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Введение. Мы сообщаем промежуточные результаты пилотного клинического испытания терапевтической ДНК-вакцинации 

пациентов с нейробластомой (НБ) (NCT04049864).

Цель исследования – проверить безопасность и иммуногенность ДНК-вакцинации против НБ.

Материалы и методы. В статье приведены данные о 6 больных, закончивших вакцинацию. Определены критерии 

включения и исключения пациентов. Клинический протокол включает форму и дозы вакцины, временную схему вакцинации 

и сопроводительную терапию. Для всех пациентов проводился анализ минимальной остаточной болезни методом количественной 

полимеразной цепной реакции, измерение Т-клеточного иммунного ответа методом ELISpot и антительного ответа методом 

иммуноферментного анализа.

Результаты. Вакцина хорошо переносилась пациентами с минимальными побочными симптомами. Т-клеточный иммунный 

ответ оценивался через 2 нед после каждого курса вакцинации и был положительным у 5 из 6 больных. Антительный иммунный 

ответ был выявлен у 1 пациента. Пять из 6 больных живы и находятся в клинической ремиссии на 01.11.2022. Бессобытийная 

выживаемость вакцинированных пациентов составила 82 ± 18 % против 29 ± 11 % в контрольной группе (p = 0,03).
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Pilot clinical trial of DNA vaccination against neuroblastoma: study design and preliminary results
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Introduction. We report preliminary results of a pilot clinical trial of therapeutic DNA vaccination of patients with neuroblastoma 

(NCT04049864).

The aim of the study – is to test the safety and immunogenicity of DNA vaccination against neuroblastoma.

Materials and methods. The results of 6 patients who completed vaccination are summarized in the article. Inclusion and exclusion criteria for 

patients are defined. The clinical protocol included vaccine form and doses, timed vaccination regimen, and concomitant therapy. Minimal 

residual disease was analyzed for all patients by quantitative polymerase chain reaction, measurement of T-cell immune response by ELISpot 

and antisense response by ELISA.

Results. The vaccine was well tolerated by patients with minimal adverse symptoms. T-cell immune response was evaluated two weeks after 

each course of vaccination and was positive in 5 of 6 patients. An antisense immune response was detected in 1 patient. 5 out of 6 patients are 

alive and in clinical remission as of 11/01/2022. Event-free survival of vaccinated patients was 82 ± 18 % vs 29 ± 11 % of controls (p = 0.03).
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Введение
Нейробластома (НБ) – наиболее часто встреча-

ющаяся экстракраниальная солидная опухоль в дет-

ском возрасте. Эффективное лечение пациентов с НБ 

группы высокого риска остается серьезной пробле-

мой детской онкологии, поскольку прогноз остается 

неблагоприятным даже после высокодозной химио-

терапии (ХТ) и аутологичной трансплантации гемо-

поэтических стволовых клеток (ауто-ТГСК). Только 

развитие новых альтернативных стратегий лечения, 

в том числе иммунотерапии (ИТ), является возмож-

ным путем улучшения прогноза этого заболевания.

В настоящее время классические подходы лечения 

онкологических заболеваний – ХТ, лучевая терапия, 

хирургия – приближаются к пределу своей эффектив-

ности. Все большее значение в лечении этих тяжелых 

заболеваний приобретают новые биологические, 

биотехнологические, биомедицинские подходы, 

расширяющие терапевтические возможности совре-

менной медицины. К ним можно отнести следующие 

направления: клеточные технологии, включающие 

культуры in vitro и ex vivo клеток и тканей, в том числе 

стволовых или дифференцированных, а также при-

менение генетически-модифицированных клеток, 

проведение ауто-ТГСК и аллогенной ТГСК, исполь-

зование эмбриональных стволовых клеток, иммуно-

биотехнологий, генотерапии, тканевой инженерии 

и их комбинаций.

Новое направление ИТ – противоопухолевые 

вакцины – появилось 2 десятилетия назад в связи 

с открытием нескольких опухоль-специфичных анти-

генов, которые способны вызывать протективный 

иммунитет и подавлять развитие опухоли главным 

образом за счет включения ветви иммунного ответа, 

связанного с появлением специфичных цитотокси-

ческих CD8-лимфоцитов, устраняющих опухолевые 

клетки [1]. Поскольку опухоль является аутологич-

ной тканью организма, экспрессия опухолевыми 

клетками специфических белков, которые могли бы 

распознаваться иммунной системой, довольно ред-

кое событие. В связи с этим противоопухолевый 

иммунитет обычно слабый, а поиск этих антигенов 

очень затруднителен. В настоящее время, несмотря 

на активный поиск новых опухоль-ассоциированных 

антигенов (ОАА), известны лишь несколько из них 

с доказанной активацией иммунитета. К таким анти-

генам относятся: простат-специфические антигены 

(PSA и PSMA), тирозиназа при меланоме, идиотип 

опухолевого иммуноглобулина при В-клеточных лим-

фомах, тирозин-гидроксилаза (TH) при НБ, а также 

«герминальные раковые гены» MAGE-A1, MAGE-A3, 

NY-ESO-1 в ряде солидных опухолей, включая карци-

номы, меланому и саркомы.

