мо-
ноклональные антитела к CD54, CD80, CD83, HLA-
ABC, меченные FITC (Beckman Coulter, США), ан-
титела, меченные PE к CD86, HLA-DR (Beckman 
Coulter, США) и к CCR7 (R&D Systems, США), и со-
ответствующие изотипические контроли, конъюги-
рованные с FITC или PE (Beckman Coulter, США).

Об экспрессии исследуемых антигенов судили 
по значению средней интенсивности флуоресценции 
(MFI). Для сопоставления результатов различных 
экспериментов полученные данные переводили 
из абсолютных в относительные значения MFI. Это 
обусловлено тем, что настройки проточного цито-
флуориметра от опыта к опыту могут различаться 
между собой. Для получения относительных величин 
значение MFI исследуемого антигена делили на зна-
чение MFI соответствующего изотипического кон-
троля. Для обработки данных использовали програм-
му WinMDI 2.8.

исследование жизнеспособности  
дендритных клеток
Жизнеспособность ДК определяли методом окра-

шивания Annexin V, конъюгированного с FITC (In-
vitrogen, США), согласно инструкции производителя. 
Однократно и повторно замороженные ДК размора-
живали при комнатной температуре, разводили 
PBS в 3 раза и проводили аналогичное окрашивание 
An nexin V.

аллогенная стимуляция т-лимфоцитов
Пролиферацию Т-лимфоцитов исследовали 

при помощи витального флуоресцентного красите-
ля CFSE (Fluka, США), который проникает в ядро 
клетки, а после ее деления поровну распределяется 
между дочерними клетками, и, соответственно, ин-
тенсивность свечения клеток падает. Для аллогенной 
стимуляции использовали общую популяцию лим-
фоцитов, которую получали после удаления моно-
цитов из мононуклеаров периферической крови 
за счет адгезии последних на пластик. Полученные 
лимфоциты ресуспендировали в 1 мл ПС и добав-
ляли CFSE (конечная концентрация 5 мкг / мл), по-
сле 5 мин инкубации при комнатной температуре 
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окрашенные клетки дважды отмывали, определяли 
их количество и наносили 5 млн в 5 мл ПС на чаш-
ку Петри d = 60 мм (Falcon, США). Далее к лим-
фоцитам добавляли 0,5 млн свежих или заморожен-
ных, или повторно замороженных аллогенных ДК. 
Контролем на спонтанную пролиферацию служила 
культура клеток без добавления ДК, а контролем на 
индуцированную пролиферацию были лимфоци-
ты с добавлением интерлейкина-2 (ронколейкин, 
Россия) (150 Ед/мл). Так как после разморозки ДК 
не отмывали, то в чашки Петри со свежими ДК, 
а также в контрольные пробы вносили аналогич-
ное количество замораживающей среды. Спустя 
6 сут культуры клеток собирали, отмывали от среды 
и проводили окрашивание при помощи антител 
к CD3-антигену, конъюгированных с PE (Beckman 
Coulter, США). Анализ пролиферации осуществля-
ли методом проточной цитометрии, для этого про-
водили гейтирование CD3-положительных клеток, 
после чего оценивали количество Т-лимфоцитов 
со сниженной интенсивностью флуоресценции 
по каналу FL1.

Статистическая обработка результатов
Статистический анализ данных проводили с ис-

пользованием пакета статистических программ SPSS 
17.0, значения считались статистически значимыми 
при р ≤0,05.

Результаты и обсуждения
оценка жизнеспособности дендритных клеток
Первым параметром при оценке эффективности 

криоконсервации является жизнеспособность, т. е. 
какая доля клеток погибла, а какая осталось живой. 
Жизнеспособность определяли при помощи окра-

шивания Annexin V, который позволяет выявлять 
гибнущие клетки на самых ранних стадиях. Исходные 
значения мертвых клеток до замораживания не пре-
вышали 10 %, тогда как после криоконсервации ко-
личество мертвых ДК увеличивалось на 2–5 %, а по-
вторная криоконсервация приводила к дальнейшему 
росту погибших клеток (рис. 1). Объединенные данные 
экспериментов приведены в табл. 1, разница в жиз-
неспособности клеток между группами статистически 
значима.

определение иммунофенотипа дендритных клеток
Для исследования выбрали антигены, которые, 

с одной стороны, хорошо экспрессированы на по-
верхности зрелых ДК, а с другой – имеют ключевое 
значение при реализации основных функций ДК: 
молекула адгезии ICAM-1 – CD54; костимуляторные 
молекулы CD80 и CD86; маркер зрелых ДК – CD83; 
молекулы главного комплекса гистосовместимости 
I (HLA-ABC) и II (HLA-DR) классов; хемокиновый 
рецептор CCR7, обеспечивающий миграцию ДК 
в лимфоузел. Криоконсервация, а также повторная 
криоконсервация не меняли уровень экспрессии ис-
следуемых антигенов по сравнению со свежими ДК 
(рис. 2). Объединенные данные экспериментов при-
ведены в табл. 2.

Аллогенная стимуляция Т-лимфоцитов
ДК обладают выраженной активационной спо-

собностью в отношении аллогенных Т-лимфоцитов, 
это обусловлено высокой экспрессией молекул глав-
ного комплекса гистосовместимости I и II классов, 
а также костимуляторных молекул CD80 и CD86 
на поверхности ДК. После 6 сут совместного культи-
вирования пролиферацию регистрировали у 30 % 

таблица 1. Сравнение жизнеспособности зрелых ДК до и после криоконсервации

Table 1. Comparison of viability of mature dendritic cells before and after cryopreservation

annexin V
(n = 10) 

Среднее значение 
мертвых клеток (%)

 (S) 
average dead cells value (%)

 (S) 

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval мин. 

Min.
макс. 
Max.

Значимость разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Свежие ДК 
Fresh DC

7,8 (1,1) 6,9 8,6 5,5 9,3
Свежие / Крио (t <0,0001) 
Fresh / Cryo (t <0.0001)
Свежие / Крио 2 (t <0,001) 
Fresh / Cryo 2 (t <0.001)
Крио / Крио 2 (t <0,005) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.005) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

10,3 (2,03) 8,8 11,7 6,9 13,8

Повторно крио ДК 
Repeatedly 
cryopreserved DC

16,2 (5,4) 12,3 20,2 9,8 28,01

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: ДК – дендритные клетки. 
Note. Here and in Table 2, 3: DC – dendritic cells.
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таблица 2. Сравнение экспрессии антигенов на зрелых ДК до и после криоконсервации

Table 2. Comparison of antigen expression on mature DC before and after cryopreservation

маркеры 
Markers

Среднее 
значение 

MFI  (S) 
average dead 
MFI  (S) 

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval

мин. 
Min.

макс. 
Max.

Значимость разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Cd54 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

30,8 (6,8) 20,02 41,6 21,01 36,6 Свежие / Крио (t <0,7) 
Fresh / Cryo (t <0.7)

Свежие / Крио 2 (t <0,6) 
Fresh / Cryo 2 (t <0.6)

Крио / Крио 2 (t <0,2) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.2) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

30,3 (6,4) 20,05 40,5 22,7 38,4

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

31,7 (6,2) 21,8 41,6 25,01 39,8

Cd80 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

9,1 (1,4) 6,8 11,4 7,2 10,4
Свежие / Крио (t <0,6) 

Fresh / Cryo (t <0.6)
Свежие / Крио 2 (t <0,8) 

Fresh / Cryo2 (t <0.8)
Крио / Крио 2 (t <0,5) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.5) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

9,01 (2,01) 5,7 12,2 6,4 10,6

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

9,1 (1,8) 6,2 12,1 7,2 10,8

Cd83 (n = 10)

Свежие ДК 
Fresh DC

5,3 (0,5) 4,5 6,1 4,6 5,8
Свежие / Крио (t <0,2) 

Fresh / Cryo (t <0.2)
Свежие / Крио 2 (t <0,1) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.1)
Крио / Крио 2 (t <0,7) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.7) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

4,9 (0,6) 3,9 5,9 4,5 5,9

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

4,9 (0,5) 4,04 5,8 4,4 5,7

рис. 1. Исследование жизнеспособности зрелых ДК методом проточной цитометрии. По оси абсцисс – интенсивность свечения клеток, 
по оси ординат – количество событий. Маркер определяет процент мертвых клеток, связавших Annexin V: а – свежие ДК; б – криоконсер-
вированные ДК; в – повторно криоконсервированные ДК. Здесь и далее на рис. 2–4: ДК – дендритные клетки

Fig. 1. Flow cytometry analysis of viability of mature DC. X axis shows the intensity of fluorescence, Y axis shows the number of events. Marker determines 
the percentage of dead cells that have bound Annexin V: а – fresh DC; б – cryopreserved DC; в – re-cryopreserved DC. Here and in Fig. 2–4: DC –
dendritic cells
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популяции Т-лимфоцитов (рис. 3). Объединенные 
данные экспериментов приведены в табл. 3, раз-
ница в пролиферативной активности в группах со 
свежими и криоконсервированными ДК была ста-
тистически недостоверна, тогда как повторная крио-
консервация приводила к снижению пролиферации 
Т-лимфоцитов.

