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(57) Реферат:
Изобретение относится к медицине, а именно к онкологии, и может быть

использовано для лечения метастатического рака у пациентов. Для этого
предварительно у пациента определяют процентное содержание Т-цитотоксических
лимфоцитов субпопуляции CD8 периферической крови с рецепторами
программированной клеточной смерти (PD-1) по отношению к общему числу
лимфоцитов указанной субпопуляции (содержание PD-1-позитивных Т-лимфоцитов).
Лечение осуществляют в три этапа. На первом этапе осуществляют проведение
комплексной процедуры, включающей воздействие на поверхность кожи пациента
импульсно-периодическим лазерным излучением и последующее введение в зону
указанного воздействия композиции, содержащей вирус Сендай, либо введение
рекомбинантного человеческого БТШ70 (Препарат-1 БТШ70). На втором этапе
повторно назначают указанные комплексные процедуры и дополнительно вводят
гибридный белок на основе рчБТШ70 и Fc-фрагмента человеческого
иммуноглобулина G (Препарат-2 БТШ70). На третьем этапе в зависимости от размера
опухоли, метаболической активности опухолевой ткани, содержания PD-1-
позитивных Т-лимфоцитов дополнительно пациенту назначают позитрон-
излучающий радионуклид, конъюгированный с опухоль-специфической субстанцией.
Изобретение обеспечивает лечение метастатического рака у пациента. 22 з.п. ф-лы, 22
табл., 8 пр.
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Изобретение относится к медицине, а именно к онкологии и иммунологии, точнее
к способам комбинированной терапии онкопатологии с использованием
биологических, лазерных и ядерных технологий, и может быть использовано для
лечения больных с распространенным и метастатическим раком, в частности раком
легкого, молочной железы, колоректальным раком, раком поджелудочной железы,
почки, простаты, раком яичников, матки, желудка и т.п.

В настоящее время метастатический рак по-прежнему остается во многих случаях
неизлечимым заболеванием. По официальной статистике, около трети жителей
России, болеющих раком, умирают в течение года после того, как им поставили
диагноз. Из этой трети 90% смертей связано с метастазированием опухолей. В целом
у больных с метастазами злокачественных новообразований медиана выживаемости
(время, к которому умирают 50% больных) составляет 147 дней [105].

Традиционные терапевтические схемы, основанные преимущественно на
комплексном применении химио- и радиотерапии, остаются малоэффективными,
особенно для больных с метастазами. В частности, в работах ряда исследователей
приводятся данные, свидетельствующие о том, что лечебный эффект от химиотерапии
проявляется у одного из четырех раковых больных; что химиотерапия практически не
дает выраженного положительного результата при лечении, например
плоскоклеточного рака легких или аденокарциномы поджелудочной железы; что
эффективность химиотерапии в 5-летней выживаемости стремится к нулю при раке
поджелудочной железы, яичников, мочевого пузыря, предстательной железы, почки,
желудка и т.д. С другой стороны, классические виды терапии обладают целым рядом
побочных эффектов, и, в первую очередь, выраженным иммунодепрессивным
эффектом. Это обусловлено, тем, что принцип лечебного действия как химио-, так и
радиотерапии, базируется на более высокой скорости развития опухолевой массы в
сравнении с регенерирующими клетками здоровых органов и тканей, однако на
практике химиопрепараты и облучение повреждают не только опухолевые клетки, но
и быстро обновляющиеся клетки пищеварительного тракта, костного мозга,
волосяных фолликулов и т.д., что может приводить к таким негативным последствиям
как алопеция, изъязвление слизистых оболочек и т.п. [99, 100]. Отмечается также
низкая эффективность классических методов терапии в плане предупреждения
прогрессирования онкологических заболеваний [106].

В этой связи, в современных условиях особую актуальность приобретает создание
оригинальных методов и средств, позволяющих повысить эффективность лечения
онкопатологии при сокращении побочных эффектов.

Примером оригинального пути решения проблем в сфере терапии рака может
служить способ позитронной терапии метаболически активного метастатического
рака [24, 127], примененный в эксперименте на моделях меланомы, рака груди, рака
толстой кишки. Предложенный способ предусматривает внутривенное введение
пациенту позитрон-излучающего радиофармпрепарата (далее по тексту - «П-РФП») в
качестве которого используют глюкозу, меченную 18F, или ее аналоги, в частности 2-
фтор-[18F]-2-дезокси-D-глюкозу (18F-ФДГ), в дозе более 15 мКи, но не более 10 Ки на
пациента.