Существуют различные формы противоопухоле-

вых вакцин, включающие синтезированные пептиды, 

рекомбинантные белки, лизаты опухолевых клеток, 

стимулированные дендритные клетки или модифици-

рованные опухолевые клетки. ДНК-вакцины состоят 

из кольцевых конструкций ДНК, кодирующих анти-

ген и другие костимулирующие последовательности, 

созданные на основе бактериальных плазмид [2, 3]. 

Отдельную группу ДНК-вакцин образуют вакци-

ны, доставляемые с помощью вирусных векторов 

(ретровирусных, лентивирусных, аденовирусных 

и аденоассоциированных вирусов) [4]. Плазмидные 

ДНК-вакцины (иногда называемые «голыми» (naked 

DNA-vaccines)) вводятся обычно в виде раствора вну-

тримышечно [5], хотя эффективность иммунизации 

невысока. Для увеличения иммуногенности ДНК-вак-

цин используют разный набор генов-костимуляторов, 

включенных в конструкцию вакцины, а также разные 

способы доставки. Наилучшим вариантом достав-

ки ДНК-вакцины является электропорация в месте 

инъекции. Применение электропорации ограничено 

необходимостью в дорогостоящем оборудовании 

и болезненной процедурой введения. Вторым по 



36

РОССИЙСКИЙ ЖУРНАЛ 
ДЕТСКОЙ ГЕМАТОЛОГИИ и ОНКОЛОГИИ  // Russian Journal of Pediatric Hematology аnd Oncology

2023
ТОМ/VOL. 104
,

Ор
иг

ин
ал

ьн
ы

е 
ис

сл
ед

ов
ан

ия
  /

/ 
 O

rig
in

al
 s

tu
di

es

распространенности вариантом является включение 

ДНК в комплексы (наночастицы) с синтетическим 

или натуральным носителем, в качестве которого 

используют катионные полимеры (полиэтиленимин 

(ПЭИ), полилизин, хитозан) либо липиды (фосфо-

тидилхолин, фосфотидилэтаноламин и аналоги) [6]. 

Наиболее изученным и экспериментально успеш-

ным является использование частиц ДНК с ПЭИ [7]. 

ПЭИ является сильным трансфецирующим реагентом 

(переносит ДНК через клеточные мембраны), а также 

обладает выраженными адъювантными свойствами [8].

Следующим способом вакцинации являются 

аттенуированные (ослабленные) штаммы бактерий 

и дрожжей, в которые вводится ДНК-вакцина, после 

чего суспензия микроорганизмов принимается перо-

рально [9]. Наибольшее применение получили перо-

ральные вакцины, основанные на штаммах Salmonella 

и Listeria. В настоящее время проводится ряд клиниче-

ских испытаний ДНК-вакцины, доставляемой в бак-

териях штамма Salmonella typhi Ty21a (ClinicalTrials.gov 

Identifier: NCT01486329) (2011–2015) [10] и бактериях 

Listeria monocytogenes [11] против рака поджелудоч-

ной железы. Совокупность результатов завершенных 

клинических испытаний ДНК-вакцин показывает 

улучшение безрецидивной и общей выживаемости 

вакцинированных пациентов.

Началу собственных пилотных клинических 

испытаний предшествовал длительный период 

доклинических исследований in vitro и in vivo на 

животной модели. В частности, отработан метод 

трансфекции клеток с помощью различных изомеров 

ПЭИ, охарактеризованы размер и заряд наночастиц 

ДНК-ПЭИ, проверена безопасность применения 

ДНК-ПЭИ на мышах с определением максимальной 

безопасной дозы (полулетальная концентрация при 

внутримышечной инъекции оказалась недостижима). 

За основу бактериальной вакцины был взят штамм 

SL7207 Salmonella enterica (aroA аттенуированный 

мутант), описанный ранее [9]. Методом транспозо-

нового мутагенеза нами проведена дополнительная 

аттенуация штамма SL7207 с внесением мутации 

в гене guaAB; полученный штамм Salmonella enterica 

(aroA guaAB) получил название SS2017 [12]. Прове-

дено детальное исследование безопасности макси-

мальной переносимой дозы бактерий на животных 

(более 1011 КОЕ, полулетальная доза не достигнута). 

По результатам доклинического испытания эффек-

тивности вакцинации доказана иммуногенность 

ДНК-вакцины против НБ при введении как в соста-

ве наночастиц ДНК-ПЭИ, так и в бактериальной 

форме, и при совместном (бустерном) применении. 

