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В ходе I/II фазы клинического исследова-
ния у больных раком яичника (ря) апроби-
рованы два вида противоопухолевых ауто-
вакцин на основе дендритных клеток (дк) 
и проведен сравнительный анализ эффектив-
ности их влияния на результаты основного 
лечения. показана более высокая эффектив-
ность противоопухолевой вакцины на осно-
ве дк, «нагруженных» лизатом аутологич-
ных опухолевых клеток, полученным путем 
их обработки цитотоксическими лектинами 
B. subtilis, по сравнению со стандартной дк-
аутовакциной. наличие антигенспецифиче-
ского иммунного ответа отмечено после про-
ведения не менее четырех вакцинаций. полу-
ченные результаты открывают перспективы 
применения данного метода для повышения 
эффективности базисного лечения у боль-
ных ря и создают предпосылки для индиви-
дуальной оптимизации режимов проведения 
дк-вакцинотерапии.
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использование противоопухолевых аутовак-
цин занимает одно из ведущих мест в струк-
туре иммунотерапевтических методов лечения 
больных злокачественными новообразованиями. 
Этот методический подход направлен на актива-
цию специфического противоопухолевого имму-
нитета с целью профилактики рецидивов и ме-
тастазов злокачественного новообразования по-
сле основного лечения [1-3, 8, 14, 20].

Применение противоопухолевых вакцин на 
основе цельных опухолевых клеток или отдель-
ных участков опухолеассоциированных антиге-
нов (оаа) не всегда сопровождается достаточ-
ной эффективностью, поскольку иммунная си-
стема опухоленосителя по ряду причин не вы-
полняет свои функции. Это зачастую обусловле-
но низкой иммуногенностью оаа, а также поте-
рей или изменением экспрессии антигенов мнС 
I класса на опухолевых клетках. При создании 
противоопухолевых вакцин перспективным яв-

ляется объединение антигенного опухолевого 
материала с факторами, усиливающими специ-
фический иммунный ответ. Включение в состав 
противоопухолевых вакцин антигенпредставля-
ющих дендритных клеток (ДК), используемых 
в качестве естественных адъювантов, способ-
ствует усилению иммунного ответа на антиге-
ны опухоли, опосредованного цитотоксически-
ми т-лимфоцитами [1, 2, 10, 12, 15, 18]. Уни-
кальность функции ДК определяется их способ-
ностью к интернализации, процессингу и пре-
зентации антигенов наивным т-лимфоцитам, то 
есть клеткам, ранее не подвергавшимся взаимо-
действию с данным антигеном. Другие антиген-
представляющие клетки, или аПК (такие, как 
макрофаги или В-лимфоциты) этой способно-
стью не обладают.

С целью повышения иммуногенности проти-
воопухолевых вакцинных препаратов в качестве 
адъювантов также используют лиганды toll-like 
рецепторов, которые чаще всего представляют 
собой компоненты бактериальных клеток, так 
называемые патогенассоциированные микроб-
ные структуры (pathogen-associated molecular 
patterns [17, 19].

ранее для создания противоопухолевой ау-
товакцины (ПаВ) на основе аутологичных опу-
холевых клеток был использован оригинальный 
подход, основанный на включении в качестве 
адъюванта экзогенных цитотоксических лекти-
нов (ЦЛ) непатогенных сапрофитных бактерий 
Bacillus subtilis B-7025 [4, 6]. Это обеспечива-
ло значительное повышение иммунобиологиче-
ской активности вакцины. В ходе настоящего 
клинического исследования I/II фазы у боль-
ных раком яичника (рЯ) апробированы два 
вида противоопухолевых аутовакцин на осно-
ве ДК и проведен сравнительный анализ эф-
фективности их влияния на результаты основ-
ного лечения:

1. ДК, «нагруженные» ЛоК, полученным 
стандартным способом [9];

2. ДК, «нагруженных» вакциной на основе 
аутологичных опухолевых клеток и ЦЛ бакте-
рий Bacillus subtilis B-7025 (ПаВ).
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При этом учитывали, что такие вакцины 
могут иметь ряд преимуществ: идентичность 
по гаплотипу мнС реципиента, возможность 
обес печения вакцинации с помощью уникаль-
ного набора оаа, возможность преодоления 
проблем, связанных с низкой иммуногенно-
стью оаа и их доставкой во вторичные лим-
фоидные органы к иммунокомпетентным клет-
кам, формирующим специфический иммунный 
ответ.

