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Введение. Противоопухолевые вакцины на основе ау-
тологичных дендритных клеток (АДКВ) в настоящее вре-
мя вызывают значительный интерес. Конструирование и 
использование клеточных моделей, воспроизводящих им-
мунологические реакции, представляется весьма перспек-
тивным инструментом мониторинга такой терапии и пред-
сказания исхода заболевания. 

Цель. Разработка аутологичных клеточных моделей, 
воспроизводящих in vitro активацию противоопухолевых 
механизмов в результате воздействия АДКВ, и изучение 
их прогностического значения в процессе лечения.

Материалы и методы. Был использован биологиче-
ский материал 11 пациентов (у семи — меланома кожи 
(МК), у четырех  — саркомы мягких тканей и остеоген-
ные саркомы (СМТ/ОС), которые получали лечение АДКВ 
CaTeVac в НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова. Для созда-
ния клеточных моделей использовали культуры опухолевых 
клеток и активированных Т-лимфоцитов, генерированных 
при кокультивировании с вакцинными дендритными клет-
ками пациентов. Для анализа степени активации клеток и 
клеточных взаимодействий использовали методы проточ-
ной цитометрии, иммуноферментного анализа, оценки про-
лиферативного потенциала опухолевых клеток.

Результаты. У 90,9  % пациентов (10/11) до лечения 
АДКВ наблюдали генерацию активированных Т-лимфоци-
тов. Моделирование взаимодействия Т-лимфоцитов с ауто-
логичными клетками опухолей пациентов воспроизводило 
реальную клиническую ситуацию в восьми из 11 (72,7  %) 
случаев. Обнаружена корреляция между содержанием MICA 
и TGFβ1, экскретируемых малигнизированными клетками па-
циентов, и коэффициентом клеточного лизиса (rho  =  –0,792, 
p  =  0,001 и rho  =  –0,472, p  =  0,048 соответственно), а 
также между относительным содержанием пролифериру-
ющих CD3  +CFSE+  лимфоцитов и концентрацией IL-10 
(rho  =  –0,579, p  =  0,019), TGFβ1 (rho  =  –0,512, p  =  0,043) в 
периферической крови пациентов до лечения. При образова-
нии клона пролиферирующих CD3+клеток обнаружили уве-
личение субпопуляции терминально дифференцированных 
лимфоцитов (TEMRA) СD4+ (р  =  0,018) и CD8+ (р  =  0,048) 
у пациентов с достаточным эффектом (ДЭ) до лечения по 
сравнению с недостаточным эффектом. После двух-шести 

Introduction. Anticancer vaccines based on activated 
dendritic cells (DCs) are of significant interest. Constructing 
and utilizing cellular models that reproduce immunological 
responses for monitoring such therapy and predicting disease 
outcomes is a promising approach.

Aim.​ To develop autologous cellular models that reproduce 
in vitro activation of antitumor mechanisms following exposure 
to a DC vaccine and to study their prognostic value during 
treatment.

Materials and Methods. Biological material was obtained 
from 11 patients (7 with skin melanoma, 4 with soft tissue 
or osteogenic sarcomas (STS/OS) treated with the autologous 
CaTeVac vaccine in N.N. Petrov National Medical Research 
Center of Oncology. Cellular models were created using cul-
tures of patient-derived tumor cells and T-lymphocytes activat-
ed via coculture with vaccine DCs. The models were analyzed 
using flow cytometry, enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA), and assessment of tumor cell proliferation potential.

Results. Generation of activated T-lymphocytes in response 
to vaccine DC stimulation was observed in 90.9 % of patients 
prior to treatment. The modeled interaction between T-lym-
phocytes and autologous tumor cells reproduced the clinical 
response in in 8 out of 11 (72.7  %) of cases. Inverse cor-
relations were found between the levels of MICA and TGFβ1 
secreted by tumor cells and the cell lysis ratio (rho  =  –0.792, 
p  =  0.001 and rho  =  –0. 472, p  =  0.048, respectively), and 
between relative content of proliferating CD3+CFSE+ lym-
phocytes and plasma concentrations of IL-10 (rho  =  -0.579, 
p  =  0.019) and TGFβ1 (rho  =  –0,512, p  =  0,043) in patients’ 
peripheral blood before treatment. 

During the formation of a proliferating CD3+ cell clone, 
an increase in the subset of terminally differentiated lympho-
cytes (TEMRA) CD4+ (p  =  0.018) and CD8+ (p  =  0.048) 
was observed in patients with a sufficient effect (SE) before 
treatment compared to those with an insufficient effect (IE). 
After 2–6  cycles of DCV, SE patients experienced a signifi-

* Статья содержит онлайн-приложение, в котором размещены полный текст статьи на английском языке и дополнительные материалы.
** Полный текст статьи на английском языке доступен по ссылке https://voprosyonkologii.ru/index.php/journal/article/view/2-26-The-Prognostic-Role
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циклов АДКВ у пациентов с ДЭ происходило значительное 
увеличение количества CD8+клеток эффекторной памяти 
(CD8+Tem) (р  =  0,036) и TEMRA CD8+лимфоцитов, проду-
цирующих гранзим В (TEMRA GrB+CD8+) (р  =  0,025).

Заключение. Цитотоксические свойства антигенспеци-
фических Т-лимфоцитов различаются у пациентов и соот-
ветствуют клинической картине заболевания и ответу на 
терапию, что дает возможность предложить клеточное мо-
делирование в 2D- и 3D-формате как метод для прогнози-
рования и мониторинга эффективности клеточной терапии.