Иммунизация животных ДНК-вакциной имела 

терапевтический эффект, выраженный в замедлении 

роста опухоли или ее исчезновении у части мышей 

[12, 13]. Наконец, к моменту подготовки настоящего 

протокола в течение 3 лет проводится клиническое 

исследование идиотипической ДНК-вакцинации 

взрослых пациентов с лимфомами с использованием 

ДНК-ПЭИ и бактериальной формы вакцины. Выпол-

нено около 50 инъекций вакцины с ДНК-ПЭИ и более 

20 приемов бактериальной вакцины. Ни в одном 

случае вакцинация не сопровождалась токсично-

стью выше Grade 2 (CTCAE v3.0). Иммуногенность 

ДНК-вакцины у взрослых пациентов была зафикси-

рована после бустерной вакцинации (ДНК-ПЭИ +

бактерии) и сопровождалась регрессией опухоли 

и достижением молекулярной ремиссии [14]. Указанные 

результаты позволяют авторам обосновать целесообраз-

ность проведения пилотного клинического исследова-

ния ДНК-вакцины против НБ. Применение вакцины 

не сопровождается дополнительными рисками.

Материалы и методы
Пациенты
В исследование включены 8 пациентов с НБ, 7 из 

них с рецидивами заболевания и 1 после завершения 

лечения 1-й линии. В статье приведены результаты 

6 больных, закончивших вакцинацию. Во 2-й линии 

лечения 4 пациента получали применяемый в то вре-

мя в Республике Беларусь противорецидивный прото-

кол, включающий в себя 2 блока полихимиотерапии 

(ПХТ) N8, 2 блока ICE, терапию с метайодбензилгу-

анидином (123I-MIBG), 3 из них – повторную ауто-

ТГСК. Одному больному (М5) не удалось провести 

ТГСК вследствие невозможности выполнить забор 

стволовых клеток периферической крови (ПСК). 

Один пациент (B2) получал RIST-протокол (по насто-

янию родителей) и в последующем гаплоидентичную 

ТГСК от отца. Пациенту S6 выполнена химиоимму-

нотерапия накситамабом в Испании. Два больных 

перед ДНК-вакцинацией имели полный ответ (ПО) 

на лечение, 4 – частичный (ЧО).

Критерии включения в протокол
1. Диагноз рецидива НБ с обязательным морфо-

логическим/цитологическим подтверждением.

2. Наличие опухолевой ткани для биопсии.

3. Достижение с помощью стандартных методов 

терапии ответа опухоли на лечение – ЧО и более.

4. Физический статус по шкале ЕСОG – 0–2.

5. Ожидаемая продолжительность жизни не 

менее 12 мес.

6. Возраст – от 1 до 20 лет.

7. Показатели клеточного иммунитета крови: 

лимфоциты – не менее 1 × 109/л.

8. Наличие письменного информированного 

согласия пациента и его родителей (законных пред-

ставителей) на участие в данном протоколе.

9. Комплаентность родителей (законных пред-

ставителей) и самого пациента при участии в прото-

коле исследования.

Критерии исключения из исследования
А – основанные на данных анамнеза:

1. Наличие любого первичного иммунодефицита.

2. Наличие первично-множественной злокаче-

ственной опухоли.

3. Наличие аутоиммунных заболеваний в анам-

незе (кроме тиреоидита).

4. Поливалентная аллергия.
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5. Тяжелые заболевания, в том числе проте-

кающие с выраженными симптомами, не леченные 

воспалительные и инфекционные процессы, из-за 

которых пациент не может получать лечение в соот-

ветствии с протоколом исследования.

6. Социально-экономические или географиче-

ские обстоятельства, которые не могут гарантировать 

должное соблюдение требований протокола лечения 

и дальнейшего наблюдения.

Б – основанные на данных лабораторного обсле-

дования непосредственно перед вакцинацией:

1. Отсутствие экспрессии в ткани опухоли 

2 антигенов и более, используемых в протоколе.

2. Уровень лейкоцитов периферической крови 

< 1,5 × 109/л, тромбоцитов < 50,0 × 109/л, гемоглобин 

< 80 г/л.

3. Положительные тесты на вирус иммунодефици-

та человека, гепатит В или С.

4. Выраженное нарушение функции печени – 

уровни ACT/SGOT или АЛТ/SCPT превышают верх-

нюю границу нормы в 5 раз и более.

Клинический протокол
Испытание представляло пилотное, нерандомизи-

рованное, открытое исследование ДНК-вакцинации. 

Протокол был утвержден ученым советом РНПЦ 

ДОГИ и одобрен этическим комитетом 9 января 2019 г.,

после чего инструкция по применению метода утвер-

ждена Министерством здравоохранения Республики 

Беларусь (№ 060-0621). Информированное согласие 

было подписано родителями всех пациентов перед 

началом вакцинации. Ей предшествовал период 

времени на иммунное восстановление в течение 

2–3 мес от проведения последней ауто-ТГСК. В пери-

од, предшествующий вакцинации, пациенты могут 

получать метрономную терапию по протоколу лече-

ния НБ, которую следует остановить за неделю до 

начала вакцинации. Перед и во время вакцинации 

проводят сопроводительную иммуно- и антианги-

огенную терапию, включающую циклофосфамид, 

пропранолол, целекоксиб и леналидомид. Цикло-

фосфамид назначается за 3 дня до начала 1-го 

курса вакцинации в разовой дозе 300 мг/м2. Лена-

лидомид назначается в дозе 25 мг/м2/день курсом 

из 3 нед, начиная за 7 дней до первой вакцинации 

и завершая в день последней вакцинации каждого 

блока. Пропранолол в дозе 2 мг/кг и целекоксиб 

400 мг/м2 применяются в режиме метрономной 

терапии на протяжении 3 курсов вакцинации. Вак-

цинация проводится повторно с интервалом в 1 нед 

(± 3 рабочих дня). Каждая вакцинация включает инъ-

екцию и прием капсулы с дозой бактерий. Один блок 

включает 3 введения вакцин против одного антигена. 