18F-ФДГ традиционно применяется в качестве РФП для позитронной эмиссионной
томографии (далее по тексту - «ПЭТ») при исследовании опухолей различной
локализации [121, 122]. Использование 18F-ФДГ в качестве диагностического
средства основано на том, что при внутривенном введении указанный П-РФП
повторяет начальный этап метаболического пути глюкозы, проникая из сосудистого
русла в клетки, где фосфорилируется фосфокиназами с образованием 18F-дезокси-
глюкоза-6-фосфата, который не вступает в дальнейшие реакции и накапливается в
клетках [24]. Соответственно, терапевтическое действие 18F-ФДГ в рассматриваемом
способе-аналоге базируется на системной доставке радионуклида 18F как в
первичные очаги, так и в зоны регионарного метастазирования, и взаимодействии
испускаемых данным радионуклидом позитронов с окружающими тканями.
Предполагается, что позитроны способны вызывать гибель раковых клеток, реализуя
те же механизмы воздействия на живую клетку, что и электроны - повреждения
структуры и функций ДНК, грубые нарушения свойств белков, цитоплазмы,
ферментов, всех метаболических процессов, и, как следствие, индуцирование
некроза/апоптоза неопластических клеток [24].

Однако известный способ-аналог не обеспечивает достижения технического
результата заявленного способа. Учитывая, что 18F-ФДГ характеризуется низкой
специфичностью (физиологически накапливается в ткани головного мозга и
миокарде, а также в органах выделения) [24], использование в способе-аналоге доз
облучения (до 370000 МБк), значительно превышающих диагностические дозы (130-
550 МБк на пациента [122, 123]), существенно увеличивает вероятность развития
лучевых поражений активно-функционирующих органов и тканей. Негативное
влияние на эффективность лечения с использованием рассматриваемого способа-
аналога может оказывать также наличие в популяции клеток опухоли (у абсолютного
большинства опухолей) субпопуляции раковых стволовых клеток (далее по тексту -
«РСК»), обладающих максимальной степенью независимости от внешних сигналов,
мультипотентностью, самой высокой пролиферативной активностью среди всех
опухолевых клеток, способностью к бесконечному самообновлению и
восстановлению поврежденной ДНК. РСК чрезвычайно устойчивы ко всем известным
видам лечения, в том числе к радиотерапии, в частности за счет их экстремальной
устойчивости к апоптозу. Именно поэтому после, например, тяжелого ионизирующего
облучения РСК не погибают, а активизируют восстановление повреждений ДНК и
через какое-то время вновь приобретают способность к делению. Однако процесс
репарации ДНК может сопровождаться новыми мутациями, в результате чего РСК
становятся еще злокачественнее. Таким образом, субпопуляция РСК, которая
обеспечивает радиорезистентность опухоли, с большой вероятностью может служить
источником рецидива опухоли после облучения [123].

К числу наиболее перспективных направлений, где могут быть успешно
реализованы принципиально новые подходы к решению основных проблем лечения
онкопатологии, в настоящее время относят биотерапию, в частности иммунотерапию,
вирусную терапию и вакцинотерапию рака.

 



09.10.2018 ФИПС / IPS_Ru

http://www1.fips.ru/wps/portal/IPS_Ru#1539080481157 3/33

Примером подобного подхода, названного «прорывным» в иммунотерапии,
является применение моноклональных антител, блокирующих ключевые рецепторы,
отвечающие, в частности, за программируемую гибель клеток. Разработка препаратов
данной группы базировалась на том, что одной из стратегий ускользания рака от
надзора иммунной системы является использование «тормозных» механизмов,
которые в норме служат для контроля выраженности и длительности иммунного
ответа, что позволяет предотвратить развитие аутоиммунной агрессии и повреждение
собственных тканей. Это реализуется, в частности, благодаря существованию
«Иммунологических контрольных точек» (от англ. «Immunological checkpoints))) -
системы ингибиторных механизмов, которые регулируют активацию иммунного
ответа, препятствуя запуску аутоиммунных процессов (далее по тексту - «ИКТ»). При
прогрессии злокачественной опухоли ИКТ блокируют иммунную реакцию в
отношении опухолевых клеток. В ответ на попытку иммунокомпетентной клетки
уничтожить опухолевую клетку, последняя усиливает экспрессию находящихся на ее
поверхности молекул-лигандов, в результате чего при взаимодействии этих лигандов
с рецептором опухоль-специфического лимфоцита ингибирующие сигналы будут
преобладать над ко-стимулирующими и лимфоцит не будет атаковать опухолевую
клетку. Предотвращая таким образом активацию опухоль-специфических
лимфоцитов, опухоль приобретет устойчивость к действию иммунной системы [2,
112, 64,].

