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РЕФЕРАТ Опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты (ОИЛ) – это популяция Т-лимфоцитов, присутствую-
щая в ткани опухоли и обогащенная клонами, специфичными к опухолевым антигенам. ОИЛ участвуют 
в адаптивном противоопухолевом иммунном ответе, что делает их перспективными для иммунотерапии 
рака. Концепция данного вида терапии предполагает извлечение Т-лимфоцитов из опухоли пациента, их 
экспансию ex vivo и последующее введение в организм того же пациента в большом количестве. Такой 
подход позволяет усилить противоопухолевый иммунный ответ и воздействовать на опухолевые клетки, 
устойчивые к другим видам лечения. В 2024 году был одобрен первый препарат на основе ОИЛ, предна-
значенный для лечения меланомы. Изучается возможность использования ОИЛ при других солидных 
опухолях, разрабатываются новые методики, направленные на увеличение эффективности получения 
культур ОИЛ из опухолевых тканей ex vivo. Тем не менее, несмотря на значительный прогресс в данной 
области, существуют нерешенные вопросы и проблемы, в том числе отсутствие стандартизированных 
протоколов получения, экспансии и криоконсервации ОИЛ, сложность и длительность процесса их вы-
деления, недостаточная эффективность. В представленном обзоре мы обсудим концепцию иммунотерапии 
с использованием ОИЛ, основные этапы производства клеточного продукта на основе ОИЛ, сопутству-
ющие проблемы, а также дальнейшие шаги в производстве культур ОИЛ, направленные на улучшение 
эффективности их получения и более широкое применение данной терапии.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты, иммунотерапия, ОИЛ-терапия.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ОИЛ – опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты (Т-клетки); CTLA-4 – глико-
протеин цитотоксических T-лимфоцитов 4; PD-1 – мембранный белок запрограммированной клеточной 
гибели; PD-L1 – лиганд белка запрограммированной клеточной гибели; CAR – химерный антигенный 
рецептор; CAR-T – Т-лимфоциты, экспрессирующие химерный антигенный рецептор (англ. – himeric 
antigen receptor T-cell); CAR-NK – NK-клетки, экспрессирующие химерный антигенный рецептор; 
ТКР – Т-клеточный рецептор; FDA – управление по санитарному надзору за качеством пищевых про-
дуктов и медикаментов; pre-REP – процедура получения культур ОИЛ из опухолевой ткани (англ. 
pre-rapid expansion protocol); REP – вторичная экспансия ОИЛ (англ. rapid expansion protocol); ПГЕ2 – 
простагландин E2; IL-2 – интeрлейкин-2; IL-2Ra/β – альфа- и бета-цепи рецептора интерлейкина-2; 
ortho-hIL-2 – ортогональный генно-инженерный интерлейкин-2 человека; ortho-hIL-2Rβ – ортого-
нальный генно-инженерный рецептор интерлейкина-2 человека; IL-7 – интерлейкин-7; IL-12 – ин-
терлейкин-12; IL-12Rb1 – рецептор интерлейкина 12, субъединица бета 1; IL-15 – интерлейкин-15; 
mbIL15 – мембраносвязанный IL-15; IL-21 – интерлейкин-21; 4-1BB (CD137 или TNFRSF9) – мембран-
ный белок, член надсемейства рецепторов фактора некроза опухоли; IFN-γ – интерферон-гамма; ПМК – 
мононуклеарные клетки периферической крови; ДМСО – диметилсульфоксид; Тreg – регуляторные 
Т-лимфоциты; NK-клетки – естественные киллерные клетки (тип лимфоцитов); МНС – главный ком-
плекс гистосовместимости (англ. major histocompatibility complex); pMHC – пептид-МНС.
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ВВЕДЕНИЕ
Иммунотерапия опухолей является одним из наи-
более инновационных и перспективных направле-
ний современной онкологии. По мере появления но-
вых данных о взаимодействии иммунной системы 
с опухолью иммунотерапия в разных формах (те-
рапия с помощью ингибиторов контрольных точек 
иммунной системы, в том числе антител к молеку-
лам CTLA-4, PD-1, PD-L1 и др.; CAR-T, CAR-NK-
терапия, терапия дендритными клетками, in vitro 
культивирование и последующее введение обратно 
пациенту аутологичных опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов (ОИЛ), вакцинация неоантигенными 
пептидами, полученными путем химического син-
теза) стала оцениваться как перспективный новый 
метод лечения различных видов злокачественных 
опухолей, поскольку позволила персонализировать 
и улучшить эффективность лечения опухолей, даже 
неконтролируемых и метастатических.

В настоящее время иммунотерапия опухолей 
представляет собой активно развивающееся поле 
для исследований и создания новых лекарственных 
препаратов.

Опухоль-инфильтрирующие Т-лимфоциты пред-
ставляют собой популяцию Т-лимфоцитов, при-
сутствующих в ткани опухоли и обогащенных 
опухоль-специфичными клонами. Однако наличие 
иммуносупрессивных факторов в микроокружении 
опухоли, активно подавляющих противоопухоле-
вый иммунный ответ, снижает способность ОИЛ 
уничтожать опухолевые клетки. Концепция ОИЛ-
терапии заключается в том, что противоопухолевый 
иммунный ответ можно восстановить путем выде-
ления ОИЛ из фрагмента опухоли, культивирова-
ния ex vivo для увеличения их общего количества 
(минимум до 109 клеток) и последующего введения 
пациенту. В отличие от других методов клеточной 
иммунотерапии, ОИЛ получают от самого пациента 
без генетической модификации [1].