Материал и методика

В исследование включена 81 пациентка с гистологи-
чески верифицированным диагнозом рак яичника (рЯ). 
основная и контрольная группы больных были близки по 
возрасту, гистологической структуре опухоли, стадии забо-
левания (ІІІ–IV), типу оперативных вмешательств. Возраст 
больных основной группы составил в среднем 52,8±1,8 
года, контрольной — 53,3±1,9 года. распределение больных 
в зависимости от гистологической структуры опухолей по-
казало, что во всех группах преобладали серозные карци-
номы: в основной группе — 78 %, в контрольной — 67,6%.

Лечение больных основной и контрольной групп преду-
сматривало проведение циторедуктивной операции и 6 кур-
сов адъювантной полихимиотерапии (Пхт) по протоколу 
Ср (цисплатин 100 мг/м2, циклофосфан 800 мг/м2 внутри-
венно). Лишь у 24,4% больных основной и 20,0 % кон-
трольной групп были проведены неоптимальные оператив-
ные вмешательства.

Больным основной группы (41 человек) через 4 нед. 
после окончания основного лечения была проведена ДК-
аутовакцинотерапия. Курс вакцинотерапии составлял 4 
инъекции с интервалом 21-30 суток. Больные получили 1-6 
курсов вакцинотерапии, от 4 до 15 внутривенных инъекций 
аутовакцины. интервалы между курсами составляли от 3 
до 6 мес. В среднем, за одну инъекцию вводили (4,62±0,48)
х106 ДК. Больные основной группы были разделены на 
2 подгруппы в зависимости от применяемой конструкции 
ДК-аутовакцины. Больным 1-й подгруппы, которую соста-
вили 27 человек, были введены ДК, «нагруженные» стан-
дартным фракционированным ЛоК, полученным согласно 
описанному ранее методу [9, 17]; 14 больным 2-й подгруп-
пы — ДК, «нагруженные» ПаВ. Для получения ПаВ опу-
холевые клетки инкубировали при температуре 370 С с ЦЛ 
в концентрации 0,06-0,5 мг/мл на (0,9-1,1) х 107 опухоле-
вых клеток в течение 1-2 час. [4, 6].

ДК генерировали из моноцитов периферической крови 
больных путем их инкубации в среде RPMI 1640 в течение 
8 сут. в присутствии Гм-КСФ (или Г-КСФ), иЛ-4, иФн-a 
и ЛПС при температуре 37 0С в атмосфере 5 % Со2. на 
6-е сут. инкубации к незрелым ДК добавляли ЛоК либо 
ПаВ. До «нагрузки» ДК лизат проверяли на стерильность 
и отсутствие жизнеспособных опухолевых клеток.

Контроль качества ДК включал оценку их фенотипи-
ческих характеристик. Уровень одновременной экспрес-
сии CD86 и HLA-DR-антигенов на ДК составлял не ме-
нее 65%, CD83 — не менее 50%. Количество жизнеспособ-
ных клеток составляло не менее 95%, примесь лимфоци-
тов — не более 20%.

В процессе иммунотерапии через 1 мес. после каж-
дого введения вакцины осуществляли мониторинг состо-
яния клеточного иммунитета. Для оценки развития анти-
генспецифического клеточного иммунного ответа изучали 
способность т-лимфоцитов периферической крови боль-
ных секретировать иЛ-2, иЛ-4 или иФн-γ в присутствии 
ЛоК либо ПаВ.

Для определения секреторной активности т-лимфоцитов 
использовали метод двухпараметровой проточной цитоме-
трии, с помощью которого одновременно определяли ци-
токиновый профиль и субпопуляционный состав лимфоци-
тов. После 7 сут. инкубации лимфоцитов в присутствии 5 
мкл лизата добавляли форболмиристатацетат (Фма) в кон-
центрации 20 мкг/мл и 3 мкг/мл иономицина, инкубирова-
ли еще в течение 5 час. при 370 С и 5% Со2, фиксирова-
ли 4% параформальдегидом и пермеабилизировали мем-
брану с помощью 0,1 % раствора сапонина. Далее клет-
ки метили с помощью моноклональных антител к поверх-
ностному антигену СD3 и внутриклеточным иЛ-2, иЛ-4 
и иФн-γ. результаты выражали в виде разницы количе-
ства CD3+- лимфоцитов, секретирующих иЛ-2, иЛ-4 или 
иФн-γ, инкубированных в присутствии лизата (опыт), 
и количества цитокин-секретирующих CD3+- лимфоцитов, 
инкубированных только в присутствии питательной среды 
(контроль, фоновая секреция). результат выражали в про-
центах. Данный подход позволяет исключить неспецифи-
ческую фоновую активацию лимфоцитов, не связанную 
со стимуляцией клеток лизатом. Все проточноцитометри-
ческие исследования выполнены на приборе FACSCalibur 
(“Becton Dickinson”, Сша) с использованием программы 
CellQuest-PRO для компьютеров макинтош.