К наиболее изученным из ИКТ относятся белок CTLA-4, белок программируемой
клеточной гибели PD-1 (от англ. «Programmed cell Death 1») и белок Tim-3 (от англ.
«Т cell immunoglobulin and mucin-domain-containing molecule 3»). PD-1
экспрессируется на поверхности активированных эффекторных Т-лимфоцитов и
имеет два лиганда PD-L1 и PD-L2. Взаимодействие рецептора с лигандом на
поверхности антиген-презентирующих клеток или клеток-мишеней является
стимулом, угнетающим активность Т-лимфоцитов, вызывающим их апоптоз. Tim-3
экспресируется на поверхности активированных эффекторных Т-лимфоцитов,
преимущественно в сочетании с рецептором PD-1, и имеет четыре лиганда:
галектин-9 (Gal-9), HMGB-1 (амфотерин), фосфатидилсерин (PtdSer) и молекула
клеточной адгезии, относящаяся к карциноэмбриональному антигену-1 (Сеасат-1) [2,
72, 56, 49, 60].

В настоящее время известны способы иммунотерапии с применением препаратов
(моноклональных антител), блокирующих рецептор PD-1 (ниволюмаб /Opdivo®/,
пембролизумаб /Keytruda®/) или лиганд PD-L1 (атезолизумаб); рецептор CTLA-4
(ипилимумаб), у пациентов с метастатической меланомой, немелкоклеточным раком
легкого, раком почек и раком мочевого пузыря [2, 111, 112, 113, 114]. Указанные анти-
PD-1 и анти-PD-L1 моноклональные антитела вводят внутривенно курсами
продолжительностью до 6 мес.Эффективность лечения, оцениваемая, в частности, по
частоте объективных ответов, в зависимости от вида опухоли и конкретного
препарата варьировала в диапазоне 10,9-40,0%, при этом токсичность, как частота
нежелательных явлений всех степеней и частота нежелательных явлений 3-4 степени
(далее по тексту - «ЧНЯ3-4»), находилась в пределах 42-52 и 7,6-42,0%,
соответственно. Имеются сведения, что эффективность терапии возрастала с
повышением дозы препарата, однако при этом ЧНЯ3-4 превышала 50%. В частности,
имеются данные, что использование ипилимумаба в сочетании с ниволюмабом
обеспечивало частоту объективных ответов 40%, при этом ЧНЯ3-4 возрастала до
62%.

Использование блокаторов ИКТ не позволяет получить технический результат
заявленного изобретения по следующим причинам. Вмешательство в супрессорные
механизмы приводит к тому, что стимулированная иммунная система может атаковать
здоровые органы - кишечник, печень, легкие, почки, надпочечники, поджелудочную
железу, сердце и т.д., вызывая их аутоиммунные поражения. Предполагается, что этот
эффект связан с активацией синтеза противовоспалительного цитокина интерлейкина
10 (IL-10) [5, 7, 44].

В настоящее время считается признанным, что способность к индукции иммунного
ответа у опухолей различна и определяется их биологическими свойствами [117]. Это
является важным фактором, определяющим эффективность иммунотерапии, в том
числе основанной на применении ингибиторов ИКТ. Так, по результатам клинических
наблюдений установлено, что малоиммуногенные опухоли не отвечают на указанную
терапию [2]. Одной из причин неимунногенности может являться отсутствие или
низкий уровень экспрессии опухоль-ассоциированных антигенов опухолевыми
клетками, что определяется биологическими особенностями данных клеток [117]. В
этом случае активация реактивированных Т-клонов лимфоцитов в результате
введения рассматриваемых препаратов может приводить к еще большей стимуляции
аутоиммунной агрессии. Кроме того, вероятность высокого содержание Т-
лимфоцитов с пониженной функциональной активностью, которое может быть
обусловлено индивидуальным воздействием опухоли на иммунокомпетентные клетки,
будет негативно влиять на эффективность данной терапии. Также предполагается [2],
что каждый конкретный препарат подобного типа, основанный на нейтрализации
ингибирующего сигнала, передающегося через определенную ИКТ, может приводить
к реактивации противоопухолевого иммунного ответа только в случае, если
сигнальные каскады в данной ИКТ способны оказывать доминантный эффект в
неоплазии данного пациента.