Исследования 1950-х годов, направленные на воз-
можность использования Т-лимфоцитов для пода-
вления роста опухолевых клеток, были вдохновлены 
работами, показавшими, что отторжение солидного 
трансплантата опосредовано клеточным иммуни-
тетом [2]. Работы на животных моделях показали, 
что Т-лимфоциты иммунизированных доноров, пе-
ренесенные сингенным реципиентам, способны опос-
редовать регрессию опухоли, а IL-2 может исполь-
зоваться для увеличения их количества [3]. Позднее 
на мышиной модели установили, что одновременное 
введение IL-2 и Т-лимфоцитов in vivo усиливает 
противоопухолевую эффективность Т-лимфоцитов. 
Однако потребность в иммунизированном сингенном 
доноре в качестве источника опухоль-специфичных 

Т-лимфоцитов оставалась препятствием для реали-
зации этого подхода у людей, у которых нет такого 
источника ОИЛ.

В 1986 году этот барьер был преодолен, когда 
Розенберг и его коллеги из хирургического отде-
ления Национального института онкологии (США) 
впервые продемонстрировали на мышиной модели, 
что комбинация аутологичных ОИЛ и циклофос-
фамида может вызывать регрессию метастазов [4]. 
За этим последовала знаменательная публикация 
1988 года – первого исследования, показавшего, 
что введение ОИЛ пациентам с метастатической 
меланомой может приводить к регрессии опухоли 
[5]. На октябрь 2024 года на ресурсе Clinicaltrials.gov 
зарегистрировано 266 клинических исследований 
по тематике ОИЛ-терапии. Из них 26 имеют статус 
«активно», 103 – «в процессе набора пациентов», а 82 
завершены [6]. Ежегодно в течение последних 5 лет 
регистрируются 15–30 новых клинических исследо-
ваний ОИЛ-терапии солидных опухолей разных но-
зологий с превалированием меланомы (40% от всех 
клинических исследований) [7].

Выборочный перечень клинических исследова-
ний, находящихся в настоящий момент на стадии I/
II, охватывающих практически все виды солидных 
опухолей, приведен в табл. 1.

16 февраля 2024 года FDA одобрило полученный 
в итоге 30-летней работы лифилеуцел (Амтагви) 
как препарат для первого вида терапии, в котором 
используются ОИЛ. Препарат одобрен для взрос-
лых пациентов с неоперабельной или метастатиче-
ской меланомой кожи, ранее получавших стандарт-
ное лечение. Лифилеуцел производится путем ex 
vivo культивирования опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов, выделенных из хирургически уда-
ленных аутологичных фрагментов опухоли [8].

 Стоит отметить, что метастатическая мелано-
ма кожи считается высокоиммуногенной злокаче-
ственной опухолью. Частота объективного ответа 
на ОИЛ-терапию составляет 36–56%, выживаемость 
без прогрессирования – 3.7–7.5 месяцев, а общая вы-
живаемость – 15.9–21.8 месяцев [9]. Более низкоим-
муногенные («холодные») опухоли хуже реагируют 
на ОИЛ-терапию, что, с одной стороны, является 
препятствием, с другой, открывает простор для по-
иска решений по оптимизации ОИЛ-терапии.

ПОЛУЧЕНИЕ И ЭКСПАНСИЯ ОПУХОЛЬ-
ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ EX VIVO
Э к с п а н с и ю  о п у хо л ь - и н ф и л ьт р и ру ю щ и х 
Т-лимфоцитов ex vivo можно разделить на два 
этапа: получение культур ОИЛ из опухолевой 
ткани (этап pre-REP) и масштабная экспансия 
Т-лимфоцитов (этап REP) (рис. 1).
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Таблица 1. Избранные клинические исследования ОИЛ-терапии, зарегистрированные в Clinicaltrials.gov по состо-
янию на октябрь 2024 г.

Нозология
Номер 

клинического 
испытания

Стадия 
испыта-

ния

Коли-
чество 
паци-
ентов

Доза введения

Меланома, IIIb, IIIc или IV стадии NCT03374839 I/II 11 Когорта 1: 5 × 108 ОИЛ (три пациента)/
Когорта 2: 1–20 × 109 ОИЛ на 14 и 18 неделях

Меланома, IV стадия NCT03475134 I 10 Не указано
Измеримая метастатическая меланома NCT03166397 II 30 Не указано
Неоперабельная меланома III/IV стадии 

или рак яичников, резистентный к платине NCT03158935 Ib 24 1 × 1010–1.6 × 10¹¹ ОИЛ

Неоперабельная меланома кожи или слизи-
стых оболочек III/IV стадии NCT02652455 Пилот 12

Не уточнено, рост клеток через 4–8 недель 
при использовании антитела, активирующего 