Исследование свойств дендритных клеток 
после длительного хранения
В исследование были включены невостребован-

ные образцы дендритноклеточных вакцин больных 
меланомой, которые хранились в жидком азоте более 
10 лет. Так как образцов было всего 4, то статис-
тическая обработка полученных результатов была 

маркеры 
Markers

Среднее 
значение 

MFI  (S) 
average dead 
MFI  (S) 

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval

мин. 
Min.

макс. 
Max.

Значимость разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Cd86 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

348,8 
(171,3) 76,1 621,4 184,9 537,5

Свежие / Крио (t <0,5) 
Fresh / Cryo (t <0.5)

Свежие / Крио 2 (t <0,4) 
Fresh / Cryo 2 (t <0.4)

Крио / Крио 2 (t <0,5) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.5) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

319,8 (95,3) 168,1 471,5 223,5 412,8

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

306,6 (83,7) 173,3 439,9 213,5 387,5

hla-aBC (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

210,4 (50,8) 129,5 291,3 161,3 274,6
Свежие / Крио (t <0,5) 

Fresh / Cryo (t <0.5)
Свежие / Крио 2 (t <0,8) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.8)
Крио / Крио 2 (t <0,9) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.9) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

216,9 (59,6) 122,07 311,8 161,6 298,4

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

216,1 (68,3) 107,3 324,9 160,8 313,01

hla-dR (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

50,3 (26,8) 7,5 93,1 28,3 89,3
Свежие / Крио (t <0,4) 

Fresh / Cryo (t <0.4)
Свежие / Крио 2 (t <0,4) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.4)
Крио / Крио 2 (t <0,3) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.3) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

55,8 (26,9) 12,8 98,7 28,9 85,6

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

44,4 (16,9) 17,4 71,4 30,9 66,6

CCR-7 (n = 10) 

Свежие ДК 
Fresh DC

6,7 (3,5) 1,1 12,3 3,8 11,8
Свежие / Крио (t <0,7) 

Fresh / Cryo (t <0.7)
Свежие / Крио 2 (t <0,7) 

Fresh / Cryo 2 (t <0.7)
Крио / Крио 2 (t <0,8) 

Cryo / Cryo 2 (t <0.8) 

Крио ДК 
Cryopreserved DC

6,5 (2,8) 1,9 11,1 4,1 10,6

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

6,4 (1,9) 3,2 9,5 4,5 9,1

Окончание табл. 2 

The and of table 2
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рис. 2. Исследование экспрессии антигенов на зрелых ДК методом проточной цитометрии. Гистограммы серого цвета – исследуемые ан-
тигены, прозрачные гистограммы с черной линией – изотипические контроли. По оси абсцисс – интенсивность свечения клеток, по оси 
ординат – количество событий: а – свежие ДК; б  – криоконсервированные ДК; в – повторно криоконсервированные ДК 

Fig. 2. Flow cytometry analysis of antigen expression on mature DC. Grey histograms – examined antigens, clear histograms with bold line – isotypic 
controls. X axis shows the intensity of fluorescence, Y axis shows the number of events: а – fresh DC; б – cryopreserved DC; в – re-cryopreserved DC

а б в
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таблица 3. Сравнение пролиферативной активности Т-лимфоцитов после аллогенной стимуляции зрелыми ДК до и после криоконсервации

Table 3. Comparison of proliferation of T-lymphocytes after allogenic stimulation by mature DC

CFSE
(n = 10) 

количество 
поделившихся 

клеток (%) 
 (S) 

Namber of cells 
(%) of  (S)

95 % доверительный 
интервал для среднего 
95 % confidence interval мин. 

 Min.
макс. 
 Max.

Значение разницы, t 
Significance, t

нижняя 
граница 

lower bound

верхняя 
граница 

upper bound

Контроль 1 (без ДК) 
The control 1 (without DK)

1,3 (0,4) 1,02 1,6 1,0 2,00

Контроль 1 / Свежие (t <0,001) 
The control 1 / Fresh (t <0.001)

Контроль 2 / Свежие (t <0,001) 
The control 2 / Fresh (t <0.001)

Свежие / Крио (t <1,0) 
Fresh / Cryo (t <10)

Свежие / Крио 2 (t <0,001) 
Fresh / Cryo (t <0.001)

Крио / Крио 2 (t <0,001) 
Cryo / Cryo 2 (t <0.001) 

Контроль 2 
(интерлейкин-2) 
The control 2 (interleukin-2) 

13,3 (2,05) 12,02 14,6 10,0 16,0

Свежие ДК 
Fresh DC

32,6 (2,05) 31,3 33,9 30,0 36,0

Крио ДК 
Cryopreserved DC

32,6 (1,9) 31,4 33,9 30,0 35,0

Повторно крио ДК 
Repeatedly cryopreserved DC

26,3 (1,5) 25,3 27,3 24,0 28,0

рис. 3. Исследование аллогенной стимуляции Т-лимфоцитов зрелыми ДК методом проточной цитометрии. По оси абсцисс – интенсивность 
свечения клеток, по оси ординат – количество событий. Маркер определяет процент поделившихся клеток: а – контроль 1 (лимфоциты 
без добавления ДК); б – контроль 2 (лимфоциты + интерлейкин-2); в – лимфоциты + свежие ДК; г – лимфоциты + криоконсервированные 
ДК; д – лимфоциты + повторно криоконсервированные ДК

Fig. 3. Flow cytometry analysis of allogenic T-lymphocyte stimulation by mature dendritic cells. X axis shows the intensity of fluorescence, Y axis shows 
the number of events. Marker determines the percentage of proliferated cells: а – control1 (lymphocytes w/o DC); б – control 2 (lymphocytes+ 
interleukin-2); в – lymphocytes + fresh DC; г – lymphocytes + cryopreserved DC; д – lymphocytes + re-cryopreserved DC
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невозможна. В этом исследовании после разморозки 
определяли жизнеспособность ДК и экспрессию ос-
новных поверхностных антигенов. Несмотря на дли-
тельное хранение, размороженные ДК сохраняли 
свою жизнеспособность и экспрессию антигенов 
(рис. 4).

В НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина с 2003 г. 
ведутся клинические исследования по вакцинотера-
пии ДК онкологических больных [10, 11]. Первона-
чально, когда число больных было небольшим, вак-
цинотерапию проводили свежими ДК. Впоследствии 

в связи с увеличением числа пациентов ДК стали 
подвергать криоконсервации и хранить в жидком 
азоте до момента их использования. Отличительной 
реакцией организма на введение ДК является гипер-
чувствительность замедленного типа (ГЗТ) в местах 
введения клеток (рис. 5). Это реакция, характеризу-
ющая развитие клеточного иммунного ответа на ан-
тигены, которыми были «нагружены» ДК. Криокон-
сервированные ДК размораживали, разводили 
изотоническим раствором и вводили внутрикожно 
больному. Как свежие, так и криоконсервированные 

рис. 4. Исследование экспрессии антигенов и жизнеспособности зрелых ДК после длительного (более 10 лет) хранения в жидком азоте. По оси 
абсцисс – интенсивность свечения клеток, по оси ординат – количество событий. Гистограммы серого цвета – исследуемые антигены, 
прозрачные гистограммы с черной линией – изотипические контроли. Маркер определяет процент мертвых клеток, связавших Annexin V: 
а – ДК больного Ю. М. М. (12 лет в жидком азоте); б – ДК больной К. Е. А. (11 лет в жидком азоте); в – ДК больной К. М. В. (10 лет в жид-
ком азоте); г – ДК больного Н. А. А. (11 лет в жидком азоте)

Fig. 4. Flow cytometry analysis of antigen expression and viability of mature dendritic cells after more than 10 years storage in liquid nitrogen. X axis 
shows the intensity of fluorescence, Y axis shows the number of events. Grey histograms – examined antigens, clear histograms with bold line – isotypic controls. 
Marker determines the percentage of dead cells that have bound Annexin V: а – DC of patient Yu. М. М. (12 years in liquid nitrogen); б – DC of patient 
К. Е. А. (11 years in liquid nitrogen); в – DC of patient К. М. V. (10 years in liquid nitrogen); г – DC of patient N. А. А. (11 years in liquid nitrogen) 
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рис. 5. Реакция гиперчувствительности замедленного типа у боль-
ного Д.М.И. (нейробластома) в местах введения дендритноклеточной 
вакцины 

Fig. 5. Delayed type  hypersensitivity reaction of patient D.M.I. with neuro-
blastoma after injection of dendritic cell vaccine

ДК вызывали аналогичные иммунные реакции у па-
циентов и формировали противоопухолевый иммун-
ный ответ.