результаты исследований обрабатывали статистически 
с использованием программ Exel и STATISTICA 6.0. Выжи-
ваемость больных анализировали по методу Kaplan-Meier, 
достоверность отличий определяли по F-критерию Кокса. 
Статистически достоверной считали разницу между пока-
зателями при р<0,05.

результаты и обсуждение

Клинические испытания противоопухолевых 
вакцин проводятся преимущественно с включе-
нием больных с IV стадией заболевания и зача-
стую при отсутствии успеха от стандартной тера-
пии. между тем, использование специфической 
иммунотерапии у больных с распространенным 
процессом представляется оптимальным лишь 
после уменьшения опухолевой массы хирурги-
ческим путем либо с помощью лучевой или хи-
миотерапии, а также при сохранении достаточ-
ной иммунокомпетентности организма — опухо-
леносителя [1, 3]. Согласно разработанной нами 
схеме, иммунотерапию ДК-аутовакциной боль-
ным рЯ проводили в адъювантном режиме для 
лечения резидуальной болезни и предупрежде-
ния развития рецидивов и метастазов после 
окончания основного лечения. Схема примене-
ния ДК-аутовакцины представлена на рис. 1.

Как показали результаты наблюдения, введе-
ние аутовакцины, как правило, не сопровожда-
лось развитием каких-либо существенных по-
бочных или токсических реакций. не отмечено 
существенного ухудшения самочувствия боль-
ных и развития побочных явлений в виде аллер-
гических или аутоиммунных расстройств и ре-
гионарной лимфаденопатии. из нежелательных 
эффектов имело место лишь развитие гипертер-
мической реакции с ознобом через 1-6 час. по-
сле инъекции у 10 % больных, что устраняли 
с помощью жаропонижающих средств.
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ниже представлены сведения о клинической 
результативности ДК-иммунотерапии на осно-
ве анализа выживаемости больных рЯ в тече-
ние 4-летнего периода после окончания лече-
ния. на рис. 2 приведена кумулятивная опухо-
леспецифическая выживаемость больных. В те-
чение 1 года были живы 91 % больных в 1-й 
вакцинированной подгруппе и 93% во 2-й под-
группе по сравнению с 78 % в группе контро-
ля (р=0,04; р=0,06 для 1 и 2 подгрупп соот-
ветственно). Двухлетняя выживаемость соста-
вила 69 и 77 % в вакцинированных подгруп-
пах 1 и 2 соответственно против 55 % в кон-
троле (р=0,11; р=0,01). При наблюдении в те-
чение трех лет выживаемость больных состави-
ла 51 % и 67 % в вакцинированных подгруп-
пах против 44 % в контроле (р=0,27; р=0,01), 
4-летняя — 47 % и 50 % против 39 % в контро-
ле (р=0,27; р=0,03).

анализ выживаемости больных с использо-
ванием метода Kaplan-Meier и F-критерия Кокса 
позволяет утверждать, что существенный клини-
ческий эффект достигается в результате приме-
нения лишь ДК, «нагруженных» ПаВ. При при-
менении ДК, «нагруженных» стандартным ЛоК, 
в комплексном лечении больных рЯ показате-
ли выживаемости больных улучшаются в мень-
шей степени. Более высокая терапевтическая эф-
фективность ДК-аутовакцины, содержащей ЦЛ 
B. subtilis В-7025, может быть обусловлена не-
сколькими факторами: повышением под их вли-

янием иммуногенности опухолеассоциирован-
ных антигенов (оаа) или усилением функци-
ональной активности ДК [4, 6, 7].