Ключевые слова: дендритно-клеточные вакцины; кле-
точные модели; меланома; саркома; цитотоксические лим-
фоциты
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cant increase in the number of CD8+ effector memory cells 
(CD8+Tem) (p = 0.036) and TEMRA CD8+ lymphocytes pro-
ducing granzyme B (TEMRA GrB+CD8+) (p  =  0.025).

Conclusion. The cytotoxic properties of antigen-specific 
T-lymphocytes induced by mature DCs vary between patients 
and correlate with the clinical disease presentation and therapy 
response. This supports the use of 2D and 3D cellular mod-
eling as an in vitro method for predicting and monitoring the 
efficacy of dendritic cell-based immunotherapy.

Keywords: dendritic cell vaccines; cellular models; mela-
noma; sarcoma; cytotoxic lymphocytes
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Введение

Среди иммунотерапевтических методов, раз-
рабатываемых в настоящее время, значительный 
интерес вызывают противоопухолевые вакцины 
на основе активированных аутологичных ден-
дритных клеток (ДК), суть действия которых 
заключается в иммунизации организма пациен-
та иммуногенными пептидами, полученными из 
опухолеассоциированных антигенов, что приво-
дит к активации поливалентного адаптивного 
иммунного ответа, нацеленного на клетки зло-
качественной опухоли [1].

ДК, часто называемые «природными адъю-
вантами», представляют собой профессиональ-
ные антигенпрезентирующие клетки, которые 
играют неотъемлемую роль в стимулировании 
адаптивного иммунного ответа, обеспечивая 
три сигнала, необходимые для активации лим-
фоцитов: ДК процессируют внутриклеточные и 
внеклеточные антигены и представляют произ-
водные антигена — пептиды на молекулах глав-
ного комплекса гистосовместимости (MHC) I или 
II класса CD8+ и CD4+ Т-лимфоцитам соответ-
ственно. Затем ДК подают необходимые кости-
мулирующие сигналы лимфоцитам, что опосре-
дованно взаимодействием CD80/CD86  :  CD28. 
Наконец, ДК секретируют поляризующие цито-
кины, такие как IL-12, стимулируя эффекторные 
функции лимфоцитов. Взаимодействуя с ДК, 
наивные Т-клетки дифференцируются в эффек-
торные Т-клетки, что в конечном итоге приводит 
к генерации опухолеспецифического клеточного 
и гуморального ответа. Именно поэтому ДК как 
ключевые медиаторы иммунного ответа являют-
ся очень перспективной основой для множества 
стратегий противоопухолевых вакцин [2].

ДК также обладают способностью коорди-
нировать не только адаптивную, но и врожден-
ную иммунную систему. Так, они вырабатывают 

защитные цитокины, такие как интерлейкины 
IL-6, IL-12 и факторы роста в ответ на сигна-
лы «опасности», которые модулируют текущие 
иммунные реакции. Кроме того, ДК взаимодей-
ствуют с клетками врожденной иммунной си-
стемы: естественными киллерами, макрофагами 
или тучными клетками, что приводит к генера-
ции мощного и полного иммунного ответа [3].

Данные свидетельствуют о том, что у он-
кологических больных наблюдается снижение 
как количества, так и функции ДК, причем при 
метастатических опухолях наблюдается более 
выраженное снижение, чем у больных с ран-
ними стадиями первичных опухолей [4]. Имму-
носупрессивное микроокружение, создаваемое 
малигнизированными клетками, препятствует 
созреванию и правильному функционированию 
ДК, что приводит к отсутствию эффективно-
го опухолеспецифического иммунного ответа 
[5]. Кроме того, недостаток иммуногенности 
в некоторых «холодных» опухолях обусловлен 
отсутствием инфильтрации Т-клеток или их 
дисфункциональным/истощенным статусом. Де-
фекты реализации иммунного цикла можно под-
вергнуть коррекции с помощью дендритно-кле-
точных вакцин (ДКВ).

Сенсибилизация ДК опухолевыми антигена-
ми, содержащимися в лизатах опухолевых кле-
ток, представляет собой часто используемый 
метод приготовления ДК-вакцин. Незрелые ДК, 
нагруженные опухолевыми антигенами паци-
ентов, дифференцируют в зрелые ДК, а затем 
эти ДК, нагруженные антигенной информацией, 
вводят обратно пациентам для дальнейшей ак-
тивации противоопухолевого иммунного ответа 
в организме [6].

Важным аспектом в достижении эффективно-
сти ДКВ является поиск и изучение факторов, 
позволяющих прогнозировать исход заболевания 
и выявлять когорту больных злокачественными 
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новообразованиями с наилучшими показателями 
ответа на проводимое лечение. Конструирование 
и использование клеточных моделей, которые 
воспроизводят степень восстановления иммуно-
логических реакций, направленных на распоз-
навание и элиминацию опухолевых клеток па-
циента после применения ДКВ, представляется 
весьма перспективным направлением для выяв-
ления прогностических и предиктивных факто-
ров. Поэтому целью нашего исследования стала 
разработка аутологичных клеточных моделей, 
воспроизводящих in vitro активацию противоо-
пухолевых механизмов в результате воздействия 
АДКВ, и изучение их прогностического значе-
ние в процессе лечения.