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют об эф-

фективности предложенного способа криоконсерва-
ции ДК. Помимо высоких показателей жизнеспособ-
ности и сохранения основных функций дендритных 
клеток, наш метод демонстрирует удобство для кли-
нического применения, так как после разморозки 

достаточно развести клетки нужным раствором и ввести 
их больному. Наш многолетний опыт клинического 
применения дендритноклеточных вакцин позволяет 
утверждать, что данный способ криоконсервации ДК 
сохраняет иммуностимулирующие способности ДК 
даже после длительного хранения и повторной крио-
консервации. В состав замораживающей среды входят 
только стандартные соединения, такие как полиглю-
кин и ДМСО. Если сыворотка крови, которую часто 
используют как компонент замораживающей среды, 
отличается от партии к партии, а также может быть 
контаминирована вирусами, то полиглюкин лишен 
этих недостатков. Кроме того, следует отметить, 
что криоконсервация в парах жидкого азота надеж-
нее, чем использование низкотемпературного моро-
зильника или программного замораживателя, так 
как не зависит от электрического тока. В нашем слу-
чае низкое содержание ДМСО (всего 5 %) также дает 
преимущество, а именно снижает токсический эф-
фект на клетки и позволяет после разморозки не от-
мывать их, а только развести буфером и сразу ввести 
пациенту. Таким образом, описанный способ крио-
консервации ДК эффективен и надежен, а состав 
замораживающей среды стандартен, физиологичен 
и не требует отмывки после разморозки, что сводит 
к минимуму количество манипуляций, следующих 
после разморозки клеток.
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оЦенка ПротивооПУХолевой ЭФФективноСти 
СинтетичеСкиХ неоантиГенныХ ПеПтидов для 

СоЗдания модели Противомеланомной вакЦины

м. а. Барышникова, а. а. рудакова, З. С. Соколова, о. С. Бурова, е. н. кособокова, в. С. косоруков
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России; 

Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Мария Анатольевна Барышникова ma_ba@mail.ru

Введение. Персонализированная вакцинотерапия, направленная на усиление распознавания иммунной системой мутантных 
неоантигенов опухоли, является перспективным подходом к лечению некоторых видов злокачественных новообразований.
Цель исследования – оценка иммуногенности и противоопухолевой эффективности синтетических неоантигенных пептидов 
и адъюванта Poly(I:C) на модели мышиной меланомы B16F10.
Материалы и методы. Исследовали 43 мутантных неоантигенных синтетических пептида, ранее отобранных в качестве 
иммуногенных на основе результатов секвенирования меланомы B16F10 с помощью биоинформатического анализа. Исследо-
вание проводили на мышах C57Bl / 6J с подкожно перевитой меланомой В16F10 после 2-кратной вакцинации группами пепти-
дов с адъювантом Poly(I:C) и без него. Оценку иммуногенности пептидов проводили методом ELISpot по определению коли-
чества клеток, продуцирующих интерферон γ (ИФН-γ). Противоопухолевую активность оценивали по торможению роста 
опухоли и увеличению продолжительности жизни мышей.
Результаты. Количество ИФН-γ-продуцирующих клеток селезенки мышей, ранее иммунизированных группами пептидов 
в сочетании с адъювантом, в ответ на in vitro-стимуляцию пептидами, входившими в состав модельной вакцины, увеличи-
валось. В группах мышей, иммунизированных пептидами без адъюванта, количество ИФН-γ-продуцирующих клеток in vitro 
не менялось по сравнению с группой контроля как при добавлении пептидов, входивших в состав вакцины, так и при добав-
лении пептидов из других групп. Двукратная вакцинация пептидами с адъювантом вызывала в ряде случаев выраженный 
противоопухолевый эффект: 3 из исследованных 8 групп пептидов с адъювантом вызывали значимое торможение роста 
опухоли и увеличение продолжительности жизни мышей.
Выводы. Таким образом, показано, что вакцинация мышей пептидами в сочетании с адъювантом Poly(I:C) вызывает спец-
ифическую стимуляцию клеточного иммунного ответа во всех исследованных группах, однако увеличение количества 
ИФН-γ-продуцирующих клеток не является показателем противоопухолевой эффективности.

Ключевые слова: неоантиген, меланома, синтетические пептиды, противоопухолевая вакцина

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-4-76-81

EValuaTIoN oF ThE aNTITuMoR EFFICaCy oF SyNThETIC NEoaNTIGEN PEPTIdES  
FoR ThE MElaNoMa VaCCINE ModEl

M. A. Baryshnikova, A. A. Rudakova, Z. A. Sokolova, O. S. Burova, E. N. Kosobokova, V. S. Kosorukov

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of the Russian Federation;  
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. Personalized vaccine therapy that stimulates immune system to recognize mutant tumor neoantigens is one of the promising 
approaches of cancer treatment.
Objective. Evaluation of immunogenicity and antitumor efficacy of synthetic neoantigen peptides and Poly(I:C) adjuvant against murine 
melanoma B16F10.
Materials and methods. 43 synthetic mutant neoantigen peptides selected earlier according to the bioinformatics analysis of the results 
of melanoma B16F10 sequencing were investigated. The study was performed in mice C57Bl / 6J with subcutaneously transplanted mel-
anoma B16F10 after double vaccination by peptide groups with or without adjuvant poly(I:C). Immunogenicity of peptides was evaluat-
ed by ELISPOT that detected the number of interferon-gamma producing cells. Antitumor activity was evaluated on the base of tumor 
growth inhibition and the increase of the survival rate.
Results. The number of interferon-gamma producing cells increased after in vitro stimulation by the peptides of the model vaccine in the group 
of mice which had been vaccinated by these peptides with the adjuvant. The number of interferon-gamma producing cells in vitro did not 
change after addition of vaccine peptides or any other peptides in the groups of mice that had been vaccinated by the peptides without the 
adjuvant as compared to the control group. Double vaccination by the peptides with the adjuvant induced a potent antitumor effect in some 
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cases, three of the eight groups of the peptides with the adjuvant induced significant inhibition of tumor growth and the increase of sur-
vival rate in mice.
Conclusion. Thereby, it was shown that vaccination of mice by peptides in combination with adjuvant poly(I:C) stimulated the cell im-
munity response, however, the increase of the number of interferon-gamma producing cells is not an indicator of the antitumor efficacy 
of neoantigen peptides.

Key words: neoantigens, melanoma, synthetic peptides, antitumor vaccine

Введение
Одним из новых эффективных эксперименталь-

ных подходов к иммунотерапии опухолей является 
персонализированная вакцинотерапия, направленная 
на усиление распознавания иммунной системой му-
тантных неоантигенов опухоли [1]. Персонализиро-
ванные противоопухолевые вакцины создаются 
из химически синтезированных опухолевых неоан-
тигенных пептидов, отобранных в результате биоин-
форматического прогнозирования иммуногенности, 
и адъюванта [2, 3].

В нашей предыдущей работе с помощью разра-
ботанного биоинформатического подхода для ана-
лиза данных секвенирования нового поколения были 
предсказаны пептиды, способные вызывать иммун-
ный ответ на модели мышиной меланомы B16F10 [4].

Цель настоящего исследования – оценка имму-
ногенности и противоопухолевой эффективности 
синтетических неоантигенных пептидов и адъюван-
та Poly(I:C) на модели мышиной меланомы B16F10.

Материалы и методы
По результатам биоинформатического анализа 

были синтезированы 43 пептида длиной от 22 
до 30 аминокислот (табл. 1) [4]. Пептиды были оха-
рактеризованы методом высокоэффективной жид-
костной хроматографии и масс-спектрометрически, 
степень чистоты каждого пептида после очистки 
с помощью высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии составила не менее 85 %.

Для оценки противоопухолевого эффекта пепти-
ды разделили на группы, каждая из которых включа-
ла 5 или 6 пептидов (табл. 2). Пептиды растворяли 
в физиологическом растворе (ПанЭко) или диметил-
сульфоксиде (ДМСО) (ПанЭко) до концентрации 
10 мг / мл, мышам вводили по 100 мкг каждого пепти-
да из группы, – таким образом, суммарно 1 доза 
включала в себя 500 или 600 мкг пептидов в физио-
логическом растворе или 10 % растворе ДМСО.

Исследовали эффективность пептидов, введенных 
с адъювантом (Poly(I: C) (Sigma) – 50 мкг на мышь 
в 200 мкл физраствора) и без адъюванта, а также адъ-
юванта без пептидов. В контрольной группе мыши 
не получали никакого воздействия.