CD137
Измеримая метастатическая меланома NCT02621021 II 170 Не указано, молодой ОИЛ

Неоперабельная метастатическая меланома NCT02360579 II 60 Не указано
Метастатическая меланома или транзитор-
ное, подкожное или регионарное узловое 

заболевание III стадии
NCT01740557 Пилот 15 До 1.5 × 10¹¹ ОИЛ

Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT02354690 I/II 12 1 × 109–2 × 10¹¹ ОИЛ
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT02278887 III 168 Не указано

Метастатическая меланома или транзитор-
ное, подкожное или регионарное узловое 

заболевание III стадии
NCT01955460 Пилот 15 До 1.5 × 10¹¹ ОИЛ

Метастатическая меланома NCT01993719 II 64 Не указано
Неоперабельная меланома, III или IV 

стадии NCT01946373 I 10 До 5 × 1010 ОИЛ

Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT01883323 II 12 1 × 1010 –1.6 × 1011 ОИЛ
Метастатическая меланома, увеальная 
меланома или транзиторная стадия III 

или поражение регионарных узлов
NCT00338377 II 189

Когорта 1–3: до 1.5 × 10¹¹ ОИЛ.
Когорта 4: 5.0 × 109 ОИЛ на 1-й день,  

10 × 1010 ОИЛ на 15-й день
Метастатическая увеальная меланома NCT03467516 II 59 1 × 109–2 × 10¹¹ ОИЛ

Метастатическая меланома NCT01995344 II 90 Не указано
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT02379195 I/II 12 Не указано 

Меланома, III/IV стадии NCT01807182 II 13 Не указано
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT01701674 Пилот 13 Не указано

Неоперабельная метастатическая меланома 
IV стадии или интранзитное или регионар-

ное узловое заболевание III стадии
NCT01659151 II 17 Не указано

Метастатическая меланома NCT01319565 II 102 Когорта 1 + 2: 1 × 109 –2 × 10¹¹ молодых ОИЛ
Неоперабельная меланома, III/IV стадии NCT01005745 I/II 19 Не указано

Местно-распространенным, рецидивирую-
щим или метастазирующим заболеванием. 

Рак желчевыводящих путей
NCT03801083 II 59 2 × 10¹¹ ОИЛ (минимум 1 × 109 клеток)

Метастатическая увеальная меланома NCT03467516 II 47 2 × 10¹¹ ОИЛ (минимум 1 × 109 клеток)
Рак молочной железы NCT05142475 I 50 1 × 109–5 × 1010 ОИЛ

Злокачественные солидные опухоли NCT05649618 I 42 2.5 × 109–5 × 1010 ОИЛ 
Прогрессирующие солидные опухоли NCT03935893 II 240 2 × 10¹¹ ОИЛ (минимум 1 × 109 клеток)
Злокачественные солидные опухоли NCT05902520 I 18 Не указано

Уротелиально-клеточная карцинома (UCC) 
и немышечно-инвазивный рак мочевого 

пузыря (NMIBC)
NCT05768347 I 12 Не указано

Поздняя стадия меланомы NCT05098184 I 50 1 × 109–5 × 1010 ОИЛ

Меланома III и IV стадии с метастазами NCT01883323 II 12 1.0 × 106 клеток/мл и размножали максимум 
в течение 28 дней перед криоконсервацией

Меланома NCT02360579 II 66 26.1 × 109 (диапазон 3.3–72) ОИЛ
Немелкоклеточный рак легкого NCT04614103 II 170 1 × 109–150 × 109 ОИЛ

Карцинома шейки матки NCT03108495 II 27 28 × 109 ОИЛ



18 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ОБЗОРЫ

Свежеиссеченную опухолевую ткань, получен-
ную после хирургического вмешательства, быстро 
(в течение нескольких часов после операции) до-
ставляют в лабораторию в стерильном сосуде в сре-
де для транспортировки, состоящей из среды куль-
тивирования клеток с антибиотиком. Полученный 
биоматериал сразу же разрезают на небольшие 
фрагменты примерно 1.5 × 1.5 мм² и помещают 
в среду для культивирования с добавлением IL-2 
(500–6000 МЕ/мл). Другим способом получения куль-
тур ОИЛ является предварительное переваривание 
фрагментов опухоли в коктейле ферментов с добав-
лением коллагеназы и ДНКазы в течение 30–60 мин 
при температуре 37°C. Полученную клеточную 
суспензию также помещают в среду для культи-
вирования с добавлением IL-2 (500–6000 МЕ/мл) 
[10–13]. Для дополнительной активации ОИЛ вносят 
не только IL-2, но иногда добавляют также антитела 
к CD3/CD28 [14–18]. Стоит отметить, что поскольку 
в клинических исследованиях изучают возможность 
получения ОИЛ из опухолей разных локализаций, 