Для повышения иммуногенности оаа в вак-
цинных препаратах, наряду с трансфекцией опу-
холевых клеток генами, кодирующими продук-
цию иммуностимулирующих цитокинов, ис-
пользуется химическая модификация и моди-
фикация непатогенными вирусами и бактери-
ями или микробными продуктами [1, 25, 26]. 
Клиническая онкология уже имеет достаточный 
опыт использования микробных факторов для 
стимуляции противоопухолевой резистентности 
организма больных. В терапии злокачествен-
ных новообразований микроорганизмы и про-
дукты их синтеза применяются как самостоя-
тельно, так и вместе с опухолевыми клетками. 
наиболее широкое применение нашли препара-
ты, выделенные из ростовой среды пиогенного 
стрептококка группы а (оК-432), БЦж, кори-
небактерий, продигиозан, пирогенал и др. так-
же весьма перспективной для конструирования 
противоопухолевых вакцинных препаратов ока-
залась биохимически высокоактивная группа са-
профитных споровых бактерий [6, 7, 8]. Веще-
ства, секретируемые этой группой бактерий, об-
ладают противоопухолевой активностью, и в то 
же время являются малотоксичными, что осо-
бенно важно для терапии.

наиболее широко в этом аспекте изучена 
культура B. mesentericus аБ-56, относящаяся 

Рис. 1 Схема I/II фазы клинического исследования эффективности ДК-вакцинотерапии у больных РЯ III-IV ст.
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к группе subtilis-mesentericus, а также биохими-
чески более активный штамм в.subtilis В-7025. 
B.subtilis секретируют лектины с цитостатиче-
ской/цитолитической и иммуногенной активно-
стью, которые способны вызывать агглютина-
цию и гибель опухолевых клеток.

использование таких ЦЛ в технологии по-
лучения ПаВ приводит к модификации ассо-
циированных с опухолью антигенов, вслед-
ствие чего повышается их иммуногенность. 
многочисленные исследования противоопухо-
левого действия ПаВ на основе ЦЛ при на-
значении в адъювантном режиме для профи-
лактики развития рецидивов и метастазов, про-
веденные ранее, показали ее эффективность на 
различных моделях опухолевого роста, а так-
же в клинических исследованиях у больных 
колоректальным раком, раком легкого, желуд-
ка, молочной железы, яичника [5, 8]. В каче-
стве экспериментального обоснования насто-
ящего клинического исследования были про-
ведены исследования с использованием моде-
ли метастатической опухоли, в результате ко-
торых было показано, что «нагрузка» ДК ПаВ 
приводит к более выраженному противоопухо-

левому эффекту ДК-вакцины, чем «нагрузка» 
стандартным ЛоК.

еще одним фактором, за счет которого мо-
жет проявляться более высокая эффективность 
ДК, «нагруженных» ПаВ, можно рассматривать 
активирующее влияние ЦЛ на функциональное 
состояние ДК. известно, что PAMP, к которым 
относятся ЛПС, липотейхоевые кислоты, белки, 
CpG-последовательности ДнК микроорганизмов 
и др., распознаются специальными рецептора-
ми (pathogen recognition receptors - PRR), вклю-
чая семейство сигнальных рецепторов (Toll-like 
receptors - TLR), широко представленных на 
аПК, в частности, на ДК. PAMP являются сти-
муляторами врожденного иммунитета и природ-
ными адъювантами при формировании адаптив-
ного иммунитета. исходя из этого, PAMP рас-
сматриваются как потенциально целесообраз-
ные компоненты противоопухолевых вакцин на 
основе ДК [22, 23, 26].

В доклинических исследованиях с использо-
ванием ДК практически здоровых людей нами 
было показано, что экзогенные ЦЛ B.subtilis 
В-7025 способствуют усилению уровня экспрес-
сии мрнК иЛ-12 в ДК. иЛ-12 является основ-

Рис. 2. Выживаемость больных РЯ, получавших вакцинотерапию на основе ДК
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ным цитокином, детерминирующим развитие 
иммунного ответа по тh1 пути, а также повы-
шает уровень экспрессии молекул CD86, HLA-
DR, CD83, ассоциированных с дозреванием ДК. 
использование ЦЛ B.subtilis В-7025 в качестве 
дополнительного стимула дозревания и актива-
ции ДК позволило нам получить ДК достаточ-
ной степени зрелости, пригодные для иммуно-
терапии больных рЯ. такой подход представля-
ется исключительно важным, поскольку эффек-
тивность иммунотерапии ДК зависит от фено-
типических и функциональных свойств ДК и от 
свойств оаа, выбранных для их “нагрузки [16, 
21].