Иммунизировали мышей линии C57Bl / 6J массой 
20–22 г, полученных из отделения лабораторных 

животных Национального медицинского исследова-
тельского центра онкологии им. Н. Н. Блохина. В ка-
ждой группе было 8 мышей. Исследуемые модели 
вакцин вводили подкожно (в складку кожи на левом 
боку мыши по направлению к передней лапке). 
В группах «пептиды с адъювантом» poly(I:C) вводили 
подкожно за 5 мин до введения пептидов в то же са-
мое место (складку кожи на левом боку). Иммуниза-
ция проводилась в 0-й и 7-й дни.

На 12-й день после 1-й инъекции 3 мышей из ка-
ждой группы забивали, извлекали сыворотку и спле-
ноциты для иммунологических тестов. Оставшимся 
5 мышам из каждой группы на 12-й день в правый 
бок перевивали по 75 тыс. клеток меланомы мыши 
линии B16F10 в 500 мкл среды 199.

Иммуногенность пептидов с адъювантом, пепти-
дов без адъюванта и адъюванта оценивали по опре-
делению количества клеток, продуцирующих ин-
терферон γ (ИФН-γ), методом ELISpot согласно 
инструкции к набору для определения мышиного 
INF-γ (3321-2AW-Plus, Mabtech). Клетки селезенки 
мышей инкубировали 48 ч с группами пептидов, ко-
торыми до этого иммунизировали. В качестве поло-
жительного контроля использовали адъювант Poly(I:C), 
он неспецифически увеличивал число клеток, про-
дуцирующих ИФН-γ. Для подтверждения специфич-
ности клеточного иммунного ответа в одну лунку 
с клетками селезенки мышей, иммунизированных 
одной группой пептидов, добавляли пептиды этой груп-
пы, а в другую лунку – пептиды другой группы, которую 
не использовали для иммунизации этой мыши.

Критериями оценки противоопухолевого эффек-
та служили торможение роста опухоли (ТРО) и уве-
личение продолжительности жизни (УПЖ) подопыт-
ных мышей по сравнению с животными контрольной 
группы. Путем измерений длины, ширины и высоты 
опухолевого узла вычисляли объем (V) опухоли у каж-
дого животного, а затем – средний объем опухоли 
в группе. Объем опухолей измеряли 2–3 раза в неделю. 
Торможение роста опухоли вычисляли по формуле:

ТРО (%) = ((V
к
 – V

о 
) : V

к
) × 100,

где V
к
 – средний объем опухолей в контрольной груп-

пе (мм3), V
о
 – средний объем опухолей в подопытной 

группе (мм3).
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таблица 1. Перечень исследуемых синтетических пептидов

Table 1. List of investigated synthetic peptides

№ название 
Name

Последовательность 
Sequence

1 g. 6393021C>G S S G H V G F I F K S G K M T S I V K D S S A A R N G

2 g. 109894747T>G P I T A H M Y E A V A L I K D H T L V N S L I R V L Q

3 g. 60246193G>T F M F S L P N I T Y S V I E K K R N F L R W K T W L E

4 g. 56226589G>T G G L A G P D G T K S V F G Q M F A K M S S F S P D S

5 g. 54847269G>T P E A K Y D A F L V T N M V Q M Y P A F K R V W T Y F

6 g. 145123749C>T W A P N E N K F A V G S G F R V I S I C Y F E Q E N D

7 g. 64957410G>C G T V F I S Q D T V E S L L A A A N L L Q I K L V L K

8 g. 108075690C>A L S E N I S H G L L L R K A P V L H Y L Y Y L A Q I G

9 g. 155991934C>A L V H Y L R L S L E Y L R A W H S E D V S L G T W L A

10 g. 69027878G>A S G G G S K V M R G R M G S S V I N E I S V E E V N K

11 g. 77174891A>C D A L Q E Y S H N S F A L Q C L L N S F P G D L E F K

12 g. 66708664A>C M R M L Q N S D T L L S H M A A K C L A S L L Y F Q L

13 g. 110327865C>T T L H N M M K K F F L Q L I A E F K R L G S S V V Y A

14 g. 106886296T>A T V Y T M Y F P F C M S Q E F R H L L C E I L P L L K

15 g. 5098048A>C V H M A A R I I A T L A A W G K E L M E G S D L N Y Y

16 g. 69615465A>T A W H T N L S R K I L R M S P L L A K F H Q F L V S E

17 g. 65813948T>A G S P F P A A V I L R D A L H M A R G L K Y L H Q E K

18 g. 108814677G>C M Q T D T Q D H Q N L C Y S A L V L A M V F S M G E A

19 g. 116820833G>C A G Y R G S F L A G F R P L P C T P G P G W V S H V D

20 g. 45553003G>T A L L Y F T G S A N F N R S M R A L A K T K G M S L S

21 g. 58476516A>C R V D Q K T L H N L L R K V V P S F S A E I E R L N Q

22 g. 35197173T>G V Q G L L K D A T G S F V L P F R H V M Y A P Y P T T

23 g. 105559136C>T A S L S E A V Q A A Y M L R Y Q K C L D A R S Q T S T

24 g. 126439132G>T F N I T A D P Y E R V D L S S M Y P G I V K K L L R R

25 g. 101573665C>G G R I S G I G S A F G S R S L Y N L G G T R R V S I G

26 g. 140328678C>G T F L C P A D V T D P T T F Q K I L E L L P S R R A D

27 g. 121734550T>C Y T E T P E K I R L H L Y H L N E T V T I T A S L V S

28 g. 190937554G>A R N V D S T C E D R E D K F N F S V M S Y N I L S Q D

29 g. 153509426A>T L L L A M R L V N E A T F P L LL N C F G Q P K T K W

30 g. 142664440A>G P S Q V T E M F N Q G R A F A A V R L P F C G H K N I

31 g. 81419559T>A K I T T I P F T T E V F A P V T E T V T V S A I P

32 g. 24108965G>C N E E G I E E L V V A L T C V G G W Q A P L N Q N W V

33 PSKPSFQE P S K P S F Q E F V D W E N V S P E L N S T D Q P F L

34 REGVELCPG R E G V E L C P G N K Y E M R R H G T T H S LV I H D

35 g. 28894578A>C S G L V T F Q A F I D V M S R E T T D T D T A D Q V I

36 g. 29565843C>G V D R N P Q F L D P V L A Y L M K G L C E K P L A S A

37 g. 65813948T>A G S P F P A A V I L R D A L H M A R G L K Y L H Q E K

38 g. 41232378A>G P A M V C G T A F F I N F I A I Y H H A S R A I P F G

39 g. 4007844T>G W I P S G T T I L N C F H D V L S G K L S G G S P G V

40 g. 123421534G>C F R R K A F L H W Y T G E A M D E M E F T E A E S N M

41 g. 107599034A>C L R R L V L H V V S A A Q A E R L A R A E E A A A P A

42 g. 93352588T>C R N I E G I D K L T Q L K K P F L V N N K I N K I E N

43 GFSQPLRRL G F S Q P L R R L V L H V V S A A Q A E R L A R A E E
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таблица 2. Группы пептидов, сформированные для введения животным

Table 2. Peptide groups formed for administration to animals

Группы пептидов 
Peptide groups

1 2 3 4 5 6 7 8

g. 116820833 g. 110327865 g. 123421534 g. 107599034 g. 65813948 g. 10559136 g. 101573665 g. 155991934

g. 140328678 g. 126439132 g. 130452479 g. 108075690 g. 69615465 g. 106886296 g. 190937554 g. 41232378

g. 142664440 g. 4007844 g. 28894578 g. 109894747 g. 69027878 g. 108814677 g. 60246193 g. 54847269

g. 145123749 g. 6393021 g. 4553003 g. 29565843 g. 93352588 g. 121734550 g. 7163330 g. 58476516

g. 35197173 g. 64957410 g. 5098048 g. 56226589 REGVELCPG g. 153509426 g. 77174891 g. 66708664

GFSQPLRRL PSKPSFQE g. 81419559

Физраствор 
Saline solution

Физраствор 
Saline solution

Физраствор 
Saline solution

Физраствор 
Saline solution

Физраствор 
Saline solution

ДМСО 
DMSO

ДМСО 
DMSO

ДМСО 
DMSO

Увеличение продолжительности жизни вычисля-
ли после гибели всех животных в ходе опыта по фор-
муле:

УПЖ (%) = ((СПЖ
о
 – СПЖ

к
) : СПЖ

к
) × 100,

где СПЖ
к
 – средняя продолжительность жизни жи-

вотных в контрольной группе (дни), СПЖ
о
 – средняя 

продолжительность жизни животных в подопытной 
группе (дни).

Минимальные критерии противоопухолевой ак-
тивности: ТРО ≥50 %, УПЖ ≥50 %.