Материалы и методы

Характеристика материала 
В исследование включены биологические 

образцы 11 пациентов, семь  из которых  — с 
диссеминированными формами меланомы кожи 
(МК), четыре  — сарком мягких тканей и осте-
огенных сарком (СМТ/ОС), которые получали 
лечение аутологичной ДКВ CaTeVac в НМИЦ 
онкологии им.  Н.Н.  Петрова [7]. Протокол ис-
следования одобрен этическим комитетом, от 
всех пациентов получено информированное со-
гласие. Клиническая характеристика пациентов 
представлена в табл. 1. Из больных СМТ/ОС 
двое имели остеогенную саркому, один  — пле-
оморфную рабдомиосаркому, один  — опухоль 
из оболочек периферических нервов. Для ана-

лиза различий по клиническим эффектам ДКВ 
больные были классифицированы как имеющие 
достаточный (ДЭ) или недостаточный (НДЭ) 
эффект терапии. Под достаточным эффектом 
понимали отсутствие прогрессирования в тече-
ние 6 мес.  — при проведении самостоятельной 
(паллиативной) терапии, и 12 мес. — при прове-
дении адъювантной иммунотерапии [8]. Шесть 
пациентов имели ДЭ и получили от 12 до 62 ци-
клов ДКВ, пять — НДЭ, и получили от четырех 
до 12  циклов ДКВ.

Выделение и культивирование клеток злока-
чественных новообразований

Фрагменты опухолевой ткани подвергали 
механической дезагрегации с помощью меди-
машины (Aglient Technologies, США), клетки 
опухолей высевали в пластиковые флаконы 
(Sarstedt, ФРГ), помещали в СО2-инкубатор 
Heracel (Termo Electron LTDGmbH, Германия), 
непрерывно культивировали, руководствуясь ме-
тодами R.I.  Freshney [9] c собственными моди-
фикациями [10], используя питательную среду 
DMEM/F12 (Биолот, Россия), содержащую 20 % 
сыворотки эмбрионов коров (Биолот, Россия), 
20  % кондиционированной среды фибробластов 
легких эмбриона человека, инсулин (5 мкг/
мл), трансферрин (5  мкг/мл), селен (5  нг/мл) 
(Invitrogen, USA). При достижении монослоя 
производили пересев клеток с использованием 
равных объемов 0,25  %-ного раствора трипсина 
и 0,02  %-ного раствора версена (Биолот, Рос-
сия). Осуществляли непрерывное культивирова-
ние опухолевых клеток не менее 10 пассажей — 

Таблица 1.  Характеристика пациентов, включенных в исследование

Характеристика пациентов МК СМТ/ОС

N 7 4

Возраст, лет
Медиана 52 19,5

Диапазон 21–65 18–33

Пол
Мужской 3 4

Женский 4 0

Стадия заболевания 
III 6 0

IV 1 4

Линии предшествующего системного 
лечения

0 7 0

1 0 1

2 0 1

3 и более 0 2

Режим ДК-терапии 
Адъювантный 7 1

Лечебный 0 3

Количество циклов ДК-терапии
Медиана 12 19

Диапазон 4–62 6–23

Эффект ДК-терапии
Достаточный 3 3

Недостаточный 4 1

МК  — меланома кожи; СМТ/ОС  — саркомы мягких тканей и остеогенные саркомы.
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процесса однократного посева и роста клеток 
в культуре [9]. Прижизненное наблюдение за 
ростом культур опухолевых клеток осуществля-
ли с помощью клеточного автоматического ана-
лизатора Cell-IQ (CM Technologies, Финляндия).

Чтобы избежать контаминации опухолевых 
культур фибробластами, использовали генетицин 
в дозе 100 мкг/мл [11]. Проводили контроль чи-
стоты культуры на проточном цитометре FACS 
Canto II (BD, США) с использованием монокло-
нальных антител к маркеру фибробластов ER-
TR7 (Santa Cruz Biotech, США).

Культивирование дендритных клеток 
Для получения аутологичных вакцинных ДК 

использовали адгезионную фракцию CD14+мо-
ноцитов из периферической крови онкологиче-
ских больных, которую обрабатывали согласно 
оптимизированной ранее методике [7]. Для диф-
ференцировки ДК применяли сбалансированную 
бессывороточную среду Cell-Gro DC (СellGenix, 
Германия) в культуральных флаконах с повы-
шенной адгезией (TPP, Швейцария) при темпе-
ратуре 37  °С, 5  % CO2 и влажности 98  %. На 
первый, третий и пятый дни культивирования 
добавляли гранулоцитарно-макрофагальный ко-
лониестимулирующий фактор (GM-CSF, 72 нг/
мл) и интерлейкин-4 (IL-4, 20 нг/мл) (СellGenix, 
Германия). Для нагрузки и специфической ак-
тивации к незрелым ДК (фенотип CD14-CD1a+) 
на седьмой день культивирования добавляли 
клеточный препарат IRTAN-2018, представля-
ющий собой коктейль девяти лизированных 
аллогенных РТА+опухолевых клеточных линий 
[12]. Лизированные опухолевые клетки добавля-
ли к ДК в соотношении 3  :  1, одновременно в 
культуральные флаконы вносили фактор некроза 
опухоли (TNF-α, 20 нг/мл), IL-4 (20 нг/мл) и 
гранулоцитарно-макрофагальный ростовой фак-
тор (GM-SCF, 72 нг/мл). Спустя 48 ч получали 
ДК с фенотипом CD1a–CD83+, которые собирали 
и осаждали центрифугированием.

На всех этапах дифференцировки ДК оцени-
вали на предмет экспрессии линейноспецифи-
ческих и дифференцировочных антигенов ме-
тодом лазерной проточной цитофлуориметрии 
BD FACSCantoII (BD, США) с использованием 
моноклональных антител, конъюгированных с 
флуорохромами: CD14-FITC, CD1а-APC, CD83-
PE-Cy7, CD80-APC-Cy7, CD86-PerCP-Cy5.5, 
CD40-PE, HLA-DR-APC-Cy7, CD209-PerCP-
Cy5.5, CCR7-BV421) [13].

