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ИНДУКЦИЯ Т-КЛЕТОЧНОГО ИММУННОГО ОТВЕТА 
У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕПАТИТОМ С НА ФОНЕ 
ИММУНОТЕРАПИИ ДЕНДРИТНЫМИ КЛЕТКАМИ
Черных Е.Р., Олейник Е.А., Леплина О.Ю., Тихонова М.А., 
Курочкина Ю.Д., Старостина Н.М., Останин А.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Ключевая роль Т-клеток в элиминации вируса и отсутствие сильного Т-клеточного ответа 
у больных хроническим гепатитом С (ХГС) позволяет рассматривать активацию антиген-специфи-
ческих Т-клеток в качестве перспективного подхода к повышению эффективности лечения. Учиты-
вая центральную роль дендритных клеток (ДК) в индукции Т-клеточного ответа, целью исследова-
ния явилась оценка влияния иммунотерапии ДК на показатели иммунитета у больных ХГС. Десять 
пациентов с хронической HCV-инфекцией (генотип 1) были вакцинированы ДК, генерируемыми 
из моноцитов в присутствии интерферона-α (IFN-ДК) и нагруженными рекомбинантными белками 
Core (1–120) и NS3 (1192–1457). Вакцинотерапия включала инициирующий (4 вакцинации с недель-
ным интервалом) и поддерживающий (6 вакцинаций с месячным интервалом) курс с последующим 
периодом 6-месячного наблюдения. Проведение иммунотерапии ДК не сопровождалось развитием 
тяжелых нежелательных явлений, выраженных поствакцинальных реакций или возрастанием био-
химических проявлений активности гепатита. Исследования ex vivo показали, что иммунотерапия 
ДК приводила к индукции выраженного устойчивого иммунного ответа на Core и умеренного ответа 
на NS3, что проявлялось значимым возрастанием пролиферации и продукции IFNγ при стимуля-
ции МНК Core и усилением продукции IFNγ (при отсутствии достоверного возрастания пролифе-
ративного ответа) при стимуляции МНК NS3. Иммунотерапия ДК также приводила к возрастанию 
до нормативных значений КонА-индуцированной пролиферации МНК, свидетельствуя о восста-
новлении митогенной реактивности Т-клеток. В то же время активация Т-клеточного ответа не со-
провождалась индукцией антиген-специфических Th2-клеток и не приводила к генерации регуля-
торных СD4+CD25+CD127-Т-клеток. Несмотря на индукцию иммунного ответа, иммунотерапия ДК 
не сопровождалась значимым снижением виремии. Тем не менее преходящее уменьшение вирусной 
нагрузки у 4 пациентов и стойкое снижение виремии у двух, а также наличие обратной взаимосвя-
зи между NS3-специфическим пролиферативным ответом и уровнем вирусной нагрузки (Rs = 0,62; 
p < 0,05) (на момент завершения 6-месячного наблюдения) указывает на способность антиген-специ-
фических Т-клеток ограничивать репликацию вируса.

Ключевые слова: хронический вирусный гепатит С, антиген-специфический Т-клеточный ответ, Core, NS3, 
иммунотерапия, дендритные клетки
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INDUCTION OF T-CELL IMMUNE RESPONSE IN CHRONIC 
HCV-INFECTED PATIENTS WITH UNDERLYING DENDRITIC 
CELL IMMUNOTHERAPY
Chernykh E.R., Oleynik E.A., Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., 
Kurochkina Yu.D., Starostina N.M., Ostanin A.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. A key role of T cells in viral elimination and absence of strong T cell responses in patients with 
chronic hepatitis C virus (HCV) infection presumes that activation of antigen-specific T cells may be a promising 
approach to enhance treatment efficacy. Given the central role of dendritic cells (DCs) in the induction of T cell 
response, the aim of our study was to evaluate effects of DC immunotherapy upon immunological parameters 
in chronic HCV infection. Ten patients with chronic hepatitis C (genotype 1) were vaccinated with monocyte-
derived DCs, generated in presence of IFNα (IFN-DCs) and pulsed with recombinant HCV Core (1–120) and 
NS3 (1192–1457) proteins. The vaccination protocol included as initiating procedure (one injection per week, 
ns = 4) and maintaining treatment (one monthly injection, ns = 6), with subsequent follow up for 6 months. 
The immunotherapy was not associated with serious adverse events, significant post-vaccination reactions, or 
increased hepatitis C activity, according to biochemical tests. Ex vivo studies have shown that immunotherapy 
elicited strong and stable immune response to Core and moderate response to NS3 protein, which manifested 
as a significant increase of MNC proliferation and IFNγ production in response to Core and enhancement 
of IFNγ production (without higher proliferation rates), in response to NS3. DC immunotherapy also led 
to increase of ConA-induced MNC proliferation up to normal levels indicating a recovery of mitogenic T 
cell reactivity. Meanwhile, T cell activation did not elicit antigen-specific Th2 response and expansion of 
CD4+CD25+CD127- regulatory T cells. Despite induced immune response, the immunotherapy with DCs 
was not accompanied by decreased viremia levels. Nevertheless, a transitory decrease of viral load in four 
patients and stable decrease of viremia in two patients as well as an inverse correlation between NS3-specific 
proliferation and viremia (Rss = 0.62; p < 0.05) by the end of 6-month follow-up indicated that the antigen-
specific T cells may have a potential to control viral replication.

Keywords: chronic HCV infection, antigen-specific T cell response, core antigen, NS3 antigen, immunotherapy, dendritic cells

Введение
Хронический вирусный гепатит С (ХГС) 

представляет большую проблему для здравоохра-
нения во всем мире, поскольку характеризуется 
широкой распространенностью, существенно 
повышает риск развития цирроза печени и ге-
патоцеллюлярной карциномы и является од-
ной из ведущих причин трансплантации печени 
[20, 23]. Современная терапия ХГС, включающая 
препараты пэгилированного интерферона-альфа 
и рибавирина [11], является дорогостоящей, не-
специфичной, сопровождается частым развити-
ем серьезных осложнений и эффективна только 
у 50% пациентов с генотипом 1 вируса гепатита 
С (HCV) [21]. Прорыв в лечении ХГС связыва-
ют с разработкой и внедрением таргетных про-
тивовирусных препаратов, однако и этот подход 
ограничен генотипом вируса и высокой стоимо-
стью [29].