Каждый последующий блок включает новый (допол-

нительный) антиген и/или повторение вакцины 

с прежним антигеном при недостаточно выражен-

ном иммунном ответе (рис. 1). Стандартный курс 

вакцинации включает 3 блока с интервалом в 2 нед. 

В течение 10 дней до начала вакцинации и в течение 

10 дней после завершения курса проводится пунк-

ция костного мозга (КМ) для анализа минимальной 

остаточной болезни (МОБ). При каждой вакцинации 

пациент получал внутримышечную инъекцию 500 мкг 

ДНК и капсулу, содержащую 109 КОЕ аттенуировано-

го штамма Salmonella с той же плазмидой.

Получение вакцины
Выбор антигена 
Материал удаленной опухоли или биопсии был 

подвергнут иммуногистохимическому (ИГХ) иссле-

дованию и количественной полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) для измерения экспрессии ОАА TH, 

Phox2B, MAGEA1, MAGEA3, Survivin, PRAME. 

Выбор антигенов для вакцинации каждого пациента 

обусловлен частотой их встречаемости и лаборатор-

ным подтверждением экспрессии. TH и Phox2B при-

сутствуют во всех случаях типичной НБ и нуждаются 

в подтверждении только в случае очень низкоспеци-

фичной НБ с атипичной цитологией. Остальные 

антигены требуют подтверждения методами ИГХ 

и ПЦР. Вакцинация включает один из гистоспеци-

фичных антигенов TH или Phox2B и 1–2 опухолевых 

антигена, как минимум один из которых из семейства 

cancer-testis antigen.

Инъекционная вакцина
Водный раствор плазмидной ДНК обладает край-

не низкой иммуногенностью по причине быстрого 

разрушения нуклеазами и очень низкой вероятности 

проникновения в ядро клетки (трансфекции). Для 

вакцинации используют разные способы достав-

ки вакцин в клетку [15], среди которых конъюгаты 

с катионными или липидными полимерами (нано-

частицы) и электропорация. В качестве полимерного 

носителя мы используем линейный ПЭИ с молеку-

лярной массой 20 кДа как оптимальный для вакци-

нации in vivo по результатам наших доклинических 

испытаний.

Конструкция рекомбинантного белка включает 

в себя лидерный пептид (t-PA), кДНК антигена, сое-

диненный через AAAGPGP линкер с белком PVXCP, 

и клонирована в вектор pING. Плазмиды проходят 

проверку методом полного секвенирования. Плаз-

мидную ДНК выделяли набором MaxiPrep Kit (Life 

Technologies), растворяли в стерильном буфере DPBS.

Линейный ПЭИ (20 кДа) (Sigma) использовали 

для приготовления комплекса с плазмидной ДНК 

в соотношении 1:1,5 (ДНК:ПЭИ), как описано ранее 

[13, 20]. Плазмидную ДНК (500 мкг) и ПЭИ (75 мкл 

исходного раствора 10 мг/мл) разбавляли 5 % глюко-

зой до 4 мл. Образование комплексов проводилось 

путем добавления раствора ДНК к ПЭИ по каплям 

перед инъекцией.

Пероральная вакцина
Бактериальная вакцина была получена на осно-

ве нового аттенуированного штамма (aroA, guaAB) 

Salmonella enterica serovar typhimurium – SS2017, куда 

путем электропорации вводили ДНК-вакцину. Бак-

терии, содержащие плазмиду с ДНК-вакциной, для 
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каждого антигена отбирали на среде с канамицином 

и хранили до применения. В ходе приготовления вак-

цины культуру вакцинального штамма разморажива-

ли, наращивали в присутствии канамицина в среде 

Terrific broth 18 ч при 37 °С с перемешиванием, после 

чего бактериальную суспензию отмывали физраство-

ром, концентрировали в 200 мкл, смешивали с рав-

ным объемом глицерола и помещали в желатиновую 

капсулу с охлаждением. Доза 109 КОЕ измерялась 

для каждого пациента методом серийных разведений 

и подсчета колоний.