Культивирование активированных лимфоцитов
Для активации лимфоцитов кокультивирова-

ли последние с аутологичными вакцинными ДК, 
внося в систему культивирования разморожен-
ную лимфоцитарную суспензию. На 16-е сутки 
отбирали лимфоцитарную фракцию и вносили 
ее в новую систему культивирования с свежей 

порцией ДК, нагруженных опухолевыми анти-
генами. 14 дней непрерывного кокультивирова-
ния ДК и лимфоцитов проводили в присутствии 
цитокинов IL-2 (12,5 МЕ/мл) и IL-7 (10 нг/мл).

Оценка индуцированной Т-клеточной проли-
ферации 

При оценке индуцированной Т-клеточной 
пролиферации для окрашивания Т-лимфоцитов 
применяли флуоресцентный краситель CFSE 
(5  мкМоль/мл). В качестве индукторов проли-
ферации эффекторных Т-лимфоцитов исполь-
зовали вакцинные ДК в соотношении 10  :  1. 
Относительное содержание пролиферирующих 
Т-клеток оценивали на пятый день кокуль-
тивирования по разведению флуоресцентной 
метки методом проточной цитометрии (FACS 
Canto™  II, BD Biosciences, США) с помощью 
программного обеспечения BD  FACSDiva (вер-
сия  8.0.1). Показатель спонтанной пролифера-
ции лимфоцитов, меченных CFSE, использовали 
в качестве отрицательного контроля. 

Анализ клеточного состава пула пролифери-
рующих Т-лимфоцитов, активированных in vitro 

Субпопуляционный состав пролиферирую-
щих Т-лимфоцитов, индуцированных зрелыми 
ДК в клеточных моделях, изучали на проточ-
ном цитометре FACS Canto™ II, BD Biosciense, 
США, с применением моноклональных антител, 
конъюгированных с флуорохромами: CD45RA-
PE, CD28-PerCP-Cy™5.5, CD8-PE-Cy7, CD3-
APC, CD45-APC-Cy7, CD197-BV421 (CCR7) (BD 
Biosciense, США) и программы BD FACSDiva 
(версия  8.0.1). Для определения антиген-специ-
фической продукции гранзима  Б (GrB) Т-лим-
фоцитами проводили внутриклеточное окраши-
вание клеток моноклональными антителами с 
использованием соответствующих протоколов 
фиксации и пермеабилизации мембран (BD 
Cytofix/Cytoperm™). 

Цитотоксический тест был выполнен с по-
мощью оценки пролиферации клеток злокаче-
ственных новообразований, кокультивируемых 
со специфически активированными Т-лимфо-
цитами, на приборе xCELLigence RCPA DP 
Instrument (ACEA Biosciences, США). Опухоле-
вые клетки высевали в количестве 2х104 кл/лун-
ка в планшеты E-Plate View (ACEA Biosciences, 
США). Через 24 ч в те же лунки добавляли 
аутологичные активированные Т-лимфоциты в 
соотношении клетка-мишень/клетка-эффектор 
1/10 и помещали в прибор для анализа в те-
чение 48  ч. В качестве контроля использовали 
культуру опухолевых клеток пациента без воз-
действия. Эффективность клеточного лизиса 
оценивали путем вычисления параметра Slope, 
ассоциированного со скоростью изменения кле-
точного индекса, который зависит от количества 
живых адгезивных клеток в экспериментальной 
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системе. Коэффициент клеточного лизиса (KL) 
вычисляли по формуле:

Slopecontrl  — Slopeexp__________________ × 100  %
Slopeexp.

Создание трехмерных клеточных конструк-
ций (сфероидов) 

Для опухолевых сфероидов использовали 
технологию низкоадгезивных поверхностей с 
помощью 96-луночных планшетов Ultra-Low 
Attachment Surface (Corning, США). Опухоле-
вые клетки пациентов вносили в лунки план-
шета в количестве 1–2  х  104 в 200 мкл полной 
питательной среды и культивировали в течение 
трех-восьми суток в СО2-инкубаторе Heracel 
(Thermo Electron LTD GmbH, Германия) при 
37 ºС, 100  %-ной влажности и 5  %-ном СО2. 
Далее в экспериментальную систему вносили 
активированные Т-лимфоциты в соотношении 
1 оп.  кл./20 лимф. и инкубировали в течение 
трех-пяти суток. Т-лимфоциты предваритель-
но были окрашены цитоплазматическим флуо-
ресцентным красителем CFSE (5  мкМоль/мл). 
Для визуализации клеточных взаимодействий 
использовали аналитическую систему наблю-
дения за живыми клетками Cell-IQ (Chip Man 
Technologies, Финляндия). Жизнеспособность 
клеток в сфероидах оценивали с помощью про-
точной цитометрии при использовании красите-
ля 7AAD.

Анализ продукции факторов, ассоциирован-
ных с иммуносупрессией (ИСФ)

Оценивали количественное содержание ИСФ: 
трансформирующего фактора роста TGFβ1, ин-
терлейкинов IL 6, 8, 10 в супернатантах культур 
опухолевых клеток и в сыворотке крови паци-
ентов с помощью мультиплексного анализа на 
приборе BioPlex® 200 (Bio-Rad, США) с про-
граммным обеспечением Bio-Plex Manager™ 
v.6.1 (Bio-Rad, США). Для определения лиган-
да рецептора NKG2D цитотоксических Т-лим-
фоцитов и естественных киллеров MICA были 
использованы наборы MICA Duoset ELISA Kit 
(R&D Systems, США).