Известно, что элиминация вируса требует ак-
тивации сильного кросс-реактивного иммунно-

го ответа вирус-специфических CD4+ и CD8+Т-
лимфоцитов. Выраженный и устойчивый ответ 
CD4+ и CD8+Т-клеток на вирусные белки спо-
собствует спонтанному выздоровлению при 
острой инфекции, тогда как исход в хронизацию 
и хроническое течение гепатита С сопряжены 
со слабым преходящим ответом CD4+ и CD8+Т-
клеток, характеризующимся узкой антигенной 
специфичностью [14, 26, 30]. Кроме того, силь-
ный Т-клеточный ответ повышает эффектив-
ность противовирусной терапии интерферонами 
с рибавирином [4, 15] Поэтому, наряду с тар-
гетной противовирусной терапией, повышение 
эффективности лечения ХГС связывают с раз-
работкой подходов, направленных на активацию 
противовирусного Т-клеточного ответа.

Ведущая роль в запуске противовирусного 
Т-клеточного ответа отводится дендритным клет-
кам (ДК), способным эффективно презентиро-
вать антигены, активировать наивные Т-клетки 
и индуцировать эффекторные Т-клетки [7]. 
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Многочисленные исследования выявили нару-
шения ДК при ХГС, проявляющиеся задержкой 
созревания, изменением продукции цитокинов 
и снижением аллостимуляторной активности ДК 
[2, 28]. С этой точки зрения индукция сильного 
иммунного ответа с помощью генерированных 
ex vivo ДК рассматривается в качестве новой стра-
тегии создания лечебных вакцин при ХГС [35].

Учитывая низкое содержание ДК в перифе-
рической крови, достаточное для клинических 
исследований количество ДК обычно получают 
путем генерации ДК из моноцитов [31]. In vitro 
дифференцировка моноцитов в ДК отражает фи-
зиологические процессы развития ДК из моно-
цитарных предшественников in vivo [25]. Кроме 
того, дифференцированные из моноцитарных 
предшественников ДК могут быть в меньшей 
степени иммунокомпрометированы вирусом.

Учитывая вышесказанное, в рамках научного 
поискового исследования было изучено влияние 
иммунотерапии ДК, генерируемыми из моно-
цитов и нагруженными вирусными антигенами, 
на показатели иммунитета у пациентов с хрони-
ческой HCV-инфекцией.

Клеточной платформой ДК-вакцин служи-
ли ДК, генерированные из моноцитов в при-
сутствии гранулоцитарно-макрофагального 
колоние-стимулирующего фактора (GM-CSF) 
и интерферона-α (IFN-ДК). По сравнению с тра-
диционно генерируемыми ДК, которые получают 
в присутствии GM-CSF и интерлейкина-4 [31], 
IFN-ДК характеризуются более высокой мигра-
ционной активностью; более эффективно инду-
цируют генерацию цитотоксических Т-клеток, 
распознающих вирусные антигены; обладают 
свойствами NK-клеток, а также характеризуются 
более высокой продукцией IFNα [9, 16, 19, 27].

В качестве вирусных антигенов предполага-
лось использование структурных (Core) и не-
структурных (NS3) рекомбинантных белков, ко-
торые содержат высокоиммуногенные пептиды 
и индуцируют Т-клеточный иммунный ответ, 
включая активацию Th1-клеток и генерацию 
цитотоксических Т-лимфоцитов (ЦТЛ) [12, 24]. 
Учитывая, что полноразмерные HCV белки обла-
дают иммуносупрессивной активностью [17, 34], 
для нагрузки ДК использовались усеченные фраг-
менты Core (1–120) и NS3 (1192–1457) пептидов. 
Указанные рекомбинантные белки, согласно 
полученным нами ранее данным, не оказывали 
супрессорного эффекта на экспрессию поверх-
ностных маркеров, продукцию цитокинов, а так-
же аллостимуляторную активность IFN-ДК, и их 
способность стимулировать продукцию Th1- 
и Th2-цитокинов при нагрузке ДК [1].

Материалы и методы
Рекрутирование пациентов с ХГС 1-го геноти-

па проводили из числа пациентов, находивших-
ся на обследовании и лечении в клинике имму-
нопатологии НИИФКИ в период с мая 2015 г. 
по ноябрь 2016 г. Клиническое исследование 
проводили в дизайне открытого проспективного 
пилотного исследования с контролем «до-после» 
согласно протоколу, утвержденному решением 
Ученого Совета и одобренному локальным эти-
ческим комитетом. Все манипуляции по полу-
чению и культивированию клеток проводили 
в условиях специализированной лаборатории, 
лицензированной для работы с клетками (лицен-
зия на трансплантацию костного мозга и гемопо-
этических стволовых клеток, ФС-54-01-002049). 
Включение в исследование пациентов проводи-
лось только после подписания письменного ин-
формированного согласия.

Критериями включения служили: наличие 
вируса гепатита С, подтвержденного анали-
зом ПЦР на РНК вируса, хроническая форма 
заболевания, умеренная вирусная нагрузка – 
РНК ≥ 104 МЕ/ мл, минимальная или средняя 
степень активности гепатита по уровню транс-
аминаз крови, отсутствие трансформации в цир-
роз – (фиброз 0-III по шкале METAVIR).

К критериям невключения относили не-
соответствие критериям включения; наличие 
выраженной иммунокомпроментации, об-
условленной иммуносупрессивной терапией 
или сопутствующей ВИЧ-инфекцией; участие 
пациента в другом клиническом исследовании; 
наличие выраженной хронической декомпен-
сированной сердечно-сосудистой, дыхательной, 
печеночной, почечной недостаточности, деком-
пенсированного сахарного диабета; декомпен-
сированные заболевания щитовидной железы, 
злокачественные заболевания; болезни крови; 
психические нарушения; беременность.