Статистическая обработка полученных данных 
была выполнена с помощью программы Statistica 2.0 
с использованием критерия Манна–Уитни. Параме-
тры увеличения продолжительности жизни анализи-
ровали с помощью логрангового критерия. Раз личия 
считались статистически достоверными при р <0,05.

Результаты
Количество ИФН-γ-продуцирующих клеток се-

лезенки мышей, ранее иммунизированных группами 
пептидов в сочетании с адъювантом, в ответ на in vitro- 
стимуляцию пептидами, входившими в состав мо-
дельной вакцины, увеличивалось. Тогда как при до-
бавлении в лунки с клетками этих мышей пептидов из 
других групп, не входивших в состав модельной вакци-
ны, количество ИФН-γ-продуцирующих клеток оста-
валось таким же, как в группе контроля (см. рисунок).

В группах мышей, иммунизированных пептида-
ми без адъюванта, количество ИФН-γ-продуцирую-
щих клеток in vitro не менялось по сравнению с груп-
пой контроля как при добавлении пептидов, 
входивших в состав вакцины, так и при добавлении 
пептидов из других групп.

Таким образом, показано, что вакцинация мы-
шей пептидами в сочетании с адъювантом Poly(I:C) 

Количество продуцирующих интерферон γ клеток селезенки мышей, ранее иммунизированных пептидами с адъювантом, после cтимуляции 
пептидами in vitro: а, б – стимуляция пептидами, входившими в состав вакцины, вызывает увеличение числа клеток, продуцирующих  
интерферон γ; в, г – стимуляция пептидами, не входившими в состав вакцины, не вызывает увеличения числа клеток, продуцирующих  
интерферон γ
The number of interferon-γ-producing spleen cells of mice, which were immunized by the peptides with the adjuvant, after in vitro stimulation by the 
peptides: а, б – increase in the number of interferon γ producing cells after in vitro stimulation by the peptides, which were part of the vaccine; в, г – no 
increase in the number of interferon γ producing cells after in vitro stimulation by the peptides, which were not part of the vaccine

а б в г
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таблица 3. Противоопухолевый эффект моделей пептидной вакцины

Table 3. Antitumor efficacy of peptide vaccine models

Группы пептидов 
Peptide groups

торможение роста опухоли, % 
Tumor growth inhibition, %

Увеличение продолжительности 
жизни, % 

Increase of survival rate, %
Cутки 

day

18 23 27 32

Poly (I:C) 67 7 0 0 27

1 0 0 0 0 7

2 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0

4 16 0 0 0 3

5 82 34 0 0 18

6 100 91 71 26 19

7 88 68 35 25 58

8 37 20 0 0 14

1 + Poly (I: C) 64 0 0 0 10

2 + Poly (I: C) 0 0 0 0 3

3 + Poly (I: C) 0 0 00 0 0

4 + Poly (I: C) 100* 100* 98* 71* 60*

5 + Poly (I: C) 95 76* 69* 34 40

6 + Poly (I: C) 95* 40* 44 0 35

7 + Poly (I: C) 100* 100* 97* 92* 67*
2 из 5 мышей живы >90 дней

8 + Poly (I: C) 97 69 62 52 67*

*p <0,05 по отношению к контролю. 
*p <0,05 in relation to control.

вызывает специфическую стимуляцию клеточного 
иммунного ответа.

Результаты оценки противоопухолевого эффекта 
исследуемых моделей вакцины после 2-кратной вак-
цинации представлены в табл. 3.

Из табл. 3 видно, что пептиды групп 1–3 не об-
ладали противоопухолевым эффектом, возможно, это 
связано с недостаточной растворимостью их в физ-
растворе и, как следствие, сниженной биодоступно-
стью.

Эффект пептидов значительно усиливался при 
использовании адъюванта Poly(I:C), самого по себе 
обладающего противоопухолевой активностью, но 
менее выраженной, чем при комбинации с пептидами.

Модель вакцины 7 + Poly(I:C) обладает выражен-
ным противоопухолевым эффектом. «Пептиды 7» без 
адъюванта, в отличие от других групп пептидов без 

адъювантов, у которых эффект незначительный или 
отсутствует, увеличивали продолжительность жизни 
мышей примерно на 58 %.

Заключение
Вакцинация мышей синтетическими неоанти-

генными пептидами в сочетании с адъювантом  
Poly (I:C) вызывает стимуляцию клеточного иммун-
ного ответа, выражающуюся в увеличении количества 
ИФН-γ-продуцирующих клеток селезенки. Однако 
не во всех случаях наблюдаемая стимуляция клеточ-
ного иммунитета приводила к развитию противо-
опухолевого ответа. Пептиды, проявившие выражен-
ную противоопухолевую эффективность, будут 
использованы как модель для более углубленного 
изучения персонализированной пептидной неоанти-
генной вакцины против меланомы B16F10.
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Увеличение количеСтва NKT-клеток – маркер 
раннеГо ПроГреССирования При адЪЮвантной 

вакЦинотераПии ПаЦиентов С метаСтатичеСкой 
меланомой коЖи

а. а. Борунова, Г. З. чкадуа, т. н. Заботина, З. Г. кадагидзе, о. в. короткова, а. и. черткова, д. в. табаков, 
е. н. Захарова, Э. к. Шоуа, н. н. Петенко, л. в. демидов, и. н. михайлова

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России;  
Россия, 115478 Москва, Каширское шоссе, 24

Контакты: Анна Анатольевна Борунова Borunova-a@yandex.ru

Введение. Натуральные киллерные Т-лимфоциты (NKT) занимают промежуточное положение между врожденным и при-
обретенным иммунным ответом. Способность этих клеток как активировать противоопухолевый иммунный ответ, так 
и угнетать иммунологическую активность делает их мишенью исследования у онкологических больных. Радикальность хи-
рургического лечения больных метастатической меланомой III–IV стадии относительно условна. В связи с этим возмож-
ности адъювантной эффективной терапии меланомы активно исследуются во всем мире.
Цель исследования – изучение информативной значимости увеличения количества NKT-клеток периферической крови боль-
ных метастатической меланомой кожи после радикального хирургического удаления опухоли, получавших в адъювантном 
режиме противоопухолевую аутологичную дендритно-клеточную вакцинотерапию.
Материалы и методы. В исследование включены 39 больных метастатической меланомой кожи III и IV стадий после ради-
кального хирургического вмешательства. Из моноцитов периферической крови каждого пациента создавалась аутологичная 
вакцина зрелых дендритных клеток, нагруженных опухолевым лизатом. Терапия продолжалась до объективного прогресси-
рования. В исследование вошли пациенты, получившие от 5 до 120 введений. Время наблюдения за больными составило 
 от 5 до 168 мес.
Результаты. Показано, что у 14 (36 %) больных исходное количество NKT-клеток превышало норму (0–10 %), и в процессе 
вакцинотерапии у них было отмечено прогрессирование заболевания в период до 2 лет. У больных с безрецидивным течением 
заболевания при вакцинотерапии (n = 13) количество NKT-лимфоцитов не превышало нормы как до, так и в процессе тера-
пии. Выявлено достоверно меньшее время до прогрессирования у пациентов с высоким исходным содержанием NKT-лимфо-
цитов по сравнению с пациентами с нормальными показателями NKT-клеток (6,5 мес, 95 % доверительный интервал – 
2,4–10,7 %, vs 96,2 мес, 95 % доверительный интервал – 63,8–128,6 %).
Заключение. Увеличенное количество NKT-клеток у пациентов с метастатической меланомой кожи III и IV стадии после 
радикального хирургического лечения является маркером раннего прогрессирования.

Ключевые слова: NKT-клетки, адъювантная иммунотерапия, вакцинотерапия, меланома

DOI: 10.17650 / 1726-9784-2019-18-4-82-89

INCREaSE IN NKT CEllS – a MaRKER oF EaRly PRoGRESSING aT adJuVaNT VaCCINoThERaPy  
oF PaTIENTS wITh a METaSTaTIC MElaNoMa oF SKIN

A. A. Borunova, G. Z. Chkadua, T. N. Zabotina, Z. G. Kadagidze, O. V. Korotkova, A. I. Chertkova, D. V. Tabakov, E. N. Zakharova, 
E. K. Shoua, N. N. Petenko, L. V. Demidov, I. N. Mikhailova

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of  the Russian Federation; 
24 Kashirskoye Shosse, Moscow 115478, Russia

Introduction. Natural killer T lymphocytes (NKT) take place between the innate and acquired immune response. The ability of these 
cells to activate the antitumor immune response and inhibit immunological activity makes them the target of research in cancer patients. 
The radicality of surgical treatment of patients with metastatic melanoma (stage III–IV) is relatively conventional. In this regard, the 
possibility of adjuvant effective therapy of melanoma is actively investigated worldwide.
The aim of the study is investigation of the importance of increasing the number of NKT cells in the peripheral blood of patients with 
metastatic melanoma after radical surgical removal of the tumor. Patients were treated with adjuvant regimen antitumor autologous 
dendritic cell therapy in form of vaccination.
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Materials and methods. The study included 39 patients with stage III and IV metastatic melanoma with regional and / or distant metas-
tases after radical surgery. From the peripheral blood monocytes of each patient, an autologous vaccine was created from mature den-
dritic cells loaded with tumor lysate. The therapy continued until objective progression. The study included patients who received from  
5 to 120 injections. The follow-up period ranged from 5 to 168 months.
Results. It was shown that 14 (36 %) of patients had the number of NKT cells exceeding the norm (0–10 %) and in the course of vaccine 
therapy they had the progression of the disease in the period up to 2 years. In patients with relapse-free course of the disease in vaccine 
therapy (n = 13), the number of NKT lymphocytes did not exceed the norm both before and during therapy. Significantly shorter time to 
progression was revealed in patients with high initial content of NKT lymphocytes compared with patients with normal indices of NKT 
cells (6.5 months) – 95 % confidence limit 2,4–10,7 % vs 96,2 months (95 % confidence limit 63.8–128.6 %).
Conclusion. An increased number of NKT cells in patients with stage III–IV metastatic melanoma after radical surgical treatment is  
a marker of early progression.