Анализ минимальной остаточной болезни
Материалом для исследования является аспират 

КМ. Лейкоциты выделяют методом лизиса эритроци-

тов в RCLB буфере. РНК выделяли с помощью TRIzol 

(Invitrogen, США) согласно инструкции. Один микро-

грамм РНК отжигали с 200 нг рэндом-праймеров 

(Invitrogen, США) нагревом до 65 °C и охлаждением до 

4 °C. Синтез кДНК проводили в 20 мкл реакционной 

смеси с 0,5 мМ dNTP Mix, 1 мкл RNAsin (Promega) 

и 1 мкл SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Thermo 

Fisher Scientific). Мишенями для мониторинга оста-

точной (диссеминированной) болезни были гены 

Phox2B и TH. Количественную ПЦР в реальном вре-

мени выполняли в 20 мкл смеси с TaqMan Universal 

PCR Master Mix (Applied Biosystems, США) с добавле-

нием 5 мкл кДНК, 500 нг каждого праймера и 150 нг 

TM-пробы. Измерения и контроли ставили в трипле-

тах на приборе CFX96 (Bio-Rad, США). Расчет МОБ 

проводили по методу ΔСt относительно контрольного 

гена GUS. Положительным оценивался результат 

измерения с любым уровнем Phox2B и TH > 0,0002.

Иммунологическое исследование
Т-клеточный ответ измеряли по продукции 

интерферона гамма лимфоцитами при стимуляции 

пептидной библиотекой антигена методом ELISpot. 

Криосохраненные МНК ПК до и после вакцинации 

размораживали, помещали в культуру, стимулировали 

фитогемагглютинином (ФГА) (2 мкг/мл) в течение 

3 дней, после чего инкубировали в среде RPMI-1640 

(Gibco) с 10 % эмбриональной телячьей сыворот-

кой (Gibco) в присутствии 300 U/mL recombinant 

IL-2 (Ронколейкин, «НПК «БИОТЕХ», Россия) при 

37 °C, 5 % CO
2
 в течение недели. ELISpot выполня-

ли с использованием набора ELISpot Plus: Human 

IFN-γ (ALP) 237 (Mabtech). В 96-луночную плаш-

ку, покрытую связывающими антителами, вносили 

250 тыс. клеток и стимулировали 40 ч с пептидной 

библиотекой антигенов, белком PVXCP. ФГА или 

пептидную библиотеку цитомегаловируса (Mabtech) 

использовали для положительного контроля, среду 

антигена – для отрицательного. На 2-е сутки плашку 

отмывали, обрабатывали детектирующими антитела-

ми и конъюгатом ALP и субстратом BCIP/NBT для 

визуализации спотов. Подсчет спотов выполняли на 

аппарате AID iSpot Spectrum (AID GmbH) и обра-

батывали программой EliSpot Software Version 7.x. 

Трехкратный прирост количества спотов (интерферон 

гамма-продуцирующих Т-клеток) в поствакциналь-

ном образце клеток по сравнению с превакциналь-

ным расценивался как положительный ответ.

Антительный ответ измеряли методом иммуно-

ферментного анализа против белка PVXCP. Покры-

тые антигеном плашки инкубировали с разведенной 

сывороткой пациентов и после отмывки окрашивали 

HRP-меченными античеловеческими антителами 

(Thermo Fisher Scientific, Литва). После 1 ч инкубации 

плашку отмывали и обрабатывали раствором субстра-

та TMB. Абсорбция 450 нм фиксировалась на аппарате 

Clariostar (BMG, Германия). Трехкратное повышение 

титра антител в поствакцинальном образце клеток по 

сравнению с превакцинальным расценивалось как 

положительный ответ.

Результаты
Характеристика пациентов
Шесть больных были включены в исследование 

с 2019 по 2022 г. и получили как минимум 3 полных 

курса вакцинации, двое из них – дополнительно 

3 курса вакцинации. Клиническая характеристика 

пациентов, получивших вакцинацию, представлена 

в табл. 1.

Рис. 1. Детальная схема вакцинации и точки забора периферической крови для иммунологических тестов

Fig. 1. Detailed vaccination scheme and peripheral blood collection points for immunologic tests
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Безопасность и побочные эффекты
Побочные симптомы оценивали согласно Между-

народной шкале токсичности CTCAE v5.0. Комбини-

рованная вакцина была безопасна и хорошо перено-

силась пациентами. Локальная боль в месте инъекции 

в течение суток наблюдалась у половины больных. 

У пациента B1 наблюдалось повышение температуры 

до 37,5 °С после 2 введений. Побочных симптомов со 

стороны желудочно-кишечного тракта не было ни 

у одного из пациентов. Бактериологический анализ 

кала не выявил персистенции вакцинального штамма 

сальмонелл.

Иммунный ответ
Сыворотку и мононуклеарную фракцию клеток 

крови собирали у каждого пациента до, во время 

и после вакцинации в контрольных точках. Анализ 

продукции интерферона гамма при стимуляции лим-

фоцитов пептидной библиотекой антигена в тесте 

ELISpot выявил положительный иммунный ответ 

у 5/6 (83,3 %) пациентов как минимум в одной точ-

ке после вакцинации. У 1 больного (К3) увеличение 

количества реактивных лимфоцитов (спотов) не 

достигло 3-кратного критерия позитивности. Поло-

жительного ответа на все входящие в состав вакцин 

ОАА достигли 3/6 (50%) пациента (рис. 2).