Для получения ДК из периферической крови 
выделяли мононуклеарные клетки (МНК) мето-
дом центрифугирования в градиенте плотности 
фиколла-верографина. Фракцию прилипающих 
к пластику МНК культивировали в пластиковых 
флаконах (BD Bioscienses Falcon, UK) в течение 
3 сут. в среде RPMI-1640 (Sigma) в присутствии 
GM-CSF (Sigma) 40 нг/мл и IFNα 1000 ЕД/ мл 
(Роферон-А, Roche, Швейцария). Нагрузку ан-
тигенами осуществляли путем инкубации ДК 
в течение 1 часа с рекомбинантными протеина-
ми, кодируемыми фрагментами генов иммунодо-
минантных районов белков Core (1–120) и NS3 
(1192–1457) HCV генотипа 1b, полученных в ла-
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боратории рекомбинантных белков ЗАО «Вектор-
Бест» (г. Новосибирск) в дозе 5 мкг/ мл. Нагружен-
ные антигеном ДК индуцировали к созреванию 
путем 24-часового культивирования с азоксимер 
бромидом (Полиоксидоний, Петровакс Фарм, 
Москва) в дозе 2 нг/мл. После дозревания клетки 
отмывали, аликвотировали по 5 × 106/пробирку, 
криоконсервировали и хранили в морозильной 
камере (Sanyo Ultra Low) при -80 °С до последу-
ющего использования.

Введение аутологичных ДК нагруженных ви-
русными антигенами включало два курса вакци-
нотерапии. Первый курс состоял из 4 подкожных 
инъекций ДК (в дозе 5 × 106 клеток), нагружен-
ных рекомбинантным Core и NS3 антигенами, 
c недельным интервалом (общей продолжитель-
ностью 1 мес.). Второй курс проводился после 
завершения первого и состоял из 6 вакцинаций 
с кратностью 1 раз в месяц (общей продолжи-
тельностью 6 мес). В качестве адъюванта исполь-
зовали рекомбинантный IL-2 (Ронколейкин, 
«Биотех», Санкт-Петербург), который вводили 
подкожно в дозе 250 000 ЕД. Вакцинации про-
водили внутрикожно в область плеча. Препарат 
IL-2 вводили аналогичным образом рядом с ме-
стом введения вакцины.

Обследование пациентов проводили до нача-
ла лечения (I); через 1 месяц после инициирую-
щего курса (II); через 1 месяц после поддержива-
ющего курса (III) иммунотерапии, а также после 
6-месячного наблюдения (IV). Оценка безопас-
ности включала анализ тяжелых нежелательных 
явлений, а также местных и системных пост-
вакцинальных реакций и основывалась на кли-
нических и лабораторных методах обследования.

Антиген-специфический Т-клеточный от-
вет оценивали по уровню пролиферации МНК 
в ответ на стимуляцию Core и NS3 антигенами 
(5 мг/ мл) в 7-суточных культурах. Неспецифи-
ческий ответ оценивали в 3-суточных культурах 
по уровню пролиферации МНК в ответ на сти-
муляцию конканавалином А (КонА, 15 мкг/ мл; 
Sigma). Пролиферативный ответ оценивали 
радиометрически по включению Н3-тимидина, 
вносимого в лунки за 18 ч до конца культивиро-
вания в дозе 1 мккю/лунку. Th1-/Th2-ответ оце-
нивали по продукции цитокинов (IFNγ, IL- 4, 
IL-6) в 48-час. супернатантах МНК, стимули-
рованных Core или NS3 антигенами (5 мкг/мл) 
методом иммуноферментного анализа с исполь-
зованием коммерческих тест-систем («Вектор-
Бест», г. Новосибирск). Содержание регулятор-
ных Т-клеток определяли методом проточной 
цитометрии по количеству CD4+CD25+CD127- 

T-клеток в гейте CD4+ лимфоцитов, исполь-

зуя коммерческий коктейль моноклональных 
анти-CD4 (FITC), анти-CD25 (PE-Cy7), анти-
CD127 (Alexa Fluor 647) антител, в соответствии 
с инструкцией производителя (BD Biosciences, 
США). Исследование проводили по общепри-
нятой методике с использованием параметров 
прямого и бокового светорассеяния и флюорес-
ценции по каналам FL-1 (FITC), FL-3(РЕ-Cy7), 
FL-4 (Alexa Fluor 647) (BD FACSCalibur, США).  
В тексте относительное содержание анализируе-
мых субпопуляций представлено в виде процента 
от CD4+Т-клеток.

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 6.0 для Windows. Для оценки статистиче-
ской значимости различий сравниваемых выбо-
рок использовали непараметрические критерии 
Манна–Уитни. Различия считали значимыми 
при уровне p < 0,05. Корреляционный анализ 
проводили методом ранговой корреляции Спир-
мена (Rs). 

Результаты
В исследование были включены 10 пациентов 

(8 женщин и 2 мужчин) в возрасте от 30 до 59 лет 
(табл. 1). У пяти пациентов вирусная нагрузка – 
РНК составляла 104 МЕ/мл, у четырех пациен-
тов – 105 МЕ/мл и у одного пациента – 106 МЕ/ мл. 
Степень активности вирусного гепатита по пока-
зателям трансаминаз варьировала от минималь-
ной до умеренной, степень фиброза – от 0 до III 
по шкале METAVIR.

Вакцинация аутологичными IFN-ДК, нагру-
женными Сore и NS3 вирусными антигенами, ха-
рактеризовалась хорошей переносимостью. Ни у 
одного из пациентов иммунотерапия не была 
прекращена в связи с развитием серьезных не-
желательных явлений, включая обострение хро-
нических заболеваний и ситуаций, требующих 
госпитализации пациента. Введение ДК вакцин 
не влияло на показатели крови и не вызывало 
токсических и воспалительных реакций, а также 
нарастания биохимических проявлений актив-
ности гепатита (табл. 2).