И наконец, имеются сведения, что блокаторы PD-1 рецепторов могут вызывать
прогрессирование (гиперпрогрессию) опухолей [68, 69]. Это связывают с
компенсаторной активацией Tim-3 рецепторов на поверхности Т-лимфоцитов,
особенно субпопопуляции CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, которые наиболее эффективно
подавляют противоопухолевый иммунный ответ [70, 71].

Известно применение блокаторов ИКТ в сочетании с противовоспалительными
препаратами, такими как блокаторы фактора некроза опухоли (TNF), интерлейкина 1
(IL-1), кортикостероиды [9, 10, 11]. На основании результатов клинических
наблюдений авторами цитируемых источников информации сделан вывод, что
подобная сочетанная терапия препятствует развитию серьезных аутоиммунных
осложнений. Однако, по мнению авторов заявленного изобретения, введение
противовоспалительных препаратов полностью исключает (особенно в случае
неиммуногенных опухолей) или значимо снижает возможность достижения целевого
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е у о е о у оле ) л з а о с ае оз о ос дос е целе о о
противоопухолевого эффекта, что, соответственно, приводит к прогрессированию
онкозаболевания.

Известен способ терапии опухолевых заболеваний, в частности опухолей мозга и
меланомы, с применением рекомбинантного человеческого БТШ70 (далее по тексту -
«рчБТШ70»), полученного с использованием штамма-продуцента Е. coli ВВ,
трансформированного векторной плазмидой pMSHsp70 [3П]. Указанный препарат
БТШ70 вводят в виде раствора интратуморально в однократной суточной дозе 0,5 мг
белка. Лечение включает введение указанного препарата курсом из 5-8 инъекций с
интервалом 1-2 дня. Интратуморальное введение БТШ70 в модели внутричерепной
глиомы С6 у крыс приводило к замедлению роста опухоли, увеличению количества
CD8+ лимфоцитов, специфических к клеткам опухоли, и, как следствие, увеличению
продолжительности жизни животных. Технология внутриопухолевого введения
препарата очищенного рчБТШ70 была использована в ограниченном исследовании на
пациентах с опухолями мозга, которое показало безопасность технологии, ее
пригодность и эффективность для нейроонкологических больных.

Экспериментально установлено, что терапевтический эффект таргетного введения
экзогенного БТШ70 по способу-аналогу [3П] основывается на феномене
транслокации внутриклеточного шаперона под влиянием экзогенного очищенного
БТШ70. В рамках концепции противоопухолевого действия БТШ70, при введении в
опухоль экзогенный БТШ70 проникает внутрь опухолевых клеток и вытесняет
собственный эндогенный БТШ70 как на поверхность мембраны опухолевой клетки,
так и в микроокружение опухоли. Мембранно-связанный БТШ70, взаимодействуя с
рецептором CD94 на поверхности натуральных киллеров (NK-клеток), вызывает
активацию их цитолитической функции, что свидетельствует об активации
врожденного иммунного ответа. Внеклеточный БТШ70 в комплексе с опухолевыми
пептидами может связываться с антиген-презентирующими клетками (ДК) с
последующей презентацией опухолевых антигенов в комплексе с антигенами
главного комплекса гистосовместимости класса 1 (МНС-1) и развитием
специфического противоопухолевого иммунного ответа. Таким образом, опухолевые
клетки уничтожают либо NK-клетки, узнавая антигены, находящиеся на поверхности
опухоли, либо Т-лимфоциты по специфическому механизму (13, 124].

Однако указанный способ-аналог не позволяет получить технический результат,
достигаемый при реализации заявленного способа, так как набор опухолевых
антигенов, который выходит из раковых клеток с эндогенным БТШ70 представляет
небольшую часть от их общего репертуара, недостаточную для получения целевого
иммунного ответа. Клональная эволюция опухоли изменяет антигенный состав
опухоли и ее метастазов, что приводит к снижению эффективности иммунотерапии
рака (14, 15). Для ее повышения необходимо получить иммунную реакцию против
расширенного спектра опухолевых антигенов с учетом его гетерогенности в опухоли
и ее метастазах (50).