Иммунный ответ в тесте ELISpot, выраженный 

в количестве спотов/млн лимфоцитов, составил 

8–242 (медиана – 40). Кратный прирост в тесте 

ELISpot до/после вакцинации варьировал в пределах 

1,4–16,3 (медиана – 4,4).

Попарное сравнение числа спотов до и после вак-

цинации для каждого антигена показало примерно 

одинаковую частоту и интенсивность ответа, досто-

верно для TH и Phox2B (рис. 3). Динамика иммунного 

ответа во времени показала сохранение положитель-

ного прежде ответа через месяц после последней вак-

цины для 5/8 (62 %) курсов вакцинации и снижение 

для 2/8 (25 %) курсов (табл. 2). Антительный иммун-

ный ответ был выявлен у 1 пациента S6 (рис. 4).

Клинический ответ
Для анализа результатов лечения мы сравнили 

данную группу пациентов с ретроспективной группой 

пациентов с НБ, имевших рецидив/прогрессию болез-

ни и получивших во 2-й линии терапии ПХТ, MIBG, 

ауто-ТГСК, но не получавших пациент-специфиче-

ской ДНК-вакцинации. Клиническая характеристика 

групп представлена в табл. 3.

Как представлено в табл. 3, достоверных различий 

между группами по полу, возрасту, стадии заболевания, 

N-MYC-статусу, типу терапии в 1-й линии отмечено не было.

Таблица 1. Клиническая характеристика пациентов, получивших вакцинацию

Table 1. Clinical characteristics of patients who received vaccination

Пациент
Patient 

TH/
PHOX2B 

Ста-
дия

Stage

Возраст
Age

Цитоге-
нетика 

опухоли
Tumor 

cytogenetics

Вид реци-
дива

Type of 
relapse

Лечение 2-й 
линии до вак-

цинации
2nd line 

treatment before 
vaccination

Ответ на 
терапию перед 
вакцинацией
Response to 

therapy before 
vaccination

МОБ до вак-
цинации TH/

PHOX2B
TH/PHOX2B
MRD before 
vaccination

МОБ через 1 мес 
после вакцина-

ции TH/PHOX2B
TH/PHOX2B 
MRD 1 month 

after vaccination

Антигены 
для вакци-

нации
Antigens for 
vaccination

В1* 4-я
10 лет 1 месяц

10 years 1 month

Без 

специ-

фических 

аббераций

Without 
specific 

aberrations

Генерали-

зованный

Generalized

2 N8 + 

2 ICE + 

MIBG + 

ауто-ТГСК

ЧО

Partial 
response

0 0

Phox2B, 

TH, 

PRAME

B2 4-я
6 лет 3 месяца

6 years 3 months
del 11q, 

Myc-N

Мяг-

котканный

Soft fabric

RIST + 

MIBG + 

гапло-ТГСК

ПО

Complete 
response

0 0

TH, 

PRAME, 

MAGEA3

K3 4-я
9 лет 7 месяцев

9 years 7 months
Myc-N, 

del 1p

Мяг-

котканный

Soft fabric

2 N8 + 2 ICE + 

ауто-ТГСК

ПО

Complete 
response

0 0

Phox2B, 

TH, 

Survivin

M4* 4-я
5 лет 6 месяцев

5 years 6 months

del 1p, 

del 11q, 

17 gain

Генерали-

зованный

Generalized

2 N8 + 2 ICE + 

ауто-ТГСК

ЧО

Partial 
response

0 0

Phox2B, 

TH, 

PRAME, 

Survivin

M5 4-я
9 лет 4 месяца

9 years 4 months
del 11q, 

17gain

Мяг-

котканный

Soft fabric

1 N8 + 

1 ICE + MIBG

ЧО

Partial 
response

0 0

Phox2B, 

TH, 

Survivin

S6 4-я

9 лет 11 месяцев

9 years 
11 months

Myc-N, 

del 11q

Генерали-

зованный

Generalized

RIST + 2 ICE + 

naxitamab (5)

ЧО

Partial 
response

0 0

Phox2B, 

TH, 

PRAME

Примечание. * – курсы вакцинации проведены дважды; N8, ICE – блоки ПХТ; RIST – противорецидивный протокол; MIBG – доза 12 мЗв; 
naxitamab –моноклональные анти-GD2-антитела; МОБ PHOX2B – МОБ, определяемая в КМ по экспресcии PHOX2B.