Местные поствакцинальные реакции в виде 
покраснения, припухлости, зуда и болезненно-
сти в месте введения вакцины регистрировались 
в 37,5-80% случаев (табл. 3) и были в первую оче-
редь обусловлены подкожным введением Рон-
колейкина в качестве адъюванта. Системные ре-
акции в виде озноба, субфебрильной лихорадки, 
головной боли и миалгии отмечались в 6,6-32,5% 
случаев. Поствакцинальные реакции купирова-
лись самостоятельно в течение 24-48 ч.
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БОЛЬНЫХ ХГС
TABLE 1. CHARACTERISTIC OF THE PATIENTS WITH HCV INFECTION

Пациент
Patient

Пол
Sex

Возраст
Age

АСТ
(ЕД/л)
ASAT
(U/L)

АЛТ 
(ЕД/л)
ALAT
(U/L)

Вирусная 
нагрузка 
(МЕ/мл)
Viral load 
(IU/mL)

Степень фиброза 
печени по шкале 

MЕTAVIR
Liver fibrosis (METAVIR 

Score)
1. Пациент М.А.
Patient M.A.

жен.
fem. 31 42 31 5,6 × 104 II

2. Пациент Ю.Е.
Patient Yu.E.

жен.
fem. 30 40 32 3,2 × 104 I

3. Пациент Ш.Н.
Patient Sh.N.

жен.
fem. 59 65 69 4,8 × 104 II

4. Пациент М.Н.
Patient M.N.

жен.
fem. 35 21 25 3,5 × 104 0

5. Пациент М.Е.
Patient M.E.

жен.
fem. 45 75 37 9,9 × 105 I-II

6. Пациент Н.А.
Patient N.A.

муж.
masc. 32 118 68 9,4 × 105 II-III

7. Пациент Б.О.
Patient B.O.

жен.
fem. 57 22 24 1,8 × 106 0-I

8. Пациент Ш.И.
Patient Sh.I.

жен.
fem.. 31 90 45 1,9 × 105 I

9. Пациент Ш.О.
Patient Sh.O.

жен.
fem. 37 22 22 2,2 × 105 0-I

10. Пациент M.Д.
Patient M.D.

муж.
masc. 36 20 24 1,3 × 104 I

Для оценки иммуностимулирующего эффек-
та оценивали влияние вакцинации на индукцию 
специфического иммунного ответа, определяе-
мого по пролиферации и продукции Тh1 (IFNγ) 
и Тh2 (IL-4, IL-6) цитокинов в культурах МНК, 
стимулированных Сore или NS3 антигенами. 
Кроме того, оценивали эффект вакцинации 
на пролиферацию Т-клеток в ответ на стимуля-
цию конканавалином А (неспецифическая, ми-
тогенная реактивность) и генерацию регулятор-
ных Т-клеток (CD4+CD25+CD127-Treg).

Перед началом терапии МНК HCV-пози-
тивных пациентов слабо отвечали пролифера-
цией на стимуляцию вирусными антигенами 
(табл. 4). Медианное значение индекса влияния 
Core (ИВCORE) составляло 1,4 расч. ед. Наличие 
антиген-специфического ответа (ИВ > 2,0) выяв-
лялось у 4 из 10 (40%) пациентов.

После инициирующего курса регистрирова-
лось значимое усиление пролиферативного от-
вета на Core и возрастание ИВCORE до 5,2 расч. ед. 
К этому моменту наличие Core-специфического 
ответа (ИВ > 2,0) выявлялось у 8 из 10 пациен-
тов. После завершения поддерживающего курса 
вакцинотерапии ИВCORE достигал 7,8 расч. ед. 
и наличие Core-специфического ответа реги-

стрировалось у всех 10 пациентов. Спустя период 
последующего 6-месячного наблюдения проли-
феративный ответ на Core продолжал нарастать, 
тогда как ИВCORE в силу более высокой спонтан-
ной пролиферации незначительно снижался. Тем 
не менее и в этом случае ИВCORE 3-кратно превы-
шал исходные значения.

Медиана индекса влияния NS3 МНК (ИВNS3) 
перед началом вакцинотерапии составляла 2,5 
расч. ед., и наличие NS3-специфического ответа 
(ИВNS3 > 2,0) выявлялось у 5 из 10 пациентов. После 
инициирующего курса вакцинотерапии отмеча-
лось умеренное возрастание ИВNS3 до 3,3 расч. ед., 
которое сохранялось после под держивающего 
курса и 6-месячного периода наблюдения. Тем 
не менее возрастание пролиферативного отве-
та на NS3 было умеренно выраженным и ста-
тистически незначимым. При индивидуальном 
анализе усиление NS3-индуцированной проли-
ферации МНК после инициирующего курса от-
мечалось у 7 из 10 пациентов, было нестойким 
и сохранялось при последующих обследовани-
ях только у 2 пациентов. У трех из 10 пациентов 
возрастания NS3-специфического ответа после 
инициирующего курса не наблюдалось. Индук-
ция NS3-специфического ответа у этих больных 
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ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ИММУНОТЕРАПИИ ДК НА ПОКАЗАТЕЛИ КРОВИ БОЛЬНЫХ ХГС
TABLE 2. THE EFFECT OF DC IMMUNOTHERAPY ON THE BLOOD TESTS OF PATIENTS WITH HCV INFECTION

До вакцино-
терапии
Before 

vaccination

После инициирующего 
курса

After initiating course

После 
поддерживающего 

курса
After maintenance 

course

Через 6 
месяцев 

наблюдения
After 6 months of 

follow up
АЛТ
ALT (U/L)

41
(22-75)

28 
(22-61)

43 
(21-67)

32,5
(18,4-63)

АСТ
AST (U/L)

31 
(24-45)

26 
(24-44)

32 
(26-45)

30,2 
(23-38)

ГГТП
GGT (U/L)

19 
(17-34)

21 
(16-27)

17 
(15-27)

21 
(15-50)

Билирубин общий
Total bilirubin
(μmol/L)

13,3 
(12-20)

9,5 
(6,7-13)

8,3
(5-13,1)

8,8
(6-11,7)

Билирубин прямой
Conjugated bilirubin 
(μmol/L)

3,2 
(2,9-5)

2,4 
(1,6-3,6)

2,3
(1,6-3,3)