Известно применение белков теплового шока-70 (далее по тексту - «БТШ70»), в
частности рчБТШ70), и гибридных белков на основе БТШ70, обладающих
пролонгированным действием, для лечения рака, в частности меланомы в
эксперименте [124, 125]. Гибридный белок на основе БТШ70 содержит молекулу
БТШ70 и соединенный с ней Fc-фрагмент, идентичный нативному константному Fc-
фрагменту иммуноглобулина G человека (IgG), которые дополнительно сшиты
линкерным фрагментом (далее по тексту - «БТШ70-Fc»). Препараты БТШ70 и
БТШ70-Fc вводили интратуморально в дозе 50 мкг/мышь на 12-й, 14-й и 16-й дни
эксперимента. Установлено, что в группах животных, которым вводили указанные
препараты БТШ70, значительно уменьшился (по сравнению с контролем) рост
опухоли, увеличилось время выживания, снизилось количество случаев
метастазирования и среднее число метастазов на одно животное. При этом снижение
указанных показателей в группе мышей, получавших рчБТШ70-Fc, было существенно
выше, чем у животных, получавших БТШ70.

Известно применение БТШ70 и БТШ70-Fc, меченных радиоактивными изотопами
йода (1-123, 1-124, 1-125 или 1-131), для лечения рака, в частности меланомы в
эксперименте [4П, 5П]. Препараты БТШ70 и БТШ70-Fc, меченные радиоактивными
изотопами, были приготовлены путем йодирования в осадках тирозина и гистидина с
использованием гранул радиоактивного йода. Результаты исследований
биораспределения 123I-БТШ70 и 123I-БТШ70-Fc показали преимущественное
накопление 123I-БТШ70-Fc в опухоли (12-ти кратное превышение по сравнению с
накоплением другими исследуемыми органами). Двукратное внутривенное введение
131I-БТШР70 и 131I-БТШ70-Fc мышам двух групп (на 12 и 16 сут после введения
опухолевых клеток, в дозе 2×18,5 МБк, которая обеспечивала поступление 49 Гр в
опухоль) привело к значительному снижению роста опухоли, увеличению времени
выживания, уменьшению количества животных с метастазами, а также числа
метастазов на мышь. При этом эффективность применения меченных радиоактивным
йодом БТШ70 и БТШ70-Fc превышала эффективность немеченых БТШ70 и БТШ70-
Fc, а противоопухолевый эффект 131I-БТШ70-Fc был наиболее выражен в сравнении с
другими препаратами.

Лечение рака с использованием гибридных белков пролонгированного действия на
основе БТШ70 и Fc-фрагмента IgG позволяет получить более выраженный защитный
противоопухолевый иммунный эффект в сравнении с немодифицированным БТШ70.
Однако применение конъюгатов БТШ70 с радионуклидами сопряжено с относительно
высоким риском поражения здоровых органов и тканей (печень, почки, миокард,
головной мозг, мышцы) при неспецифическом накоплении в них этих конъюгатов.

Перспективным направлением биотерапии является вакцинотерапия,
базирующаяся на использовании отдельных антигенов или их комплексов, и
представляющая собой активную специфическую иммунотерапию, в основе которой
лежит стимуляция иммунного ответа пациента на собственную опухоль. В настоящее
время исследуются и проходят клинические испытания различные виды вакцин, в
частности вакцины на основе цельных опухолевых клеток (аутологичных или
аллогенных), пептидные вакцины, вакцины на основе ДК и т.п. Повышение
иммуногенности вакцин может достигаться использованием адъювантов -
компонентов или факторов, стимулирующих иммунный ответ на антиген и (или)
модулирующих желательные иммунные реакции. Адъюванты могут быть

 



09.10.2018 ФИПС / IPS_Ru

http://www1.fips.ru/wps/portal/IPS_Ru#1539080481157 5/33

непосредственно включены в состав вакцин, например вакцины на основе БТШ,
вакцины на основе вирус-модифицированных опухолевых клеток и т.п.Адъюванты
также могут представлять собой различного рода факторы, воздействующие на
организм пациента в сочетании с введением вакцин, например лазерное облучение,
дооперационная стимуляция организма пациента ВБН и т.п. Большинство подходов к
созданию противоопухолевых вакцин направлено на предотвращение
рецидивирования и метастизирования новообразований после их хирургического
удаления, химио- или лучевой терапии [199, 44; 100; 101].