Для моделирования супрессивного опухоле-
вого микроокружения в экспериментальную кле-
точную систему добавляли MICA (100 пг/мл), 
TGFβ1 (30 пг/мл), IL 6 (25 пг/мл), IL 8 (50 пг/мл), 
IL 10 (50 пг/мл).

Статистическая обработка 
Анализ полученных данных проводили с по-

мощью систем статистической обработки IBM 
SPSS 19.0 и Microsoft Excel 2010. Использовали 
методы описательной статистики, корреляцион-
ного анализа, непараметрической статистики 
для оценки различий между двумя независи-
мыми выборками с использованием критериев 
Спирмена и Манна  — Уитни [14].

Результаты

Оценка индуцированной in vitro Т-клеточ-
ной пролиферации продемонстрировала, что у 
90,9  % пациентов (10/11) до лечения ДКВ име-
ет место генерация активированных Т-лимфо-
цитов в ответ на стимуляцию вакцинными ДК, 
и далее, с увеличением циклов иммунотерапии 
процент пролиферирующих клеток увеличивает-
ся (табл.  2, см. приложение онлайн). Однако у 
пациентов с НДЭ после каждого цикла ДК-вак-
цинации популяция CD3+CFSE+лимфоцитов ко-
личественно была менее выражена, чем у паци-
ентов с ДЭ (рис.1). 

Моделирование взаимодействия активиро-
ванных Т-лимфоцитов, генерированных путем 
кокультивирования со зрелыми ДК, соответ-
ствующего определенным циклам вакцинации, 
с аутологичными клетками злокачественных 
новообразований пациентов, воспроизводило 
реальную клиническую ситуацию в восьми из 
11 (72,7  %) случаев (табл.  3, см. приложение 
онлайн). На рис. 2 представлены результаты 
исследований клеточных моделей, полученных 
из биологического материала пациентов с МК, 
у которых развился ДЭ и НДЭ. У пациента 
И.С.А. с ДЭ увеличение количества проли-
ферирующих CD3+CFSE+лимфоцитов в про-
цессе ДК-терапии сопровождалось усилением 
их цитотоксических свойств, что приводило к 
полному торможению роста культуры клеток 
меланомы кожи #1111 по данным клеточного 
анализатора xCELLigence, которое находило 
выражение в уменьшении параметра Slope до 
отрицательных значений (рис.  2 А1, А2, А3). 
У  пациента Ш.У.Р., у которого ДЭ не был до-
стигнут в процессе 12 циклов ДК-терапии, так-
же наблюдали увеличение количества пролифе-
рирующих CD3+CFSE+лимфоцитов, но при этом 
отсутствовал эффективный клеточный лизис ау-
тологичных клеток-мишеней, о чем свидетель-
ствовало сравнение скорости роста культуры 
меланомы кожи #912 в присутствии лимфоци-
тов и без них (рис. 2 Б1, Б2, Б3). В отношении 
больных СМТ/ОС были получены аналогичные 
результаты: у пациентов с НДЭ реактивность 
специфически активированных Т-лимфоцитов, 
генерированных в присутствии вакцинных ДК, 
была значительно снижена, что не приводило к 
гибели опухолевых клеток, которые продолжа-
ли пролиферировать (рис.3).

Выявлена корреляция между параметрами 
специфической активности Т-лимфоцитов, ге-
нерированных из клеток периферической кро-
ви, полученных до лечения пациентов, и про-
дукцией культивируемыми клетками опухолей 
больных факторов, ассоциированных с иммуно-
супрессией (ИСФ). Обнаружена обратная корре-
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ляция высокой силы между содержанием MICA, 
экскретируемого малигнизированными клетками 
пациентов, и коэффициентом клеточного лизиса 
(KL) (rho  =  –0,792, p  =  0,001). Обратная корре-
ляция средней силы была характерна также для 
TGFβ1 и KL (rho  =  –0,472, p  =  0,048). 

Количество пролиферирующих активирован-
ных CD3+CFSE+лимфоцитов коррелировало с 
количественным содержанием ИСФ в перифе-

рической крови пациентов в «нулевой точке» 
перед вакцинацией. Была выявлена обратная 
корреляция средней силы между относитель-
ным содержанием CD3+CFSE+лимфоцитов в 
экспериментальной системе после стимуляции 
активированными ДК и концентрацией IL-10 
(rho  =  –0,579, p  =  0,019), TGFβ1 (rho  =  –0,512, 
p  =  0,043) в периферической крови пациентов 
до лечения.

Рис. 1.  Генерация активированных Т-лимфоцитов в ответ на стимуляцию вакцинными ДК у больных с ДЭ и НДЭ.   — ДЭ;   — НДЭ;
*  — различия статистически значимы (р  =  0,038); **  — различия статистически значимы (р  <  0,050)

Рис. 2.  Индивидуальные аутологичные клеточные модели, позволяющие оценить эффективность иммунологических синапсов 
в процессе применения ДКВ у больных меланомой кожи. А  — пациент И.С.А., 52 г., меланома кожи, достаточный эффект, 

62  цикла вакцинации; Б  — пациент Ш.У.Р., 29 л., меланома кожи, недостаточный эффект, 12 циклов вакцинации. 1  — динамика 
количественного содержания пролиферирующих CD3+CFSE+лимфоцитов при кокультивировании с вакцинными ДК в процессе ДК-

вакцинотерапии; 2  — пролиферативная активность клеток МК пациентов в смешанной культуре с активированными аутологичными 
Т-лимфоцитами; 3  — оценка скорости роста культуры клеток МК в клеточном анализаторе xCELLigence по изменению показателя 

Slope. А2, Б2  —   — DMEM/F12,   — лимфоциты,   — культура клеток МК #1111 и #912 без воздействия,   — кокультура 
клеток МК и лимфоцитов, полученных из МНК до вакцинации,   — кокультура клеток МК и лимфоцитов, полученных из МНК 

в  процессе вакцинации

A1

Б1

A2

Б2

A3

Б3
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Рис. 3.  Индивидуальные аутологичные клеточные модели, позволяющие оценить эффективность иммунологических синапсов 
в  процессе применения ДКВ у больных СМТ/ОС. А  — пациент Д.С.А., 33 г., плеоморфная рабдомиосаркома (ПРМС), достаточный 
эффект, 23 цикла вакцинации; Б  — пациент О.М.С., 21 год, остеогенная саркома, недостаточный эффект, шесть циклов вакцинации. 