в том числе кожи и кишечника, необходимо учи-
тывать возможность бактериального обсеменения 
опухолевых фрагментов и предусмотреть допол-
нительную отмывку опухолевых фрагментов и/или 
проводить культивирование ex vivo с антибиоти-
ком и антимикотиком. Некоторые методики пред-
усматривают также предварительную инкубацию 
опухолевого фрагмента в среде с 10% антибиоти-
ком при комнатной температуре в течение 30 мин 
перед дальнейшими манипуляциями, например, 
при работе с колоректальным раком или меланомой 
[19]. Когда количество клеток в первичной культу-
ре ОИЛ достигает примерно 1 млн/мл суспензии, 
первый этап считается завершенным. ОИЛ далее 
могут подвергаться криоконсервации или исполь-
зоваться на втором этапе: масштабной экспансии 
(REP) для получения клинически значимого коли-
чества клеток. Согласно клиническим исследова-
ниям, а также инструкции по применению зареги-
стрированного препарата лифилеуцел, необходимое 
количество ОИЛ для введения составляет от 1 × 109 

Рис. 1. Процесс подготовки и инфузии ОИЛ, полученных из свежей опухолевой ткани. Показаны два самых 
распространенных варианта получения ОИЛ из фрагментов опухоли и путем ферментативного расщепления. 
Вне зависимости от типа pre-REP-этапа получения ОИЛ, на втором этапе (REP) для масштабной экспансии перед 
инфузией клеточного продукта пациенту необходимо добавление фидерных клеток 

t 37 °C
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до 2 × 10¹¹ клеток, а общий объем инфузии может 
составлять 100–400 мл [12, 20]. Для масштабной экс-
пансии ОИЛ на втором этапе используют фидерные 
клетки (мононуклеарные клетки периферической 
крови здоровых доноров (аллогенные) или паци-
ента (сингенные), облученные предварительно до-
зой 40 Гр), которые культивируют вместе с ОИЛ 
до достижения последними клинически значимых 
количеств в среде с IL-2 (500–6000 МЕ/мл) [19]. 
Поскольку успех экспансии ОИЛ в условиях ex vivo 
во многом зависит от количества фидерных клеток, 
в основных протоколах рекомендуется использо-
вать соотношение фидерных клеток : ОИЛ = 100 : 1 
или даже 200 : 1 [21]. Принято считать, что исполь-
зование меньшего количества фидерных клеток 
может привести к значительному снижению вы-
хода ОИЛ, что подчеркивает их важность для эф-
фективной экспансии ОИЛ [15]. Стоить отметить, 
что в связи с необходимостью использования боль-
шого количества фидерных клеток часто прибегают 
к использованию фидерных клеток донора и пули-
рованию биоматериала от нескольких доноров [12]. 
Этот метод является уникальным для ОИЛ-терапии 
в сравнении с более распространенным методом по-
лучения CAR-T, в котором для масштабной экспан-
сии Т-лимфоцитов фидерные клетки не используют, 
а добавляют в культуральную среду не только вы-
сокие дозы IL-2, но и антитела к CD3/CD28, активи-
рующие Т-лимфоциты [22, 23].

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПОЛУЧЕНИЯ ОПУХОЛЬ-
ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ
Как уже упомянуто, краеугольным камнем в успе-
хе ОИЛ-терапии является получение культур ОИЛ 
из фрагментов опухолей. Изучение работ разных 
авторов (см. табл. 2) показало, что вероятность 
получения жизнеспособных культур ОИЛ из фраг-
ментов опухоли пациента слабо зависит от типа со-
лидной опухоли и варьирует в зависимости от ис-
следовательского центра, где проводились такие 
работы. Культуры ОИЛ удавалось получать от 18–
100% пациентов, взятых в конкретное исследова-
ние. Анализируя данные, представленные в табл. 2, 
можно заключить, что отчасти подобные вариации 
могут быть объяснены отсутствием стандартиза-
ции процедуры получения культур ОИЛ, отчасти 
тем, что для некоторых нозологий (колоректально-
го рака, меланомы) большую угрозу представляет 
микробиологическая контаминация. Кроме того, 
не последнюю роль играют количество стартового 
биоматериала опухоли и степень его инфильтрации 
иммунными клетками (как в увеальной меланоме 
и глиобластоме). К сожалению, небольшой размер 
выборок в большинстве работ негативным образом 

влияет на надежность и обоснованность приведен-
ных данных и может искажать оценку эффектив-
ности получения культур ОИЛ как в большую, 
так и в меньшую сторону. Нам удалось найти только 
одну работу, где была проанализирована эффектив-
ность получения культур ОИЛ для большого коли-
чества пациентов (более 1000). Из результатов этой 
работы следует, что эффективность получения ОИЛ 
из опухолей пациентов варьировала от года к году 
и, в среднем, за 11 лет культуры ОИЛ удалось по-
лучить у менее чем 70% пациентов [33].

НОВЫЕ ПОДХОДЫ К ПОЛУЧЕНИЮ ОПУХОЛЬ-
ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ
Эффективность получения культур ОИЛ, несмотря 
на значительный прогресс, далека от 100%. Кроме 
того, для получения оптимального противоопухоле-
вого ответа in vivo желательно обогащение куль-
тур ОИЛ цитотоксическими CD8+ Т-лимфоцитами. 
В то же время, если обратиться к табл. 2, то мож-
но заметить, что доля CD8+ Т-лимфоцитов силь-
но варьирует и, вероятно, зависит как от исходного 
соотношения Т-лимфоцитов в опухолевой ткани, 
так и от условий культивирования.