Note. * – vaccination courses were carried out twice; N8, ICE – polychemotherapy blocks; RIST – anti-relapse protocol; MIBG – dose 12 mSv; 

naxitamab – monoclonal anti-GD2 antibodies.
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Рис. 2. Иммунный ответ пациента М5: а – пример анализа ELISpot 

иммунного ответа после 3-го блока (представлены дуплеты); 

б – динамика иммунного ответа в 3 точках на все антигены (среднее, 

SD). * – достоверные различия (p < 0,05) между пре- и поствакциналь-

ным образцом (Mann–Whiney U-test)

Fig. 2. Immune response of patient M5: а – example of ELISpot analysis of 

the immune response after 3 blocks (duplicates are presented); б – dynamics 

of immune response at three points to all antigens (mean, SD). * – significant 

differences (p < 0.05) between pre- and post-vaccine sample (Mann–Whiney 

U-test)

а

б

Рис. 3. Динамика Т-клеточного иммунного ответа у всех пациентов. Данные представлены для наибольшего ответа на каждый из антигенов до 

и после соответствующего блока. * – достоверные различия (p < 0,05) между пре- и поствакцинальным образцом (Wilcoxon test)

Fig. 3. Dynamics of T-cell immune response in all patients. Data are presented for the highest response to each antigen before and after the respective block. 

* – significant differences (p < 0.05) between the pre- and post-vaccine sample (Wilcoxon test)

При сравнении бессобытийной выживаемости 

(БСВ) в данных 2 группах пациентов и кумулятив-

ной частоты развития рецидивов (КЧР) на 01.09.2022 

были получены следующие данные: n = 6, БСВ – 

80 ± 18 % против n = 17, БСВ – 29 ± 11 % (р = 0,03), 

КЧР n = 6, 0 рецидивов 0 ± 10 % против n = 17, 11 

рецидивов 64,7 ± 13 % (p = 0,013) (рис. 5).

Полученные результаты являются предваритель-

ными, группы сравнения не велики. Однако данные 

результаты говорят о том, что обсуждаемая терапев-

тическая опция хорошо переносима, не токсична 

и может быть использована как элемент ИТ при 

лечении пациентов с НБ группы высокого риска как 

в рецидиве заболевания, так и в 1-й линии лечения.

Обсуждение
Данное клиническое испытание является продол-

жением предшествующего исследования комбиниро-

ванной формы ДНК-вакцины для лечения лимфом 

[14]. Выбранная форма вакцинации включает комби-

нацию внутримышечного введения конъюгата плаз-

мидной ДНК с ПЭИ, которое сопровождалось бустом 

пероральной бактериальной вакцины. Плазмидные 

ДНК-вакцины обладают высокой безопасностью 

применения, но слабой иммуногенностью и сомни-

тельной эффективностью. ПЭИ является известным 

трансфецирующим реагентом, который обеспечи-

вает высокую эффективность трансфекции in vitro 

некоторых линий клеток. Конъюгат ДНК с ПЭИ 

позволяет улучшить проникновение ДНК в клетку, 

увеличить экспрессию антигена и, как следствие, 

иммуногенность ДНК-вакцин [7, 16–18].
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Таблица 2. Сравнительная интенсивность максимального иммунного ответа, выраженная в среднем количестве спотов/млн клеток

Table 2. Comparative intensity of maximal immune response expressed as mean number of spots/million cells

Пациент
Patient

Курс
Cours

До вакцинации
Before vaccination

1-й блок
1st block

2-й блок
2nd block

3-й блок
3nd block

Спустя месяц
A month later

В1
1-й

1st 12,50 40,00 47,50 30,00 30,00 1–10

В1
2-й

2nd 31,67 40,00 51,67 80,00 21,70 10–20

В2 20,81 39,46 52,59 25,38 17,38 20–30

К3 8,00 10,00 12,50 15,00 17,38 30–40

М4
1-й

1st 96,04 242,36 224,3 167,45 155,5 40–50

М4
2-й

2nd 60,83 74,00 85,00 175 130 50–60

М5 14,11 8,26 37,34 39,88 62,04 60–100

S6 16,73 40,25 60,00 63,33 60,00 > 100

Рис. 4. Антительный ответ у пациента S6 против общего вакциналь-

ного белка иммуностимулятора PVXCP

Fig. 4. Antibody response in patient S6 against the common vaccine 

immunostimulatory protein PVXCP

Рис. 5. Кривые Каплана–Майера для БСВ пациентов группы вакцина-

ции и контрольной группы

Fig. 5. Kaplan–Meier curves for event-free survival of patients in the 

vaccination group and control group

Ряд исследований показал способность атте-

нуированных бактерий, содержащих плазмидную 

ДНК-вакцину, ингибировать рост опухоли в мыши-

ных моделях [9, 19, 20]. Отдельные клинические 

испытания показали безопасность и иммуногенность 

бактериальных вакцин, как, например, применение 

anti-VEGFR-2 вакцины VXM01 у пациентов с раком 

поджелудочной железы [10, 21], однако недостаточ-

ную клиническую эффективность такой вакцины 

[22]. Наши доклинические исследования на мышиной 

модели НБ показали, что ДНК-ПЭИ конъюгат спосо-

бен замедлять рост опухоли, а бактериальная и ком-

бинированная вакцина – усиливать иммуногенность 

[12, 13]. На этом основании мы и применяли такой 

формат вакцинации, несмотря на недостаток клиниче-

ских данных по использованию ДНК и бактериальных 

вакцин для НБ.