1  — динамика количественного содержания пролиферирующих CD3+CFSE+лимфоцитов при кокультивировании с вакцинными ДК 
в процессе ДК-вакцинотерапии; 2  — пролиферативная активность клеток СМТ/ОС пациентов в смешанной культуре с 

активированными аутологичными Т-лимфоцитами; 3  — оценка скорости роста культуры клеток СМТ/ОС в клеточном анализаторе 
xCELLigence по изменению показателя Slope. А2, Б2  —   — DMEM/F12,   — лимфоциты,   — культура клеток ПРМС #1013 

и  ОС #1030 без воздействия,   — кокультура клеток СМТ/ОС и лимфоцитов, полученных из МНК до вакцинации,   — кокультура 
клеток СМТ/ОС и лимфоцитов, полученных из МНК в процессе вакцинации

Рис. 4.  Аутологичная клеточная модель с использованием биологического материала пациента Б.В.Н., 36 л., меланома кожи, 
получавшего адъювантную ДК-терапию (20 циклов). 1  — оценка популяции пролиферирующих CD3+CFSE+лимфоцитов, 

генерированных в ответ на стимуляцию вакцинными ДК в процессе терапии. В качестве контроля оценивали спонтанную 
пролиферацию Т-лимфоцитов; 2  — динамика клеточного индекса, отражающего пролиферативную активность опухолевых клеток 

в смешанной культуре с активированными аутологичными Т-лимфоцитами; 3  — оценка скорости роста культуры клеток меланомы 
кожи #826 в клеточном анализаторе xCELLigence по изменению показателя Slope; 4  — количественная оценка популяции 

пролиферирующих CD3+CFSE+лимфоцитов (31,3  %) с помощью проточной цитометрии после второго цикла ДК-терапии; 5  — 
количественная оценка популяции пролиферирующих CD3+CFSE+лимфоцитов (10,7  %) с помощью проточной цитометрии после 

второго цикла ДК-терапии в присутствии IL-10; 6  — 9,4  % в присутствии MICA; 7  — 11,8  % в присутствии TGFβ1
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В процессе активации Т-лимфоцитов при об-
разовании клона пролиферирующих CD3+клеток 
обнаружили статистически значимое увеличение 
относительного содержания субпопуляции тер-
минально дифференцированных лимфоцитов 
(TEMRA) СD4+ (р  =  0,018) и CD8+ (р  =  0,048) 
у пациентов с ДЭ до ДК-терапии по сравне-
нию с НДЭ. При моделировании клеточных 
взаимодействий после двух-шести циклов ДКВ 
у пациентов с ДЭ происходило значительное 
увеличение количества CD8+клеток эффектор-
ной памяти (CD8+Tem) (р  =  0,036) и TEMRA 
CD8+лимфоцитов, продуцирующих гранзим В 
(TEMRA GrB+CD8+) (р  =  0,025).

Более детальное изучение клеточных мо-
делей, которые не воспроизводили реальную 
клиническую ситуацию, продемонстрировало 
важную роль воздействия компонентов опухо-
левого микроокружения, таких как присутствие 
молекул ИСФ, на реализацию функций активи-
рованных клеток иммунной системы с одной 
стороны, и необходимость более тщательного 
подхода к выбору компонентов прогностической 
клеточной модели — с другой. На рис. 4 пред-
ставлены результаты анализа клеточной модели 
пациента Б.В.Н., 36 лет, с МК, получившего 20 
циклов ДКВ с ДЭ. Оценка популяции пролифе-
рирующих CD3+CFSE+лимфоцитов, генериро-
ванных в ответ на стимуляцию вакцинными ДК, 
показало положительную динамику в процессе 
терапии (рис. 4–1). Однако в клеточной модели 
не было получено различий между скоростью 
роста интактной культуры клеток МК #826 и 
при кокультивировании со специфически акти-
вированными Т-лимфоцитами, генерированны-
ми из мононуклеаров периферической крови, 
полученных до вакцинации и после 6-го цикла 

ДКВ (рис.  4–2, –3). Оказалось, что добавление 
ИСФ в экспериментальную систему кокульти-
вирования аутологичных активированных ДК и 
лимфоцитов снижает численность популяции 
CD3+CFSE+лимфоцитов практически в три раза 
(рис.  4–4, –5, –6, –7). Относительное содержа-
ние CD3+CFSE+лимфоцитов, полученных после 
второго цикла ДКВ составило 31,3  % по дан-
ным проточной цитометрии. Добавление IL10 
в питательную среду кокультуры Т-лимфоцитов 
и ДК снижало содержание CD3+CFSE+лимфо-
цитов до 10,7  %, MICA  — 9,4  %, и TGFβ1  — 
11,8  %. Иммуноферментный анализ концентра-
ций ИСФ в супернатантах культуры МК #826, 
которая к моменту постановки эксперимента 
прошла 106 пассажей, продемонстрировал вы-
сокое содержание MICA (5237,8 пг/мл), TGFβ1 
(18,9 нг/мл), IL-10 (176,0 пг/мл), VEGF (1022,5 
пг/мл) по сравнению с контрольной культурой 
фибробластов FLECH. После изучения данной 
модели были созданы иммуносупрессивные ус-
ловия в экспериментальных системах с клетка-
ми других пациентов и получены аналогичные 
результаты (рис. 5). Обнаружены статистически 
значимые различия между относительным со-
держанием пролиферирующих Т-лимфоцитов, 
формирующих клоны, после нескольких ци-
клов ДКВ под воздействием иммуносупрессив-
ных факторов MICA, TGFβ1, IL6, 8, 10 и без 
них (р  <  0,05).