На данный момент ведутся исследования, на-
правленные на оптимизацию протоколов получения 
культур ОИЛ путем добавления в среду культи-
вирования различных коктейлей интерлейкинов; 
на использование генной инженерии на разных эта-
пах получения Т-лимфоцитов; а также на работу 
с иммуносупрессивным микроокружением опухоли, 
способным нивелировать весь потенциал противо-
опухолевой клеточной терапии.

Как один из способов повышения эффективности 
получения культур ОИЛ из опухолевой ткани ex 
vivo рассматривают добавление в среду культиви-
рования модуляторов контрольных точек иммунной 
системы. В работах нескольких исследовательских 
групп было показано, что добавление агонисти-
ческого антитела анти-4-1BB к культивируемым 
фрагментам меланомы способствовало сокращению 
времени экспансии и повышало процентное со-
отношение СD8+ Т-лимфоцитов в культуре ОИЛ 
по сравнению с классической средой культивирова-
ния, содержащей только IL-2 [35, 36]. Аналогичные 
эффекты данного антитела показаны на 16 образцах 
немелкоклеточного рака легкого. Добавление IL-2 
в сочетании с агонистическими антителами к мо-
лекулам CD3 и 4-1BB (Урелумаб) в среду культи-
вирования ОИЛ приводило к уменьшению времени 
до получения культур ОИЛ и увеличивало долю 
CD8+ Т-клеток как в ходе pre-REP, так и в ходе 
REP-этапов культивирования ОИЛ [37]. Таким спо-
собом удалось достичь 100% эффективности полу-
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чения культур ОИЛ для 12 образцов увеальной 
меланомы [33]. Поскольку увеальная меланома ха-
рактеризуется слабой инфильтрацией иммунны-
ми клетками, получение культур ОИЛ из опухоли 
этого типа представляет собой сложную задачу. 
Количество ОИЛ, полученное в этой работе всего 
из пяти фрагментов размером менее 3 мм³, было эк-
вивалентным или превышало количество, получен-
ное из 20 фрагментов стандартным методом (только 
с IL-2) [33].

Другой подход к взаимодействию с микроокру-
жением опухоли представила группа ученых, 
показавшая эффективность ингибирования сиг-
нального пути простагландина E2 (ПГЕ2) для сти-
муляции противоопухолевого ответа in vivo [38]. 
Опираясь на результаты этой работы, Morotti и со-
авт. обнаружили, что повысить эффективность 
получения культур ОИЛ из образцов меланомы 
(NCT03475134) можно путем ингибирования сиг-
нального пути ПГЕ2. Ингибирование этого сиг-
нального пути повышало восприимчивость ОИЛ 
к действию IL-2, снижая воздействие окислитель-
ного стресса на Т-лимфоциты и их гибель путем 
ферроптоза [39].

Добавление в среду культивирования различных 
коктейлей интерлейкинов является еще одним пер-
спективным способом увеличения эффективности 
получения культур ОИЛ, в том числе с заданны-
ми свойствами, например, культур ОИЛ с преоб-
ладающей долей CD8+ T-лимфоцитов или ОИЛ, 
в которых преобладают клетки памяти, а не эф-
фекторные Т-клетки. Применение коктейлей ин-
терлейкинов подразумевает отход от классического 
использования исключительно IL-2 для активации 
Т-лимфоцитов и позволяет изучить влияние раз-
личных цитокинов (IL-4, IL-7, IL-15 и IL-21) и их 
комбинаций на конечный клеточный продукт. Стоит 
отметить, что применение коктейлей интерлейки-
нов изначально широко применялось при получе-
нии другого клеточного продукта – CAR-T [40–42]. 
В дальнейшем показали, что CAR-T-клетки, куль-
тивируемые в среде с добавлением IL-7 и IL-15, 
имеют более высокую скорость пролиферации 
и повышенную противоопухолевую активность 
по сравнению с клетками, культивируемыми в сре-
де, содержащей только IL-2 [43]. Кроме того, уста-
новили, что при добавлении комбинации IL-2, IL-
15, IL-21 увеличивается соотношение CD8+/CD4+ 
T-лимфоцитов [44], что имеет важное значение 
для CAR-T-терапии.

Благодаря успешному использованию различ-
ных комбинаций интерлейкинов в CAR-Т-терапии 
подобные подходы стали применять и для полу-
чения Т-клеточных продуктов с использованием 

ОИЛ. На PD-1+СD8+ Т-лимфоцитах, выделенных 
из крови здоровых доноров и пациентов с под-
твержденным онкологическим диагнозом, был по-
казан эффект добавления в среду культивирования 
коктейля из двух цитокинов IL-7 и IL-15 и антител 
к CD3/CD28. Использование такого коктейля способ-
ствовало увеличению пролиферации Т-лимфоцитов 
в суспензии [45]. Комбинированное воздействие ан-
титела к анти-CD3, панобиностата, IL-2 и IL-21 спо-
собствовало увеличению доли CD62L+CD28+CD8+ 
Т-лимфоцитов в культуре ОИЛ по сравнению 
с ОИЛ, которые были культивированы без данного 
коктейля [46].