Key words: NKT cells, adjuvant immunotherapy, vaccinotherapy, melanoma

Введение
Натуральные Т-клетки-киллеры (NKT) представ-

ляют собой популяцию Т-лимфоцитов с фенотипом 
CD3+CD16+CD56+, обладающих свойствами как на-
туральных киллерных (NK), так и Т-клеток. Эта по-
пуляция лимфоцитов имеет особый путь клеточной 
дифференцировки в структуре Т-лимфоцитов и может 
обладать фенотипом CD4+CD8– , CD4– CD8+ или CD4– 

CD8– . NKT-клетки занимают нишу между врожден-
ным и приобретенным иммунным ответом, обеспечи-
вая связь механизмов естественной резистентности 
и специфической иммунной реактивности. Выделяют 
2 типа NKT-клеток: инвариантные (NKT-клетки I 
типа, или iNKT-клетки), экпрессирующие только 1 
вид Т-клеточного рецептора (TCR) α-цепи (Vα24JαQ 
TCRα), и вариабельные (NKT-клетки II типа) – гете-
рогенная популяция NKT-клеток, экспрессирующая 
различные TCRα-цепи.

NKT-клетки способны синтезировать большой ди-
апазон цитокинов, позволяющий им модулировать им-
мунный ответ при различных заболеваниях, включая 
рак, аутоиммунные заболевания, инфекции, аллергии, 
отторжение трансплантата и реакции трансплантата про-
тив хозяина [1, 2]. Такая разнонаправленность действия 
NKT-клеток обусловлена функциональной гетероген-
ностью их субпопуляций, которая не зависит от фено-
типа (инвариантные или вариабельные) клеток. Функ-
циональную активность NKT-клеток и их роль 
в регулировании иммунного ответа определяет тип син-
тезируемых цитокинов. Единого понимания, каким об-
разом NKT-клетки выбирают тип секретируемых цито-
кинов, на сегодня нет [3]. Способность этих клеток 
активировать противоопухолевый иммунный ответ, 
а также угнетать иммунологическую активность привле-
кает интерес ученых к NKT-лимфоцитам и как к модели 
клеточной терапии, и как к критерию прогноза заболе-
вания [4]. Так, известно, что количество NKT-лимфо-
цитов в периферической крови увеличивается при острых 
тяжелых воспалительных процессах, и часто такое уве-
личение сопровождается снижением количества В-кле-
ток и CD3+CD4+-Т-хелперных лимфоцитов, а отсутствие 

восстановления нормального количества показателей 
является свидетельством перехода воспаления в хро-
ническую форму [5].

Меланома кожи отличается агрессивным течени-
ем, ранним метастазированием и тенденцией к по-
стоянному росту. Основным методом терапии мела-
номы на сегодняшний день остается хирургическое 
лечение. Радикальность хирургического лечения 
больных метастатической меланомой III–IV стадии 
относительно условна из-за наличия субклинических 
метастазов, а скрытая диссеминация опухоли может 
происходить на любой стадии. В связи с этим воз-
можности адъювантной эффективной терапии мела-
номы активно исследуются во всем мире [6].

Вакцинотерапия аутологичными дендритными 
клетками (ДК), нагруженными опухолевым лиза-
том, – модель полностью персонализированной им-
мунотерапии. Эффективность вакцинотерапии ме-
ланомы при наличии клинически определяемых 
опухолевых очагов сопоставима с эффективностью 
химиотерапии, но при этом не имеет токсичности [7]. 
В клинических рекомендациях до 2017 г. больным 
меланомой III и IV стадии после хирургического ле-
чения в качестве адъювантной терапии предлагалась 
иммунотерапия интерферонами, и только в редакции 
2018 г. появилась рекомендация о применении в адъ-
ювантном режиме блокаторов PD1 (по решению вра-
чебной комиссии), а при наличии BRAF-мутации – 
таргетных препаратов ингибиторов BRAF [8, 9]. 
В данной статье представлены результаты иссле-
дования адъювантной вакцинотерапии пациентов 
с метастатической меланомой III и IV стадии после 
хирургического лечения, проводившегося в Нацио-
нальном медицинском исследовательском центре 
онкологии им. Н. Н. Блохина (НМИЦ им. Н.Н. Бло-
хина) с 2002 по 2018 г. В качестве значимого иммуно-
логического критерия рассмотрена популяция NKT- 
клеток, способных проявлять как проопухолевую, так 
и противоопухолевую активность.

Цель исследования – изучение информативной 
значимости увеличения количества NKT-клеток 
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периферической крови больных метастатической 
меланомой кожи после радикального хирургическо-
го удаления опухоли, получавших в адъювантном 
режиме противоопухолевую аутологичную дендрит-
но-клеточную вакцинотерапию.

Материалы и методы
В исследование были включены 39 больных ме-

тастатической меланомой кожи III и IV стадии с ре-
гионарными и / или отдаленными метастазами после 
радикального хирургического вмешательства, полу-
чавших лечение в НМИЦ онкологии им. Н. Н. Бло-
хина с 2002 по 2018 г. Это были мужчины (n = 19) 
и женщины (n = 20) в возрасте от 24 до 75 лет (сред-
ний возраст – 52 года).

Из моноцитов периферической крови каждого 
пациента создавали аутологичную вакцину на осно-
ве зрелых ДК, нагруженных опухолевым лизатом. 
Фенотип зрелых ДК для каждой вакцины оценивали 
методом проточной цитометрии (CD80+, CD86+, 
HLA-DR+, CD83+ и CCR7+ >70 %, живых клеток 
>80 %). Разовая доза ДК составляла 2–5 × 106 в 1 мл 
фосфатно-солевого буфера.

Вакцинотерапию проводили амбулаторно, она 
включала в себя вводную фазу (4 вакцинации 

с интервалом 2 нед) и поддерживающую (введение 
каждые 4 нед в течение 2 лет, затем интервал увели-
чивали до 3–6 мес). Терапия продолжалась до объек-
тивного прогрессирования. В исследование были 
включены пациенты, получившие от 5 до 120 введе-
ний. Время наблюдения за больными составило от 5 
до 168 мес. Прогрессирование на фоне проводимой 
терапии отмечено у 26 (67 %) из 39 больных.

Для оценки фенотипа NKT-лимфоцитов клетки 
периферической крови больных окрашивали моно-
клональными антителами к CD45, CD3, CD16, CD56 
и изотипическими контролями, меченными флуо-
рохромами FITC, PE, PE-Cy5. Анализ CD45+CD3+ 

CD16+CD56+-NKT-клеток проводили методом про-
точной цитометрии (BD FACSCaliburТМ).

Статистический анализ данных проводили с ис-
пользованием пакета статистических программ  
SPSS 17.0, значения считались статистически значи-
мыми при р <0,05. Выживаемость анализировали 
в соответствии с методом Каплана–Майера и срав-
нивали с помощью логранг-теста.

Результаты
По продолжительности вакцинотерапии больных 

разделили на 3 группы (рис. 1).