Было проведено изучение эффективности 
клеточного лизиса опухолевых клеток-мишеней 
активированными Т-лимфоцитами на аутологич-
ных 3D-моделях из культивируемых клеток МК 
и разных типов сарком. После формирования 
опухолевых сфероидов в экспериментальные си-
стемы добавляли аутологичные активированные 

Рис. 5.  Моделирование воздействия ИСФ на образование клонов активированных Т-лимфоцитов: mDC  — в интактной системе 
при  кокультивировании со зрелыми ДК, MICA  —  лиганда рецептора NKG2D, TGFb  —  в присутствии трансформирующего фактора 

роста β1, IL10  — интерлейкина 10, IL6  — интерлейкина 6, IL8  — интерлейкина 8. Вакцинные ДК получены из моноцитов 
периферической крови после двух-шести циклов ДКВ (n  =  13). *  — Различия статистически значимы (р  <  0,05)
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CD3+CFSE+лимфоциты и вели прижизненное 
наблюдение за клеточными взаимодействиями, 
а также контролировали с помощью проточной 
цитометрии жизнеспособность опухолевых кле-
ток и количество лимфоцитов, проникающих 
в сфероиды. Через сутки кокультивирования 
CD3+лимфоциты локализовались в кортикальной 
зоне сфероидов (рис. 6–1), на третьи сутки их 
количество составляло от 26 до 30  % их кле-

точного состава. В присутствии Т-лимфоцитов 
происходило разрушение структуры сфероидов, 
которые представляли собой плотные округлые 
компактные образования с четким контуром в 
интактной системе и на начальных этапах ко-
культивирования (рис. 6–2, 3). К восьмым сут-
кам наблюдали полное разрушение сфероидов, 
при этом количество погибших клеток достига-
ло более 90  % (рис.  6–4, –5, –6).

Рис. 6.  Взаимодействие активированных Т-лимфоцитов и опухолевых клеток в 3D-клеточных моделях: 1  — сфероиды из клеток 
меланомы кожи #1111 пациента И. после инкубации с активированными CFSE+CD3+лимфоцитами в течение 24 ч Т-лимфоциты 

локализуются в кортикальной зоне сфероидов. Конфокальный микроскоп, масштабная линейка 500 мкм; 2  — интактный 
сфероид из клеток меланомы кожи #1111, фазовый контраст Cell-IQ, масштабная линейка 32,51 мкм; 3 — кокультивирование 

CFSE+CD3+лимфоцитов и сфероида #1111, первый день культивирования, совмещенное изображение фазовый контраст 
и  флюоресценция, Cell-IQ, масштабная линейка 32,51 мкм; 4  — разрушение сфероида #1111 под воздействием активированных 

Т-лимфоцитов на восьмой день культивирования, совмещенное изображение фазовый контраст и флюоресценция, Cell-IQ, 
масштабная линейка 32,51 мкм; 5  — оценка жизнеспособности опухолевых клеток в интактном сфероиде #1111 с помощью 

проточной цитометрии: 97,4  % живых клеток; 6  — оценка жизнеспособности опухолевых клеток в сфероиде #1111 после инкубации 
с  активированными Т-лимфоцитами (20-й цикл ДКВ) с помощью проточной цитометрии: 8,9  % живых клеток
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Обсуждение

Противоопухолевая эффективность, наблюда-
емая при использовании ингибиторов иммунных 
контрольных точек или CAR-T терапии, убеди-
тельно продемонстрировала потенциал иммун-
ной системы контролировать злокачественный 
процесс. Однако оказалось, что эффективность 
данных видов лечения злокачественных ново-
образований имеет определенные ограничения 
[15]. Так, применение препаратов, воздейству-
ющих на иммунные контрольные точки, может 
быть эффективно, если опухоль хорошо инфиль-
трирована цитотоксическими Т-лимфоцитами, 
но они отсутствуют у значительной части паци-
ентов [16]. В то же время терапевтические про-
тивоопухолевые клеточные вакцины представ-
ляют собой активную стратегию иммунизации, 
которая направлена на стимуляцию адаптивного 
иммунного ответа против опухолевых антиге-
нов и создание опухолеспецифических функци-
ональных иммунных эффекторов, включая ци-
тотоксические Т-лимфоциты. Целесообразность 
использования противоопухолевых вакцин на 
основе ДК, нагруженных опухолевыми антиге-
нами, имеет значительное биологическое обо-
снование, поскольку они активируют естествен-
ный иммунный процесс [17]. 

Моделирование in vitro и исследование кле-
точных взаимодействий, которые могут быть 
индуцированы после применения таких вакцин, 
является полезным инструментом для монито-
ринга лечения и предсказания исхода заболева-
ния. В данной статье мы сообщили о результа-
тах создания и анализа аутологичных клеточных 
моделей, воспроизводящих in vitro функциональ-
ную активность специфически активированных 
Т-лимфоцитов, генерированных в результате ко-
культивирования с вакцинными ДК, нагружен-
ными лизатом клеток девяти культур меланомы 
кожи, гиперэкспрессирующих раково-тестику-
лярные антигены (IRTAN-2018). Ранее было по-
казано, что в результате взаимодействия с та-
кими ДК происходит генерация Т-лимфоцитов, 
которые способны разрушать не только клетки 
МК, но и клетки других опухолей; при этом эф-
фективность клеточного лизиса коррелировала с 
транскрипционной активностью раково-тестику-
лярных генов в клетках-мишенях [18].