На этом работы в области применения интер-
лейкинов для улучшения экспансии Т-лимфоцитов 
не останавливаются, активно разрабатываются 
модифицированные формы интерлейкинов. Так, 
на стадии разработки находится генно-модифици-
рованный IL-2 (STK-012), первый в своем классе 
частичный агонист альфа- и бета-цепей рецептора 
IL-2 (IL-2Ra/β), необходимый для селективной ак-
тивации CD25+ антиген-активированных Т-клеток 
в отсутствие неспецифической активации NK-
клеток и наивных Т-лимфоцитов. Доклинические 
испытания in vivo на мышах с использованием 
mSTK-012 (мышиный сурогат STK-012) проде-
монстрировали значительное снижение ОИЛ с ис-
тощенным фенотипом и увеличение системной 
и внутриопухолевой экспансии CD25+PD-1+CD8+ 
популяции Т-лимфоцитов, специфичных к опухо-
левому антигену. При этом наблюдалось сниже-
ние количества внутриопухолевых регуляторных 
Т-лимфоцитов (Тreg), то есть противоопухолевые 
свойства mSTK-012 были лучше, чем у IL-2 [47, 48].

При изучении модификаций интерлейкинов были 
разработаны ортогональные пары цитокин-рецеп-
тор IL-2 человека, обеспечивающие взаимодействие 
только между собой. Важно отметить, что эти пары 
не взаимодействуют со своими природными анало-
гами – цитокином IL-2 и рецептором IL-2. Введение 
orthoIL-2Rβ в суспензию Т-лимфоцитов позволи-
ло осуществить селективное воздействие orthoIL-2 
на генетически модифицированные CD4+ и CD8+ 
Т-клетки как in vitro, так и in vivo. Этот подход 
может обеспечить снижение побочных эффектов 
и минимизировать токсичность по сравнению с ка-
ноничной формой IL-2 [49]. 

Следующим потенциальным кандидатом, мо-
дифицирующим противоопухолевую активность 
Т-лимфоцитов, является IL-12, провоспалительный 
цитокин, играющий важную роль в активации CD4+ 
и CD8+ Т-лимфоцитов и NK-клеток. Клиническое 
применение IL-12 сдерживается его высокой ток-
сичностью. Согласно результатам доклинических 
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испытаний, токсичность IL-12 связана с активацией 
NK-клеток. Преодолеть эту проблему попытались 
с помощью частичного агониста IL-12 (STK-026), об-
ладающего более низкой способностью к связыва-
нию с β1-субъединицей рецептора интерлейкина-12 
(IL-12Rb1). STK-026 воздействовал на активиро-
ванные Т-лимфоциты, характеризующиеся повы-
шенной экспрессией рецептора IL-12Rb1, в то вре-
мя как NK-клетки или покоящиеся Т-лимфоциты 
с умеренными уровнями IL-12Rb1 не подвергались 
значимому влиянию STK-026 [50]. В настоящее вре-
мя компания «Синтекин» проводит доклинические 
испытания STK-026, в которых, как полагают, будет 
продемонстрирована способность STK-026 активи-
ровать опухоль-инфильтрирующие CD8+ Т-клетки 
и миелоидные клетки, его противоопухолевая ак-
тивность и фармакодинамика.

Одним из возможных решений проблемы эффек-
тивного получения культур ОИЛ и повышения их 
функциональности, как уже сказано, является ген-
ная модификация Т-лимфоцитов.

Недавно показали перспективность создания 
Т-лимфоцитов, несущих индуцируемый мембра-
носвязанный IL-12. Такие Т-лимфоциты обладали 
превосходной цитотоксической активностью in vitro 
с выраженной продукцией IFN-γ [51].

Компанией Obsidian Therapeutics в настоящий 
момент ведется многоцентровое клиническое ис-
следование, в котором изучается возможность ис-
пользования генно-модифицированных ОИЛ OBX-
115, экспрессирующих мембраносвязанный IL-15 
(mbIL15). Это позволяет избежать введения высо-
ких доз IL-2 in vivo, снизить токсичность и рас-
ширить возможность применения ОИЛ у большего 
числа пациентов [52].

«Омоложение» опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитов представляет собой еще одну ин-
тересную стратегию усиления их противоопухоле-
вой активности с использованием методов генной 
инженерии. Этот подход позволяет «омолодить» 
ОИЛ, восстанавливая их первоначальную функци-
ональность и потенциал, путем частичного репро-
граммирования с использованием транзиентной 
экспрессии набора транскрипционных факторов. 
«Омоложенные» ОИЛ сохраняют разнообразие 
своих Т-клеточных рецепторов (ТКР), что обеспе-
чивает широкий спектр антигенной специфично-
сти. Ключевые преимущества «омоложения» ОИЛ 
состоят в снижении эпигенетического возраста 
Т-лимфоцитов, повышении скорости экспансии, 
приобретении фенотипа, сходного с фенотипом 
стволовых клеток, и повышении секреции цитоки-
нов при активации целевыми антигенами. Важно 
отметить, что положительные результаты получе-

ны не только с «омоложенными» ОИЛ, но и с «омо-
ложенными» периферическими мононуклеарными 
клетками крови (ПМК), ТКР и CAR-T-клетками, 
что указывает на широкую применимость техноло-
гии «омоложения» в иммунотерапии опухолей [51].