3,2 
(2,4-3,8)

Лейкоциты
Leukocytes (× 109/L)

5,3 
(4,9-5,5)

5,7 
(5-6,1)

5,0 
(4,8-5,4)

5,2 
(4,8-6,1)

Эритроциты
Erythrocytes (× 1012/L)

4,8
(4,6-5)

4,5
(4,3-4,7)

4,8 
(4,7-5)

4,7 
(4,6-5,2)

Гемоглобин
Hemoglobin (g/L)

143
(131-152)

127
(124-142)

137
(121-143)

135
(121-150)

Тромбоциты
Platelets (× 109/L)

232
(211-278)

239
(217-263)

215
(189-250)

230
(188-265)

Лимфоциты
Lymphocytes (%)

37,5 
(34-40)

37 
(36-40)

37,5
(35-39)

38,5
(37-40)

СОЭ
ESR (mm/h)

7,5 
(5-25)

14 
(6-21)

8 
(6-16)

8,5
(5-12)

Примечание. Данные представлены в виде медианы и интерквартильных диапазонов (в скобках).

Note. The data are presented as median and interquartile range (in brackets).

регистрировалась позже – после поддерживаю-
щего курса (2 пациента) или через 6 месяцев по-
сле завершения терапии (1 пациент). Таким об-
разом, вакцинотерапия приводила к индукции 
выраженного и стойкого пролиферативного от-
вета МНК на Core и умеренному, преходящему 
усилению пролиферативного ответа на NS3.

Анализ митогенной реактивности МНК боль-
ных ХГС показал (табл. 5), что до начала иммуно-
терапии пролиферативный ответ МНК больных 
на Кон-А был в 2 раза ниже, чем ответ МНК здо-
ровых доноров – 10699 (2577-15200) против 24151 
(8345-28073) имп/мин соответственно (pU < 0,05).

После инициирующего курса иммунотерапии 
интенсивность КонА-стимулированной проли-
ферации и индекс влияния КонА достоверно воз-
растали и достигали нормативных значений и со-
хранялись в пределах нормативного диапазона 
на момент завершения поддерживающего курса, 
а также через 6 месяцев после окончания лечения. 

Причем интенсивность КонА-стимулированной 
пролиферации через 6 месяцев после завершения 
терапии превосходила уровень ответа после ини-
циирующего (pUs = 0,019) и поддерживающего 
(pUs = 0,034) курса. Следует отметить, что до на-
чала иммунотерапии (на фоне низкой митоген-
ной реактивности) ответ на КонА значимо кор-
релировал с уровнем NS3- (Rss = 0,73; рs = 0,02; 
ns = 10) и Сore-специфической (Rss = 0,88, 
рs = 0,001; ns = 10) пролиферации. В то же время 
после завершения поддерживающего курса вак-
цинации эта зависимость существенно ослабе-
вала (Rss = 0,44; рs = 0,2 и Rss = 0,51, рs = 0,13; 
ns = 10). Таким образом, хотя индукция устой-
чивого ответа на Core и преходящего ответа 
на NS3 в процессе иммунотерапии происходи-
ла на фоне восстановления исходно сниженной 
митогенной реактивности Т-клеток, отсутствие 
значимой корреляции между ответом на HCV 
антигены и КонА указывало на то, что усиление 
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ТАБЛИЦА 3. ПОСТВАКЦИНАЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ В ДИНАМИКЕ ИММУНОТЕРАПИИ ДК
TABLE 3. POSTVACCINAL REACTIONS IN DYNAMICS OF DC IMMUNOTHERAPY

Тип реакций
Type of reactions

Частота реакций (n, %) в динамике 
инициирующего курса

Frequency of reactions (n, %) during the 
initiating course

Частота реакций (n, %) в динамике 
поддерживающего курса

The frequency of reactions (n, %) during 
the maintenance course

Локальные реакции
Local reactions
Покраснение
Redness 24/40 (60%) 43/60 (71,6%)

Болезненность
Painfulness 32/40 (80%) 42/60 (70%)

Зуд
Itch 15/40 (37,5%) 24/60 (40%)

Системные реакции
Systemic reactions
Озноб
Chills 9/40 (22,5%) 7/60 (11,6%)

Субфебрилитет
Low grade fever 13/40 (32,5%) 7/60 (11,6%)

Головная боль
Headache 10/40 (25%) 4/60 (6,6%)

Миалгия
Myalgia 10/40 (25%) 9/60 (15%)

Примечание. Данные представлены в виде отношения случаев поствакцинальных реакций к общему числу 
вакцинаций в динамике инициирующего и поддерживающего курса.

Note. The data are presented as the numbers of postvaccinal reactions to the total vaccination numbers in the course of initiating 
and maintainance courses.

антиген-специфического ответа не было связано 
исключительно с неспецифической активацией 
Т-клеток.

Чтобы проанализировать, какой тип анти-
ген-специфических Т-хелперных клеток активи-
ровался в процессе вакцинотерапии, оценивали 
продукцию IFNγ и IL-4/IL-6 в культурах МНК, 
стимулированных Core или NS3 антигенами. 
Как видно из данных рисeунка 1 (А, Б), исходно 
(до терапии) стимуляция МНК Core или NS3 
антигеном слабо индуцировала продукцию IFNγ. 
Медианные значения ИВCORE и ИВNS3 составляли, 
соответственно, 1,6 и 2,1 расч. ед. На фоне вак-
цинотерапии наблюдалось умеренное усиление 
Core-индуцированной продукции IFNγ и ИВCORE 
(на уровне тренда) после инициирующего курса 
и выраженное достоверное возрастание этих по-
казателей после поддерживающего курса и по-
следующего 6-месячного наблюдения. Таким об-
разом, вакцинотерапия ДК, нагруженными Core 
и NS3 антигенами индуцировала антиген-специ-
фический Th1-ответ, который четко проявлялся 
после поддерживающего курса вакцинаций и со-
хранялся через 6 месяцев наблюдения.