Безусловно, оценка клинического эффек-
та противоопухолевой вакцинотерапии должна 
включать и результаты лабораторных исследо-
ваний уровня специфического противоопухоле-
вого иммунного ответа, который является базо-
вым показателем ее эффективности [11, 13, 24]. 
В клинике применяются различные методы им-
муномониторинга при использовании противо-
опухолевых вакцин, а поиск наиболее значи-
мых продолжается [24]. ряд методов основан на 
определении способности т-лимфоцитов секре-
тировать цитокины. инкубация полученных от 
больного лимфоидных клеток с используемым 
для вакцинации опухолевым антигеном приво-
дит к усилению секреции цитокинов только сен-
сибилизированными клетками. Этот метод по-
зволяет оценить формирование специфичности 
иммунного ответа на проведеную иммунотера-
пию и установить его тип.

на этапах вакцинотерапии нами оценивалось 
число т-лимфоцитов, активирующихся в ответ 
на стимуляцию ЛоК и ПаВ и секретирующих 
ряд цитокинов: иФн-γ, иЛ-2 и иЛ-4. В каче-
стве критерия иммунного ответа на вакциноте-
рапию использовали степень увеличения коли-
чества т-лимфоцитов, продуцирующих иФн-γ 
в ответ на стимуляцию оаа хотя бы в одной 
из точек в процессе проведения иммунотерапии.

характерно, что до начала вакцинотерапии 
т-лимфоциты больных рЯ в ответ на стимуля-
цию оаа в большинстве случаев отвечают по-
вышением уровня секреции иЛ-4, что свидетель-
ствует о преимущественном развитии иммунно-
го ответа по тх-2 типу. В результате терапии 
ДК-аутовакциной происходит активация иФн-γ 
-продуцирующей функции т-лимфоцитов боль-
ных, что зарегистрировано лишь после 4-го ее 
введения. Увеличение количества т-лимфоцитов, 
секретирующих иФн-γ после 1-го курса вакци-
нотерапии (четыре введения ДК-аутовакцины), 
имело место у 60 % больных. одновременно, 
в эти же сроки наблюдается уменьшение секре-
ции иЛ-4, что свидетельствует о переключении 
иммунного ответа с тх-2 типа на тх-1 тип и мо-

жет расцениваться как показатель активации ан-
тигенспецифического клеточного иммунного от-
вета у больных как основы противоопухолево-
го иммунитета. Вместе с тем, усиления иЛ-2 
продуцирующей активности т-лимфоцитов на 
этапах проведения вакцинотерапии не было за-
регистрировано ни в одной точке. Следует от-
метить, что у 16 % больных формирование ан-
тигенспецифического иммунного ответа име-
ло место позже — по завершении 2-3-го курсов 
вакцинотерапии, то есть после 8-12 введений 
ДК-аутовакцины.

В целом, результаты этих исследований сви-
детельствуют о том, что формирование устойчи-
вого противоопухолевого иммунного ответа на 
оаа требует нескольких месяцев, в силу чего 
клинический эффект от ДК-вакцинотерапии яв-
ляется отсроченным. изменения же иммуноло-
гических параметров, сопряженных с иммунны-
ми реакциями, позволяют в целом верифициро-
вать усиление антигенспецифического иммунно-
го ответа на ДК-вакцинацию у больных распро-
страненным рЯ.

Выводы

ДК-аутовакцинотерапия сопровождается 
определенным иммунологическим и клиниче-
ским эффектом у больных рЯ III-IV стадий, что 
открывает перспективы применения данного ме-
тода для повышения эффективности основного 
лечения у этой категории больных.

Включение ПаВ и ЦЛ B. subtilis В-7025 
в технологию изготовления вакцины на основе 
ДК способствует усилению ее противоопухоле-
вых свойств и повышению клинической эффек-
тивности.

Увеличение вклада IFN-γ в ответ 
т-лимфоцитов на стимуляцию оаа in vitro мо-
жет верифицировать эффект от проведенной 
иммунотерапии ДК-аутовакциной у отдельных 
больных рЯ.
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During I / II phase clinical trial in ovarian cancer (OC) 

patients two types of autologous anticancer vaccines based on 
dendritic cells have been tested, and a comparative analysis 
of their effectiveness have been performed. It was shown 
that the anticancer vaccines based on DC, “loaded” with 
autologous tumor cell lysate obtained by treatment of tumor 
cells by cytotoxic lectins B. subtilis had higher efficiency, 
compared with the standard DC — autovaccine. The presence 
of antigen-specific immune response observed after at least 
four vaccinations. Obtained results open the prospects to 
improve the basic treatment of OC patients by this method. The 
results of immunological examinations create preconditions for 
individual optimization of the DC-vaccine therapy.