Последним из рассмотренных здесь направле-
ний генной инженерии, направленных на оптимиза-
цию ОИЛ-терапии, является разработка векторов 
для доставки генов для модификации опухоль-
специфичных Т-лимфоцитов in vivo. Современные 
исследования в области создания вирусных век-
торов для in vivo доставки генов фокусируются 
на ограничении тропизма вируса к определенным 
маркерам Т-лимфоцитов, в частности к CD3, CD8, 
CD4, CD62L и CD5 [53–55]. Так, в опубликован-
ной недавно в виде нерецензированного преприн-
та работе изучали эффективность ретровирусов, 
нацеленных на комплекс пептид-МНС (pMHC), 
для доставки генов (в том числе интерлейкина-12) 
в антигенспецифичные Т-лимфоциты и их in vivo 
экспансии. Предварительные результаты, получен-
ные в опытах на мышах, показывают эффектив-
ность вирусов, нацеленных на pMHC, как векторов 
для перепрограммирования и экспансии популяций 
опухоль-инфильтрирующих Т-лимфоцитов in vivo. 

Таким образом, как можно судить по рассмотрен-
ным исследованиям, ведутся разнонаправленные 
работы по оптимизации производства Т-клеточных 
продуктов, что позволит расширить возможности их 
применения [56].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КРИОКОНСЕРВАЦИИ В ПРОЦЕССЕ 
ПРОИЗВОДСТВА ОПУХОЛЬ-ИНФИЛЬТРИРУЮЩИХ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ
Упомянутая ранее криоконсервация ОИЛ является 
крайне желательной, а в некоторых случаях и не-
обходимой процедурой как в производственном про-
цессе, так и в случае возникновения потребности 
в повторной инфузии ОИЛ пациенту через неко-
торый промежуток времени. Под криоконсервацией 
понимают медленную заморозку (со скоростью 1°C/
мин) клеточных продуктов в культуральной среде, 
содержащей криопротекторы, наиболее популярным 
из которых является ДМСО, и хранение таких кри-
оконсервированных клеточных продуктов в жидком 
азоте до востребования. Однако криоконсервация 
негативно влияет на все клеточные продукты, в том 
числе и на ОИЛ, внося изменения в продукцию ими 
цитокинов, цитотоксическую активность, пролифе-
рацию и выживаемость [17].

В то же время терапевтическая эффективность 
клеточных продуктов напрямую зависит от способ-
ности клеток восстанавливать жизнеспособность 
и функциональность после разморозки.



24 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 2 (65) 2025

ОБЗОРЫ

Несмотря на то, что принятые FDA на дан-
ный момент протоколы как ОИЛ-терапии [57], 
так и CAR-T-терапии [58] включают возможность 
использования не только свежих клеточных про-
дуктов, но и вышедших из криоконсервации, про-
должается изучение активности Т-клеточных про-
дуктов, поскольку выживаемость и активность 
Т-лимфоцитов после разморозки далеки от 100%. 
Следует отметить, что, в отличие от CAR-T, ко-
личество антигенспецифичных Т-лимфоцитов 
в Т-клеточном продукте невелико и составляет 
от 0.1 до 9% [59], поэтому любое уменьшение ко-
личества живых клеток после цикла заморозки-
разморозки может критично сказаться на каче-
стве Т-клеточного продукта. В связи с новизной 
ОИЛ-терапии данных по влиянию криоконсерва-
ции на качество клеточных продуктов ОИЛ чрез-
вычайно мало. Существуют три одобренных 
патента, предметом которых является оптими-
зация процесса криоконсервации ОИЛ [60–62]. 
Криоконсервированные после этапа pre-REP ОИЛ 
использовали также для получения клеточного 
продукта в клиническом исследовании 1-й фазы 
NCT03215810 ОИЛ-терапии рака легкого [63]. 
Кроме того, как уже сказано, одобренный препарат 
лифилеуцел поставляется, согласно рекомендациям 
производителя, в криоконсервированном виде.

Если обратиться к данным по влиянию крио-
консервации на CAR-T-терапию, применяющу-
юся в течение достаточно длительного времени, 
то результаты выглядят несколько разнородными. 
Так, по данным, представленным одними из про-
изводителей CAR-T-клеток, жизнеспособность 
после размораживания составила 47.2–68.9% [64]. 
В то же время согласно результатам другой на-
учной группы средняя жизнеспособность ранее 
размороженной фракции CAR-T составила 97 ± 
17.4%. Проанализировано 79 готовых инфузион-
ных продуктов CAR-T-клеток, в которых CAR-T-
клетки были экспансированы в среднем до 1 × 106 
клеток на 1 кг массы тела (диапазон от 1 × 105 
до 1 × 107 клеток/кг). Медианная продолжитель-
ность криоконсервации составила 9 дней (диапазон 
1–408). Несмотря на высокую выживаемость, обна-
ружили, что в размороженных CAR-T увеличена 
экспрессия ранних маркеров апоптоза [65]. Еще 
одно исследование показало, что криоконсервация 
во время фазы экспансии не препятствует проли-
ферации клеток после разморозки. В 86% случаев 
CAR-T-клетки продолжали делиться [66]. Также 
в исследовании, изучающем стабильность крио-
консервированных контролей CAR/TCR T-клеток, 
показано, что криоконсервированные клетки ста-
бильны в течение не менее 1 года, после размо-

раживания. Через 12 месяцев жизнеспособность 
размороженных клеток составляла около 80% 
и оставалась стабильной как минимум в течение 
6 ч после [67]. 