Исследование антиген-специфической про-
дукции IL-4 показало, что исходно МНК больных 
не отвечали продукцией IL-4 в ответ на стимуля-
цию вирусными антигенами. Вакцинотерапия 
не сопровождалась усилением продукции IL-4 
в ответ на стимуляции Core или NS3 после ини-
циирующего и поддерживающего курсов вакци-
наций, а также 6-месячного периода наблюдения 
(рис. 1В, Г). Таким образом, вакцинация ДК на-
груженными Core и NS3 антигенами не индуци-
ровала антиген-специфический Th2-ответ. По-
скольку IL-4 продуцировался в культурах МНК 
в достаточно низких концентрациях, параллель-
но была исследована антиген-специфическая 
продукция IL-6 (рис. 1В, Г), который секретиру-
ется Th2-клетками в значительно более высоких 
концентрациях. Продукцию IL-6 оценивали в пе-
риод наибольшей выраженности антиген-спец-
ифической пролиферации и продукции IFNγ, 
т.е. после поддерживающего курса вакцинаций 
и последующего 6-месячного наблюдения. МНК 
больных спонтанно продуцировали достаточно 
высокие концентрации IL-6 – 369 (201-533) пг/мл  
после поддерживающего курса иммунотерапии 
и 279 (200-387) пг/мл через 6 месяцев последую-
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ТАБЛИЦА 4. ПРОЛИФЕРАТИВНЫЙ ОТВЕТ МНК БОЛЬНЫХ ХГС НА CORE И NS3 АНТИГЕНЫ В ДИНАМИКЕ 
ИММУНОТЕРАПИИ ДК
TABLE 4. PROLIFERATIVE RESPONSE OF MNC FROM HCV-INFECTED PATIENTS TO CORE AND NS3 ANTIGENS IN THE 
COURSE OF DC IMMUNOTHERAPY

До вакцино-
терапии

Before vaccination

После 
инициирующего 

курса
After initiating 

course

После 
поддерживаю-

щего курса
After maintenance 

course

Через 6 месяцев 
наблюдения

After 6 months of 
follow up

C
or

e

Пролиферация 
(имп/мин)
Proliferation (cpm)

566
(285-1090)

2065
(605-2519) 
PUs = 0,034

3875
(2504-7263)
PUs = 0,0005

5359
(1515-5576) 
PUs = 0,0019

Индекс влияния
(ИВ, расч. ед)
Influence index 
(estim. units)

1,4 
(1-4,9)

5,2 
(2,3-11,5) 

PUs = 0,019

7,8
(5,4-10,6) 

PUs = 0,002

5,0 
(1,8-25,2) 

PUs = 0,004

Количество пациен-
тов с ИВ > 2,0
Number of patients 
showing effect 
index > 2,0

4/10 8/10 10/10 7/10

N
S3

Пролиферация 
(имп/мин)
Proliferation (cpm)

1316
(589-1794)

1575
(677-2345)

1646
(1329-3824)

1618
(1147-2351)

Индекс влияния
(ИВ, расч. ед)
Influence index 
(etim. units)

2,5 
(1,8-5,2)

3,3 
(1,9-5,9)

3,0 
(1,8-5,6)

3,0
(1,6-7,6)

Количество пациен-
тов с ИВ > 2,0
Number of patients 
showing effect 
index > 2,0

5/10 6/10 7/10 6/10

Примечание. Здесь и в таблице 5 данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона 
(в скобках); p – значимость различий показателей по сравнению со значениями до вакцинации. U-критерий 
Манна–Уитни.

Note. Here and in table 5, the data are presented as median and interquartile range (in brackets). *, a significant difference 
compared with data before vaccination. P, Mann–Whitney U-test.

ТАБЛИЦА 5. МИТОГЕННАЯ РЕАКТИВНОСТЬ МНК БОЛЬНЫХ ХГС (ns = 10) В ДИНАМИКЕ ИММУНОТЕРАПИИ ДК
TABLE 5. MITOGENIC REACTIVITY OF MNC FROM THE PATIENTS WITH HCV INFECTION (ns = 10) IN THE COURSE OF DC 
IMMUNOTHERAPY

КонА-индуцированая 
пролиферация (имп/мин)

ConA-induced 
proliferation (cpm)

Индекс влияния
(расч. ед)

Influence index 
(estim. units)

До вакцинотерапии
Before vaccination 10699 (2577-15200) 15 (10-60)

После инициирующего курса
After initiating course 20585 (17167-24833)** 83 (68-117)**

После поддерживающего курса
After maintenance course 22997 (19826-29587)** 104 (1-145)**

Через 6 месяцев наблюдения
After 6 months of follow up 35015 (26286-37388)** 81 (66-154)**

Примечание. ** – p < 0,001; U-критерий Манна–Уитни.

Note. **, p < 0.001; Mann–Whitney U-test.
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Рисунок 1. Продукция IFNγ, IL-4 и IL-6 в культурах МНК, стимулированных Core и NS3 антигенами, в динамике 
иммунотерапии ДК
Примечание. Представлены данные (Ме; Q0,25-Q0,75) по продукции IFNγ (A, Б) и IL-4, IL-6 (В, Г) в культурах МНК пациентов с ХГС 
(ns = 10) до начала иммунотерапии (I), после инициирующего курса (II), после поддерживающего курса (III) и через 6 месяцев 
наблюдения (IV). По левой оси ординат – продукция IFNγ (пг/мл), по правой – индекс влияния вирусных антигенов (расч. ед.).  
p – достоверность различия по сравнению с исходными значениями (U-критерий Манна–Уитни).
Figure 1. Production of IFNγ, IL-4 and IL-6 by MNC stimulated by NS3 and Core antigens in the dynamics of DC immunotherapy
Note. IFNγ (A, B) and IL-4, IL-6 (C, D) production by MNCs of patients with HCV infection (ns = 10) before DC immunotherapy (I), after an initiating 
course (II), upon maintenance course (III) and after 6 months of follow up (IV) are presented as median and inter-quartile ranges. On the left-hand, 
y-axis – IFNγ production (pg/ml); right side, the influence index of viral antigens (estim. units). * p, significance of changes as compared to baseline 
values (Mann–Whitney U-test). 