Вакцинотерапия/Vaccine therapy Наблюдение/Observation

Группа 1  
(вакцинотерапия  

от 3 до 6 мес)/  
Group 1  

(vaccine therapy  
for 3–6 months)

Группа 2  
(вакцинотерапия  

от 6 мес до 2 лет)/ 
Group 2  

(vaccine therapy  
for 6 months–2 years)

0                                    50                                 100                                 150                                200

Время, мес/Time, mths

Группа 3  
(вакцинотерапия  

более 2 лет)/ 
Group 3  

(vaccine therapy  
for more than 2 years)

П
ац
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нт

ы
/P
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рис. 1. Распределение больных метастатической меланомой кожи по продолжительности адъювантной вакцинотерапии. Больные разде-
лены на 3 группы по времени продолжительности вакцинотерапии

Fig. 1. Distribution of patients with metastatic melanoma according to the duration of adjuvant vaccine therapy. Patients are divided into 3 groups according 
to vaccine therapy duration
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1-я группа. У всех 14 пациентов этой группы про-
грессирование наступило в раннем периоде –  
до 6 мес от начала вакцинотерапии. Медианы про-
должительности терапии и времени до прогрессиро-
вания не различались и составили 4 мес – 95 % до-
верительный интервал (ДИ) 2,83–5,17 и 3,17–4,82 
соответственно.

2-я группа. В период от 6 мес до 2 лет получали 
лечение 13 человек. Медиана времени терапии у них 
составила 15,9 мес – 95 % ДИ 9,20–22,57. У 3 (23 %) 
пациентов из этой группы на фоне проводимой те-
рапии было отмечено безрецидивное течение забо-
левания, продолжительность терапии составила от 13 
до 21 мес, а время наблюдения – 103–122 мес (меди-
ана времени до прогрессирования не достигнута). 
У 10 из 13 (77 %) больных, получавших терапию 
6–24 мес, медиана времени до прогрессирования со-
ставила 13,3 мес – 95 % ДИ 6,49–20,1 мес.

3-я группа. У 12 пациентов продолжительность 
терапии составила от 2 до 7 лет, и только у 2 (16 %) 
из них было выявлено прогрессирование заболевания 
после 33 и 52 мес. При этом у 1-го пациента прогрес-
сирование было выявлено в процессе терапии  
(33 мес), у 2-го вакцинотерапия была эффективной 
(продолжительностью 4 года), а прогрессирование 
наступило через 14 мес после окончания лечения. 
У 10 (83 %) больных, получавших вакцинотерапию 
более 2 лет, медиана времени до прогрессирования 
не достигнута. У 7 пациентов продолжительность 
лечения составила 38,6 мес (95 % ДИ 29,1–48,2 мес), 
у 3 – от 72 до 132 мес. Медиана времени наблюдения 
после терапии у этих больных составила 108,0 мес – 
95 % ДИ 102,3–113,7 мес.

Таким образом, 10-летняя общая выживаемость 
(ОВ) в группе 39 больных метастатической мелано-
мой после радикального удаления опухоли и после-
дующей вакцинотерапии составила 38 % (n = 15), 
безрецидивная выживаемость – 33 % (n = 13); 5-лет-
няя ОВ – 51 % (n = 20), безрецидивная выживае-
мость – 33 % (n = 13); 2-летняя ОВ – 66 % (n = 26), 
безрецидивная выживаемость – 38 % (n = 15). У боль-
шинства больных (67 %) было отмечено прогресси-
рование заболевания в период от 4 до 52 мес и преиму-
щественно выявлялось раннее прогрессирование – 
медиана времени до прогрессирования – 5,0 мес – 
95 % ДИ 4,0–5,9 мес.

Следующим этапом был проведен анализ прогно-
стического значения количества NKT-лимфоцитов 
в периферической крови пациентов до начала имму-
нотерапии (рис. 2).

1-я группа. Только у 4 (29 %) из 14 больных этой 
группы до начала терапии количество NKT-клеток 
было в пределах нормальных значений (рис. 3) 
и в процессе вакцинотерапии, несмотря на прогрес-
сирование заболевания, оставалось в норме (2,9 %; 
95 % ДИ 0,3–5,4 %). Большинство пациентов (n = 
10; 71 %) имели повышенное исходное значение 
NKT-лимфоцитов (17,1 %; 95 % ДИ 12,5–21,8): у по-
ловины из них (n = 5) не было отмечено динамики 
этого показателя в процессе иммунотерапии, у 3 боль-
ных выявлен продолженный рост количества NKT-
клеток и только у 2 – уменьшение их количества 
до нормы. У всех больных этой группы прогрессиро-
вание наступило в период от 3 до 6 мес от начала 
терапии, и они были исключены из протокола лече-
ния и переведены на другой вид терапии. Медиана   

рис. 2. DotPlot-цитограмма CD3 vs CD16/CD56 CD45+ клеток периферической крови 2 больных метастатической меланомой кожи с нор-
мальным (а) и высоким (б) содержанием NKT-лимфоцитов до начала вакцинотерапии

Fig. 2. DotPlot-cytogram of CD3 vs CD16/CD56 CD45+ peripheral blood cells of 2 metastatic melanoma patients with normal (a) and high (b) NKT 
lymphocyte count prior to vaccine therapy 
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ОВ у этих больных составила 14,6 мес (95 % ДИ 8,9– 
20,3 мес), и не было выявлено ее существенного раз-
личия у больных в зависимости от исходного зна-
чения NKT-лимфоцитов. Трое пациентов из этой 
группы оставались живы в период наблюдения (2–
3 года) после вакцинотерапии (1 с нормальным ко-
личеством NKT-клеток и 2 – с повышенным, при этом 
у одного из них количество NKT-лимфоцитов оста-
валось высоким в процессе вакцинотерапии, а у дру-
гого снижалось до нормы).

2-я группа. В данной группе нормальное количе-
ство NKT-клеток до начала вакцинотерапии (6,6 %; 
95 % ДИ 4,1–9,1 % и медиана 7,4 %; Q25–Q75  
3,6–9,1 %) наблюдалось у 9 (69 %) из 13 и только 
у 4 (31 %) пациентов отмечалось исходно высокое их 
количество (медиана 16,6 %; Q25–Q75  11,6–21,2 %). 
У всех больных, имеющих исходно повышенное со-
держание NKT-лимфоцитов до лечения, было выяв-
лено прогрессирование в процессе иммунотерапии, 
при этом у 2 пациентов отмечалась нормализация 
показателя на фоне лечения, а у 2 их количество оста-
валось без динамики.

У 3 больных с нормальным количеством NKT-
клеток (3 из 9) вакцинотерапия была эффективна, 
и ее продолжительность составила 13, 17 и 21 мес, 
в настоящее время пациенты живы и не имеют кли-
нических признаков заболевания (время наблюдения 
после иммунотерапии составило 8,5–12 лет). Коли-
чество NKT-лимфоцитов у этих пациентов до начала 
терапии, в процессе лечения и в период динамиче-
ского наблюдения оставалось в пределах нормальных 

показателей. У остальных больных с исходно нор-
мальным количеством NKT-клеток (6 из 9) в процес-
се вакцинотерапии было отмечено прогрессирование 
заболевания, и только у 2 пациентов наблюдался 
резкий рост количества NKT-лимфоцитов на момент 
прогрессирования.

3-я группа. У всех больных в этой группе (n = 12) 
до начала иммунотерапии количество NKT-лимфо-
цитов было в пределах нормы. Для 9 (75 %) пациен-
тов адъювантная вакцинотерапия была эффективна, 
ее длительность составила от 34 до 72 мес. Эти паци-
енты находятся в динамическом наблюдении, про-
должительность которого на сегодняшний день со-
ставляет 103–122 мес (8,5–10 лет).

Таким образом, показано, что у 14 (36 %) больных 
количество NKT-клеток превышало показатели нор-
мы (0–10 %) и составило в среднем 16,9 % (95 % ДИ 
13,5–20,4 %). В процессе вакцинотерапии у всех боль-
ных с высоким исходным значением NKT-клеток  
(n = 14) отмечалось прогрессирование заболевания 
в период до 2 лет. Преимущественно (n = 10; 71 %) это 
были пациенты, получавшие терапию до 6 мес, меди-
ана времени до прогрессирования в группе больных 
с исходно высоким содержанием NKT-лимфоцитов 
составила 4,0 мес – 95 % ДИ 2,7–5,2 мес.

У больных с безрецидивным течением заболева-
ния на фоне вакцинотерапии (n = 13) до начала ле-
чения количество NKT-лимфоцитов не превышало 
показатели нормы и в процессе терапии оставалось 
также в пределах нормальных значений.

Среднее значение времени до прогрессирования 
у пациентов с высоким уровнем NKT-клеток до нача-
ла терапии было в 14,5 раза меньше, чем у пациентов 
с нормальным их количеством, и составило 6,5 мес 
(95 % ДИ 2,4–10,7 %) vs 96,2 мес (95 % ДИ 63,8–
128,6 %) соответственно (рис. 4). Общая продолжи-
тельность жизни у пациентов с исходно увеличенным 
количеством NKT-лимфоцитов была в 5,6 раза мень-
ше, чем у пациентов с нормальным содержанием NKT-
клеток – 22,2 мес (95 % ДИ 11,8–32,6 %) vs 124,9 мес 
(95 % ДИ 95,4–154,3 %) соответственно. Риск про-
грессирования у пациентов с повышенным количе-
ством NKT-лимфоцитов был в 4 раза больше, чем у па-
циентов с нормальным показателем (относительный 
риск 4,97; 95 % ДИ 2,04–12,13; р <0,001). Была выяв-
лена обратная умеренная достоверная связь между 
количеством NKT-клеток до начала вакцинотерапии 
и временем до прогрессирования (r = –0,395; p=0,017).