Изучение устойчивости лимфоцитов перифери-
ческой крови к криоконсервации после масштабной 
экспансии в присутствии высоких доз IL-2 пока-
зало, что такие Т-лимфоциты теряют сразу после 
размораживания способность реагировать на не-
специфическую стимуляцию фитогемагглютинином, 
однако их реактивность восстанавливается в тече-
ние 48 ч. Жизнеспособность клеток при этом остает-
ся высокой (> 80%), хотя при каждом новом раунде 
криоконсервации образцов наблюдается потеря око-
ло 10–15% клеток [68].

Сравнение с другими типами иммунных клеток 
показывает, что криоконсервацию плохо переносят 
также Тreg- и NK-клетки. Спустя сутки после вы-
хода из заморозки доля жизнеспособных NK-клеток 
уменьшается с 64–91% до 34% [69]. Такая же тен-
денция наблюдается для Тreg: при выходе из замо-
розки доля живых клеток составляет 58–75%, а че-
рез 24 ч снижается до 20–48% [70].

В качестве возможного решения проблемы вы-
живаемости Т-лимфоцитов после криоконсерва-
ции было предложено криоконсервировать не-
посредственно сами фрагменты опухоли [71–75]. 
В недавней работе по выделению опухоль-ин-
фильтрирующих Т-лимфоцитов из заморожен-
ных фрагментов колоректального рака было по-
казано, что эффективность получения культур 
ОИЛ из отдельных аликвот криоконсервирован-
ных частей одной и той же опухоли была схожа 
при разморозке и анализе, производимом в разные 
моменты времени, что указывает на достоверность 
полученных данных. Также отмечено сходное со-
отношение CD4+ и СD8+ Т-лимфоцитов в куль-
турах ОИЛ, полученных как из замороженных, 
так и из свежих фрагментов [76]. Сравнение полу-
чения ОИЛ из образцов «свежей» и замороженной 
опухоли показало, что, несмотря на первоначально 
более быструю экспансию ОИЛ из свежей ткани, 
общее количество жизнеспособных клеток вырав-
нивалось примерно через неделю культивирования 
[77]. В австралийском исследовании, в ходе кото-
рого свежие и криоконсервированные фрагменты 
меланомы, полученные от одних и тех же пациен-
тов, транспортировали в течение 4 дней в лабора-
торию для дальнейшей экспансии ОИЛ, показано, 
что только из замороженных фрагментов можно по-
лучить культуры ОИЛ в 100% случаев [78]. Наряду 
с этим, в одном из патентов сообщается об отсут-
ствии различий в фенотипе свежих ОИЛ и заморо-
женными [59]. Таким образом, использование крио-
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консервированных фрагментов опухолей является 
жизнеспособной стратегией, которая позволяет со-
хранять источник ОИЛ для последующей их экс-
пансии, решает логистические задачи по передаче 
биоматериала из больницы, где была иссечена опу-
холь, в производственный центр, в том числе и уда-
ленный. В то же время требуется стандартизация 
как криоконсервации уже прошедших экспансию 
ОИЛ, так и фрагментов опухолей, а также, возмож-
но, новых криосред, которые будут способствовать 
улучшению выживаемости ОИЛ и более эффек-
тивному получению клеточного продукта на основе 
ОИЛ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Иммунотерапия с использованием опухоль-инфиль-
трирующих Т-лимфоцитов демонстрирует значи-
тельный потенциал в борьбе с различными видами 
рака. ОИЛ, обладающие уникальной специфично-
стью к опухолевым антигенам, могут эффективно 
уничтожать опухолевые клетки, особенно в случае 
меланомы, где данная терапия уже зарекомендова-
ла себя.

Несмотря на многообещающие результаты, ОИЛ-
терапия в настоящее время находится на ранних 
стадиях клинического развития. Существуют нере-
шенные вопросы, касающиеся эффективности этой 
терапии для различных типов опухолей, а также 
отсутствует единый стандарт протоколов получе-
ния, экспансии и криоконсервации ОИЛ. Для по-
вышения эффективности терапии необходимо про-
должать исследования, направленные на разработку 
унифицированных протоколов и оптимизацию про-
цессов, касающихся всех нерешенных на данный 
момент вопросов. 

Важен также поиск новых стратегий усиления 
противоопухолевого иммунного ответа, направлен-
ных на преодоление иммуносупрессивной среды 
микроокружения опухоли. Достижение этих целей 
обеспечит более широкое применение ОИЛ-терапии 
и улучшит прогноз для пациентов с различными ви-
дами рака. 

Данная работа выполнена в рамках 
государственного задания «Т-клетки», номер 

государственного учета НИОКТР 123032900030-7.
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