щего наблюдения. После проведения поддержи-
вающего курса иммунотерапии стимуляция МНК 
Core и NS3 антигенами практически не усилива-
ла продукцию IL-6. При обследовании пациентов 
спустя 6-месячный период наблюдения вирусные 
антигены обладали слабовыраженным стимули-
рующим эффектом на продукцию IL-6, однако 
и в этом случае стимулирующий эффект анти-
генов в отношении IL-6 был существенно ниже, 
чем в отношении IFNγ.

Анализ взаимосвязей между антиген-специ-
фической пролиферацией и продукцией цито-
кинов показал, что через 6 месяцев после завер-
шения вакцинотерапии пролиферация МНК 
на вирусные антигены находилась в прямой 
взаимосвязи с продукцией IFNγ. На это указы-
вало наличие значимой корреляционной связи 
между продукцией IFNγ и уровнем пролифера-
ции в NS3-стимулированных культурах МНК 
(Rss = 0,83; ps = 0,04) и между продукцией IFNγ 
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и ИВCORE в Core-стимулированных культурах 
(Rss = 0,78; ps = 0,036). Какой-либо взаимосвя-
зи антиген-специфического пролиферативного 
ответа МНК с продукцией IL-4 или IL-6 не вы-
являлось. Таким образом, вакцинотерапия ДК, 
нагруженными Core и NS3 антигенами, не вы-
зывала значимой активации антиген-специфиче-
ских Th2-клеток.

Чтобы исследовать возможное влияние имму-
нотерапии на генерацию регуляторных Т-клеток 
(Treg), было оценено относительное содержание 
CD4+CD25+CD127-Treg в периферической крови 
больных в динамике лечения. Как видно из дан-
ных рисунка 2, относительное содержание Treg 
после проведения инициирующего курса вакци-
нотерапии, а также к исходу 6-месячного наблю-
дения после завершения иммунотерапии значи-
мо не увеличивалось. Следует также отметить, 
что исходно (перед началом иммунотерапии) и на 
момент завершения исследования между коли-
чеством Treg и антиген-специфическим ответом 
не выявлялось какой-либо взаимосвязи. Однако 
после инициирующего курса иммунотерапии со-
держание CD4+CD25+CD127- клеток прямо кор-
релировало с NS3-специфическим пролифера-
тивным ответом (Rss = 0,83; ps = 0,002).

Анализ вирусной нагрузки с помощью коли-
чественного ПЦР на РНК вируса гепатита С по-
казал, что индукция иммунного ответа к Сore и в 
меньшей степени NS3 антигенам не сопровожда-
лась значимым изменением виремии после ини-
циирующего, поддерживающего курса и после-
дующего 6-месячного наблюдения. При анализе 

индивидуальных значений снижение вирусной 
нагрузки после инициирующего курса регистри-
ровалось у 4 из 10 пациентов, однако к заверше-
нию 6-месячного наблюдения этот эффект сохра-
нялся только у двух пациентов. В 6 из 10 случаев 
уровень виремии к исходу 6-месячного наблюде-
ния не отличался от такового перед началом им-
мунотерапии, и у 2 пациентов наблюдалось воз-
растание вирусной нагрузки на один порядок.

Несмотря на отсутствие значимого вирусоло-
гического ответа на фоне вакцинотерапии, важно 
отметить, что через 6 месяцев после завершения 
вакцинотерапии между уровнем вирусной на-
грузки и пролиферативным ответом на NS3 анти-
гены выявлялась обратная корреляционная связь 
(Rss = -0,62; ps = 0,05). Кроме того, показатели 
вирусной нагрузки на уровне тренда обратно кор-
релировали с NS3-специфической продукцией 
IFNγ (Rss = -0,71; ps = 0,1). Обратная взаимосвязь 
виремии с уровнем Core-специфической про-
дукции IFNγ регистрировалась на уровне тренда 
уже после инициирующего курса и сохранялась 
к моменту завершения 6-месячного наблюдения 
(Rss = -0,64; ps = 0,1).

Обсуждение
Данные о том, что выздоровление пациентов 

с вирусным гепатитом С ассоциировано с силь-
ным противовирусным Т-клеточным ответом, 
в индукции которого ведущая роль отводится 
ДК, позволяет предполагать, что терапевтиче-
ские ДК-вакцины могут быть использованы 
для индукции или усиления специфического им-
мунного ответа у больных с ХГС. В соответствии 
с этим предположением было изучено влияние 
иммунотерапии ДК на параметры Т-клеточного 
иммунного ответа у больных ХГС.

Полученные результаты показали, что вакци-
нотерапия ДК, которые генерировали из моно-
цитов в присутствии интерферона-альфа и на-
гружали рекомбинантными вирусными белками 
Core (aк 1–120) и NS3 (aк 1192–1457), характери-
зуется хорошей переносимостью и не вызывает 
тяжелых нежелательных явлений, выраженных 
местных или системных поствакцинальных реак-
ций и усиления биохимических проявлений ак-
тивности гепатита.

Исследования ex vivo иммунологических пара-
метров в динамике лечения также продемонстри-
ровали, что вакцинотерапия приводила к индук-
ции выраженного устойчивого иммунного ответа 
на Core и умеренного ответа на NS3. Специфи-
ческий ответ на Сore проявлялся усилением про-
лиферации МНК и продукции IFNγ при антиген-
специфической стимуляции МНК. Возрастание 

Рисунок 2. Относительное содержание CD4+CD25+CD127-

Тreg в динамике иммунотерапии ДК
Примечание. Данные представлены в виде M±S.E. I – 
до начала иммунотерапии , II – после инициирующего курса 
и IV – через 6 месяцев наблюдения.
Figure 2. The relative content of CD4+CD25+CD127-Treg in the 
dynamics of DC immunotherapy
Note. Data are presented as M±S.E. I, before DC immunotherapy; II, 
after initiating course, and IV, at 6 months of follow up.
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реактивности к Core антигену регистрировалось 
после инициирующего курса и было наиболее 
выраженным после поддерживающего курса 
и последующего 6-месячного наблюдения. В то 
же время NS3-специфический ответ проявлялся 
преимущественно усилением продукции IFNγ 
после поддерживающего курса и последующего 
6-месячного наблюдения. Усиление пролифе-
ративной активности МНК на NS3 было слабо-
выраженным и недостоверным. Важно отметить, 
что вакцинотерапия уже после инициирующего 
курса сопровождалась восстановлением мито-
генной реактивности Т-клеток у больных ХГС. 
При этом мы не наблюдали активации антиген-
специ фической продукции IL-4 и IL-6, т.е. индук-
ции Th2-ответа. Кроме того, иммунотерапия ДК 
не сопровождалась возрастанием относительного 
содержания регуляторных (CD4+CD25+CD127-) 
Т-клеток.