Анализ динамики изменения количества NKT-
клеток у пациентов в процессе вакцинотерапии по-
казал, что у больных с безрецидивным течением за-
болевания количество NKT-лимфоцитов оставалось 
в пределах нормы на протяжении всей вакцинотера-
пии. В группе больных с прогрессированием и ис-
ходно высоким содержанием NKT-клеток у 7 из 

рис. 3. Сравнение эффективности адъювантной вакцинотерапии 
у больных метастатической меланомой кожи в зависимости от со-
держания NKT-клеток до начала терапии в 3 группах, различающих-
ся по продолжительности вакцинотерапии. Распределение больных 
в зависимости от содержания NKT-клеток до начала терапии в груп-
пах (1-я группа 3–6 мес, 2-я – 6 мес – 2 года и 3-я – более 2 лет). 

Fig. 3. Comparison of the effectiveness of adjuvant vaccine therapy in 
metastatic melanoma patients depending on NKT cells count before therapy 
in 3 groups with different vaccine therapy duration. Patients» distribution 
depending on NKT cells count before therapy in different groups (1st group 
3–6 months, 2nd – 6 months-2 years and 3rd – more than 2 years).  
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14 (50 %) пациентов на фоне терапии не определялось 
значимой динамики показателя; у 4 больных отмеча-
лась нормализация количества NKT-лимфоцитов 
и у 3 – существенное, в 1,5–2 раза, увеличение попу-
ляции NKT-клеток. Следует отметить, что у пациен-
тов с нормализацией количества NKT-лимфоцитов 
(n = 4) прогрессирование произошло через 4, 5, 12 
и 33 мес от начала терапии, а у больных с обратной 
динамикой – через 3, 4 и 5 мес.

Обращает на себя внимание, что из 12 пациентов 
с исходно нормальным количеством NKT-клеток, 
несмотря на прогрессирование заболевания, только 
у 2 человек в процессе терапии было отмечено резкое, 
в 2–2,5 раза, увеличение этой субпопуляции лимфо-
цитов (до 19,8 и 20,2 %) на момент диагностики про-
грессирования. У остальных пациентов (n = 10) ко-
лебания количества NKT-лимфоцитов и в процессе 
терапии, и в момент выявления прогрессирования 
заболевания оставались в пределах нормальных по-
казателей.

Обсуждение
Адъювантная, или профилактическая, иммуно-

терапия призвана предотвратить развитие рецидива 
заболевания. Она направлена на уничтожение или дли-
тельное подавление микрометастазов меланомы после 
хирургического удаления опухоли. Критерием эффек-
тивности адъювантной терапии является увеличение 

безрецидивной выживаемости [10]. Дендритно-кле-
точная вакцинотерапия рака – одно из актуальных 
направлений. Только за 2,5 года (с 09.2014 по 02.2017 г.) 
было опубликовано 43 статьи с результатами различных 
клинических исследований вакцин на основе ДК [11]. 
Вакцина на основе ДК не является стандартным пре-
паратом. Существуют аутологичные и аллогенные вак-
цины. Они различаются по типу антигенов для нагруз-
ки вакцины (могут включать в себя лизат клеток 
аутологичной или аллогенной опухоли, лизат клеток 
опухолевых линий, с определенными антигенами, 
или конкретный набор опухолеассоциированных ан-
тигенов) [12]. Различны не только сами вакцины, 
но и режимы их применения, точки введения и ком-
бинации с другими препаратами, в том числе и с тера-
пией ингибиторами контрольных точек (анти-PD, 
PDL, CTLA-4). При меланоме кожи в настоящее вре-
мя ведется набор данных по 4 международным прото-
колам (NCT02334735; NCT02993315; NCT02301611; 
NCT01983748 – www.clinicaltrials.gov). Продолжаются 
работы отечественных исследователей [13]. Планиру-
ются новые клинические исследования, о чем свиде-
тельствует протокол 2018 г. ACDC Adjuvant Trial –  
2 фазы рандомизированного исследования применения 
дендритно-клеточной вакцины, нагруженной аутоло-
гичным опухолевым лизатом, у пациентов после ре-
зекции меланомы III и IV стадии [14].

Представленные данные – часть результатов ис-
следования, ведущегося с 2002 г. по настоящее время. 
Для 13 из 39 больных метастатической меланомой  
III–IV стадии применение вакцинотерапии на основе 
ауто логичных ДК после хирургического лечения было 
эффективным, и максимальное время наблюдения 
на сегодняшний день составляет 12 лет. Одним из ос-
новных вопросов клинических исследований ДК-вак-
цины (как нашего, так и других протоколов) остается 
поиск иммунологических маркеров прогноза эффек-
тивности терапии.

Ключевым фактором эффективности иммуноте-
рапии является состояние иммунной системы на мо-
мент начала специфического иммунотерапевтическо-
го воздействия. Способность реализовать запускаемый 
механизм противоопухолевого ответа предполагает 
наличие иммунной сбалансированности как минимум 
на системном уровне – в периферической крови.

NKT-лимфоциты – гетерогенная популяция, 
в ней выделяют инвариантный и вариабельный типы. 
Оба подвида делятся по типу секретируемых цитоки-
нов и могут проявлять как проопухолевую, так и про-
тивоопухолевую активность. Популяция NKT-клеток 
является малочисленной и в норме составляет до 10 % 
всех лимфоцитов. Увеличение количества NKT-
лимфоцитов является одним из вариантов иммуноло-
гического дисбаланса и, как показало наше исследова-
ние, встречается у 1 из 3 пациентов с метастатической 
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рис. 4. График безрецидивной выживаемости (по Каплану–Майеру) 
больных метастатической меланомой после хирургического удаления 
опухоли от момента начала адъювантной дендритно-клеточной вак-
цинотерапии до прогрессирования: синяя линия – больные с нормальным 
количеством NKT-клеток, зеленая – с повышенным количеством 
NKT-лимфоцитов, + ‒ цензурированные наблюдения (пациенты с без-
рецидивным течением заболевания на момент анализа), p ‒ вероят-
ность выживаемости

Fig. 4. Relapse-free survival (KaplaniMeyer curve) of patients with 
metastatic melanoma after tumor surgery from the start of adjuvant dendritic 
cell vaccine therapy to progression: blue line indicates patients with normal 
NKT cells count, green line – patients with an increased NKT lymphocytes 
count, + ‒censored observations (patients with relapse-free disease 
at the time of analysis)
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меланомой кожи III–IV стадии после радикального 
хирургического лечения при отсутствии клинических 
признаков заболевания. В настоящем исследовании 
у всех больных с повышенным содержанием NKT-
клеток в процессе иммунотерапии было отмечено про-
грессирование в период до 2 лет. Хотя увеличение попу-
ляции NKT-клеток при других нозологических формах 
и другом противоопухолевом лечении, таком как химио-
терапия, может являться благоприятным прогностиче-
ским критерием, что было показано при исследовании 
больных раком молочной железы [15]. Следует отметить, 
что эффективность химиотерапии сопровождалась 
уменьшением количества NKT-лимфоцитов до нор-
мальных показателей.

Неэффективность вакцинотерапии у больных 
меланомой с повышенным количеством NKT-клеток 
может быть связана с тем, что иммунная система уже 
находится в состоянии напряжения по типу проти-
вовирусного ответа и не реагирует на другие виды 
стимуляции. Данное иммунологическое нарушение 
следует рассматривать как противопоказание для адъю-

вантной дендритно-клеточной противоопухолевой 
вакцинотерапии меланомы кожи.

Отметим, что прогрессирование отмечалось 
и у больных с нормальным содержанием NKT-клеток. 
Резкое увеличение в 1,5–2 раза количества NKT-лим-
фоцитов в процессе иммунотерапии сочеталось с бы-
стрым прогрессированием вне зависимости от того, 
было ли ранее количество NKT-клеток нормальным 
или повышенным, что позволяет использовать этот 
критерий для мониторинга как маркер прогрессиро-
вания.

Заключение
Увеличенное количество NKT-клеток у пациен-

тов с метастатической меланомой кожи III–IV стадии 
после радикального хирургического лечения являет-
ся маркером раннего прогрессирования. Наличие 
повышенного количества NKT-лимфоцитов следует 
рассматривать как противопоказание для вакцино-
терапии в адъювантном режиме аутологичными ДК, 
нагруженными опухолевым лизатом.
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