Для развития противоопухолевого клеточного 

иммунного ответа достаточно одного ОАА. При раз-

работке испытания мы стремились таргетировать 

несколько антигенов на следующих основаниях. 

Опухоль бывает гетерогенна по экспрессии даже 

ключевых генов (белков), могут быть субпопуляции 

опухолевых клеток сильно или слабо экспрессирую-

щих каждый из них. Иммуноселекция и клональная 

эволюция опухоли может приводить к снижению экс-

прессии антигена, к которому есть иммунный ответ, 

что влечет иммунологическое избегание опухоли. Два 

антигена и более затрудняют избегание иммунного 

ответа. К некоторым антигенам возможна более выра-

женная центральная толерантность. Разные белки 

представляют собой больший набор возможных эпи-

топов MHC-I и MHC-II классов. Наконец, некоторые 

опухолевые антигены имеют ограниченную частоту 

встречаемости или мозаичную экспрессию. Также опи-

сана экспрессия известных опухолевых антигенов из 

семейства cancer-testis antigens в стволовых опухолевых 

клетках, присутствующих в минорном количестве.
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Таблица 3. Клиническая характеристика групп сравнения

Table 3. Clinical characteristics of the comparison groups

Показатель
Parameter

Контрольная 
группа

Control group

ДНК-вакцинация
DNA vaccination p

n % n %

Всего

Total
17 100,0 6 100,0

Пол

Gender

мальчики

boys
11 64,7 3 50,0

0,5257
девочки

girls
6 35,3 3 50,0

Возраст

Age

минимум

min
0,05 2,78

0,6523*
медиана

median
4,25 3,62

максимум

max
7,71 5,45

Стадия

Stage

2B 1 5,9 0 0,0 0,5435

3-я 4 23,5 0 0,0 0,1911

4-я 12 70,6 6 100,0 0,1331

Группа риска

Risk group

промежуточная

intermediate
2 11,8 0 0,0

0,3792
высокая

high
15 88,2 6 100,0

N-MYC-статус

N-MYC status

N-MYC+ 6 35,3 3 50,0
0,5257

N-MYC– 11 64,7 3 50,0

Протокол лечения 

в 1-й линии

1st line treatment 

protocol

NB2004 11 64,7 6 100,0 0,0905

nb 199902 4 23,5 0 0,0 0,1911

opec/ojec 2 11,8 0 0,0 0,3792

ауто-ТГСК в 1-й 

линии

auto-HSCT in the 

1st line

15 88,2 6 100,0 0,3792

Результаты вакцинации 6 пациентов показали 

хорошую переносимость и безопасность вакцина-

ции даже у детей младшего возраста, ослабленных 

длительным лечением. Наиболее распространенным 

осложнением была боль в месте инъекции в течение 

1–3 дней. В отдельных случаях после вакцинации 

наблюдались небольшое повышение температуры, 

недомогание или сонливость, которые проходили без 

лечения. Системных реакций более тяжелого уровня 

не было, как и осложнений со стороны желудоч-

но-кишечного тракта.

Применяемая схема вакцинации позволила 

достичь измеримой иммуногенности для большинства 

пациентов и всех антигенов. Т-клеточный иммунный 

ответ, определяемый в тесте ELISpot, оказался прева-

лирующим над антительным ответом, выявленным 

только у 1 пациента. Подобная закономерность уже 

описана для ДНК-вакцин [14] и не является суще-

ственным ограничением, так как все используемые 

ОАА являются внутриклеточными и не распознают-

ся антителами; однако такие результаты указывают 

на слабую экспрессию растворимого белка антигена 

трансфицированными в ходе вакцинации клетками.

Т-клеточный ответ можно количественно оце-

нить в сравнении с положительными контролями 

теста ELISpot. ФГА является сильным митогеном 

и неспецифическим поликлональным активатором 

Т-клеток и может служить только в качестве техни-

ческого контроля функциональной активности лим-

фоцитов и работоспособности самого теста. Более 

показательным является положительный контроль 

с пептидной библиотекой цитомегаловируса, к кото-

рому заведомо есть стабильный высокий иммунитет. 

Ответ на вирусные антигены требует презентации 

антигена Т-клеткам и отражает реальную интенсив-

ность Т-клеточного иммунитета. По нашим резуль-

татам, Т-клеточный иммунитет к ОАА антигенам 

в 10–30 раз ниже, чем к вирусным антигенам. С одной 

стороны, такой результат отражает объективную 

низкую иммуногенность или полную толерантность 

иммунной системы к ОАА в сравнении с вирусны-

ми антигенами. С другой стороны, иммуногенность 

может быть усилена с применением сильных адъю-

вантов.

В заключение следует сказать, что это исследова-

ние ДНК-вакцинации против НБ показало, что дан-

ная терапевтическая опция хорошо переносима, не 

токсична и может быть использована как элемент ИТ 

при лечении пациентов с НБ группы высокого риска 

как в рецидиве заболевания, так и в 1-й линии лече-

ния.
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