Ранее Li W. и соавт. продемонстрировали спо-
собность ДК здоровых доноров, экспрессирую-
щих Core и NS3 белки, вызывать пролиферацию 
антиген-специфических Т-клеток и продук-
цию IFNγ, а также других цитокинов в культу-
ре in vitro [18]. Позднее было показано, что ДК, 
трансфецированные аденовирусом, содержащим 
NS3 (AdNS3), способны активировать in vitro 
специфические IFNγ продуцирующие Т-клетки 
не только у здоровых доноров, но и больных ХГС. 
Причем в отличие от ДК доноров, активирующих 
специфический иммунный ответ при трансфек-
ции только одного NS3, ДК больных индуци-
ровали NS3-специфический ответ только при 
совместной трансфекции AdNS3 и адапторной 
молекулы CFh40L, кодирующей CD40L [8].

Несмотря на стимулирующий эффект ДК 
in vitro, пилотные клинические исследования ДК 
у больных ХГС не выявили эффективной ин-
дукции Т-клеточного ответа. Так, трехкратная 
вакцинация ДК, трансфецированными AdNS3 
и CFh40L, вызывала кратковременную актива-
цию IFNγ-продуцирующих Т-клеток в культурах 
NS3-стимулированных МНК только у 1 из 5 па-
циентов [33]. В другом исследовании Gowans E.J. 
и соавт. исследовали иммуностимулирующий 
эффект ДК, которые нагружали вирусными 
антигенами, Core, NS3 и NS4, соединенными 
с липидным остатком, являющимся лигандом 
для Toll-подобных рецепторов 2 типа. Появ-
ление Сore-специфических цитотоксических 
Т-лимфоцитов отмечалось только у 3 из 6 паци-
ентов, а NS3-специфических CD8 Т-клеток у 1 
из 6 пациентов, причем иммунный ответ был не-
стойким [10].

В качестве одной из причин несостоятельности 
антиген-специфического ответа у больных ХГС 
обсуждается повышенное содержание Тreg и им-
муносупрессивных цитокинов [22]. Так, низкую 
иммуностимулирующую активность ДК, транс-
фецированных AdNS3 и CFh40L, у больных ХГС 
авторы объяснили усилением продукции IL- 10 
дендритными клетками больных и генерацией 
Тreg после трансдукции CFh40L [33]. В нашем 
исследовании иммунотерапия ДК не сопрово-
ждалась экспансией CD4+CD25+CD127- регуля-
торных Т-клеток, что, по-видимому, способство-
вало индукции антиген-специфического ответа.

Следует отметить, что в обоих клинических 
исследованиях [10, 33] авторы не выявили сни-
жения вирусной нагрузки, что объяснялось не-
достаточной силой и устойчивостью иммунного 
ответа. В нашем исследовании в целом по группе 
значимого снижения виремии также не отмеча-
лось. Тем не менее при индивидуальном анали-
зе у 4 пациентов наблюдалось преходящее, а у 
2 – стойкое снижение виремии. В 6 из 10 слу-
чаев виремия на протяжении 13 месяцев иссле-
дования не нарастала, сохраняясь на исходно 
умеренном уровне. Более того, на момент за-
вершения исследования между уровнем вире-
мии и антиген-специ фическим ответом реги-
стрировалась обратная корреляционная связь 
(статистически значимая в отношении NS3-
стимулированной пролиферации МНК, на уров-
не выраженного тренда – в отношении NS3 
и Сore-стимулированной продукции IFNγ).

Согласно данным литературы, неструктурный 
вирусный белок NS3 обладает протеазной и гели-
казной активностью и играет важную роль в раз-
множении вируса [6]. Сильный и устойчивый 
Т-клеточный иммунный ответ к эпитопам этого 
белка сопряжен с более эффективным контро-
лем за вирусом [3, 5]. Кроме того, высокая ци-
тотоксическая активность NS3-специфических 
Т-клеток ассоциирована с ответом на терапию 
интерфероном-α [32]. Полученные нами данные 
об обратной взаимосвязи виремии с уровнем NS3 
специфического ответа у больных ХГС являют-
ся еще одним аргументом в пользу важной роли 
NS3-специфических Т-клеток в контроле над 
репликацией вируса. Однако выявление наряду 
с этим обратной взаимосвязи между виремией 
и Core-индуцированной продукцией IFNγ по-
зволяет предполагать, что Core-специфические 
Т-клетки также могут участвовать в элиминации 
вируса.

Действительно, известно, что противовирус-
ный эффект Т-клеток опосредуется как за счет 
прямого цитолитического действия, так и про-
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дукции IFNγ [13]. В наших исследованиях вакци-

нотерапия сопровождалась значимым усилением 

продукции IFNγ при стимуляции как NS3, так и 

Core, причем усиление пролиферации МНК при 

стимуляции обоими антигенами коррелировало 

с продукцией IFNγ. Это позволяет полагать, что, 

будучи источником, IFNγ Core-специфические 

клетки, наряду с NS3-специфическими Т-лим-

фоцитами, также могут участвовать в ограниче-
нии репликации вируса.

В целом полученные данные свидетельствуют 
о безопасности иммунотерапии IFN-ДК, нагру-
женными рекомбинантными вирусными антиге-
нами, и позволяет рассматривать данный подход 
в качестве дополнения к терапии пегилирован-
ными интерферонами и рибавирином для улуч-
шения результатов лечения.
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