Мы сосредоточились на создании аутоло-
гичных клеточных моделей, которые воспро-
изводят in vitro взаимодействие вакцинных ДК 
с наивными Т-лимфоцитами, приводящее к их 
специфической активации, ассоциированной с 
пролиферацией, формированием клонов и ли-
зисом клеток опухоли пациентов. В системе 
in vitro практически у всех больных независи-
мо от эффекта ДКВ мы наблюдали генерацию 

Т-активированных лимфоцитов, и выраженность 
популяции были связана с эффективностью те-
рапии. Мы получали зрелые ДК из моноцитов, 
выделенных из периферической крови пациен-
тов на разных этапах лечения, и обнаружили, 
что цитотоксические свойства лимфоцитов воз-
растали в процессе увеличения циклов ДКВ. 
В  то же время иммуносупрессивное опухолевое 
микроокружение, которое может формироваться 
в том числе и за счет секреторной деятельности 
малигнизированных клеток, способных нараба-
тывать факторы, приводящие к блокаде противо-
опухолевых иммунных реакций и/или поляриза-
ции опухолеассоциированных клеток иммунной 
системы, влияет на интенсивность генерации 
активированных CD3+клеток и киллинга опу-
холевых клеток-мишеней в экспериментальной 
системе. 

В этой связи необходимо отметить, что пер-
вые этапы развития противоопухолевой клеточ-
ной иммунотерапии продемонстрировали успех 
ДКВ в запуске противоопухолевых иммунных 
реакций, но результаты терапевтического воз-
действия вакцин на основе ДК в клинических 
исследованиях были ограничены именно из-за 
воздействия иммуносупрессивного опухолевого 
микроокружения [19]. Мы продемонстрирова-
ли, что в клеточных моделях в присутствии 
лиганда рецептора NKG2D цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов и естественных киллеров 
MICA, фактора TGFβ1 и интерлейкинов IL6, 
8 10 происходило численное снижение пула 
CD3+CFSE+лимфоцитов практически в три раза. 
Кроме того, функциональные свойства вакцин-
ных ДК, генерированных из CD14+моноцитов, 
выделенных из периферической крови пациен-
тов до начала лечения, были связаны с при-
сутствием определенных концентраций IL10 и 
TGFβ1 в их кровотоке. 

Функциональная активность активированных 
Т-лимфоцитов in vitro была различна у пациен-
тов с ДЭ и НДЭ в процессе ДК-терапии, что 
также нашло выражение в увеличении содер-
жания TEMRA GrB+CD8+ клеток и СD8+Tem 
в экспериментальной системе при достижении 
ДЭ. Как известно, праймирование наивных 
CD8+ T-клеток вызывает клональную экспансию 
и приобретение периферической тканевой хоу-
минговой способности, эффекторной функции и 
цитолитической активности. После сокращения 
ответа эффекторных Т-лимфоцитов T-клетки па-
мяти продолжают рециркулировать и также ста-
новятся резидентными в тканях по всему телу 
[20]. Вероятно, что увеличение пула TEMRA 
может быть ассоциировано с достижением ДЭ.

Как известно, трехмерные модели, такие как 
сфероиды, лучше демонстрируют иммуномоду-
лирующие, пролиферативные и активационные 
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взаимодействия, присущие злокачественным 
новообразованиям, чем двухмерные культу-
ры [21]. Мы провели серию экспериментов с 
использованием сфероидов из клеток МК и 
разных типов сарком. Интересно, что в трех-
мерной системе культивирования активирован-
ные Т-лимфоциты сначала концентрируются 
на поверхности опухолевого сфероида, далее 
проникают в кортикальную зону и затем рас-
полагаются диффузно по всей толщи сферои-
да; при этом данный феномен не зависит от 
гистологического типа сфероида. Под воздей-
ствием лимфоцитов сфероиды разрыхляются и 
распадаются на отдельные фрагменты, сфор-
мированные более чем на 90  % из погибших 
клеток, включивших краситель 7-ААD. Ана-
логичные результаты были получены другими 
исследователями на постоянных опухолевых 
клеточных линиях, в частности колоректаль-
ного рака [22]. При этом антитела, нацелен-
ные против специфических лигандов NKG2D 
MICA и MICB, усиливали иммунозависимое 
разрушение опухолевого сфероида, индуцируя 
увеличение инфильтрации и активации NK-кле-
ток, которые были добавлены в эту систему. 
В наших экспериментах присутствие молекул 
MICA также значительно ингибировало акти-
вацию Т-лимфоцитов, и степень разрушения 
сфероидов коррелировала с ответом пациентов 
на ДК-терапию.

Заключение

Экспериментальные данные демонстрируют 
цитотоксическую способность антигенспецифи-
ческих Т-лимфоцитов, полученных в результа-
те индукции зрелыми ДК, в отношении ауто-
логичной опухоли. Цитотоксические свойства 
активированных лимфоцитов разных пациентов 
различаются и соответствуют клинической кар-
тине заболевания и ответа на терапию, что дает 
возможность предложить клеточное моделирова-
ние в 2D- и 3D-формате как метод in vitro для 
прогнозирования и мониторинга эффективности 
клеточной терапии.
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