Так, известен способ лазерной вакцинации больных с метастатическими формами
рака [122]. Согласно указанному способу-аналогу лазерную вакцинотерапию
проводят после выполнения условно-радикальной хирургической операции. При
этом, предварительно полученную из биопсийного материала культуру опухолевых
клеток, инактивированную гамма-лучами, или лизат опухолевых клеток
модифицируют излучением углекислотного лазера (CO2-лазера) или обработкой
широкоапертурными импульсными электронными пучками (далее по тексту -
«модифицированная излучением вакцина»). Воздействуют на 4-6 участков кожи
спины пациента диаметром 5-15 мм излучением лазера на парах меди с длиной волны
510,6 и 578 нм при плотности мощности свыше 3 Вт/см2, длительности импульсов
10-20 нс и частоте следования импульсов 5-15 кГц или излучением инфракрасного
лазера с длиной волны 830 нм при плотности мощности 1,5-15 Вт/см2. Через 24-48 ч
после облучения в каждую из зон образования клеточного инфильтрата вводят
внутрикожно модифицированную излучением вакцину (в суммарной дозе 3×106

клеток, содержащейся в 1 мл физиологического раствора). Процедуры лазерной
вакцинации проводят один раз в неделю. Курс лечения 10-15 процедур. Применение у
42 больных модифицированной излучением вакцины с антигенами из операционного
материала IV стадии показало отсутствие признаков прогрессирования заболевания в
течение одного года у 62% больных (в группе сравнения, где применяли вакцину на
основе ДК, стимулированных аутоантигенами из лизатов опухолей, - в 71% случаев),
а также увеличение продолжительности жизни в 1,6 раза (по сравнению с группой
сравнения), что сопровождалось развитием специфического Т-клеточного иммунного
ответа.

Способ-аналог [122] основан на активации противоопухолевого иммунного ответа
вследствие мобилизации эндогенных БТШ70 из клеток кожи под воздействием
высокоинтенсивного импульсного лазерного излучения, активации ДК, миграции их в
зону облучения (с повышенным содержанием БТШ) и захвате ДК введенных в зону
клеточного инфильтрата аутологичных опухолевых антигенов с повышенной
иммуногенностью с последующим представлением их иммунокомпетентным клеткам.

Невозможность достижения заявленного технического результата при реализации
способа-аналога [122] обусловлена следующим. В рассматриваемом способе
используется аутологичная вакцина, характерной особенностью которой является ее
идентичность клеткам опухоли с соответствующими структурами, активирующими
клеточный иммунный ответ. Присутствующий в такой вакцине широкий спектр
опухолевых антигенов определяет возможность их использования при
соответствующей опухоли без оценки экспрессии отдельных антигенных
детерминант. Однако вакцина данного вида представляет собой живые аутологичные
опухолевые клетки, пролиферативные способности которых ограничены гамма-
излучением, либо лизирванные (многократным повтором процедур замораживания-
размораживания) клетки. Подобное воздействие может изменять структуру и свойства
опухолевых антигенов и, соответственно, снижать эффективность вакцины.

Вследствие фенотипической гетерогенности опухолевых клеток, а также их
антигенной изменчивости, обусловленной клональной эволюцией опухоли,
направленной, в первую очередь, на уничтожение клонов с более выраженной
иммуногенностью и дальнейшее усиление злокачественности, антигенный профиль
опухолевых клеток, полученных из разных мест (основная опухоль, метастазы,
лимфоузлы), может существенно различаться. В этой связи, ограниченный набор
опухолевых антигенов, представленный в конкретной аутологичной вакцине, будет
составлять только незначительную часть от общего антигенного репертуара опухоли
и ее метастазов, что в ряде случаев может оказаться недостаточным для получения
выраженного продолжительного целевого иммунного ответа, несмотря на
повышенную (с помощью лазерного воздействия) иммуногенность собственных
опухолевых клеток [14, 15, 100]. Кроме того, высказано предположение [125], что
часть опухолевых антигенов, из числа содержащихся в приготовленной вакцине,
может быть представлена в контексте собственных МНС-антигенов, не имеющих
отношения к цели вакцинации, при этом не исключается возможность их
отрицательного воздействия на формирование специфического иммунного ответа.
Все это обусловливает относительно низкую эффективность известного способа-
аналога.

В настоящее время к числу ведущих направлений биотерапии относят терапию с
использованием онколитических вирусов, которые способны вызывать
специфическую гибель именно злокачественных, но не нормальных клеток (далее по
тексту - «виротерапия рака»). Специфическое разрушение злокачественных клеток
обусловлено способностью онколитического вируса к избирательной репликации в
этих клетках и способностью воздействовать на регуляторные системы организма,
ответственные за активацию противоопухолевого иммунного ответа [107].
Многопрофильность влияния вируса на клеточные процессы значимо снижает
вероятность резистентности [104]. Несомненный интерес в плане клинического
применения представляют непатогенные для человека, но обладающие высоким
онколитическим потенциалом вакцинные штаммы парамиксовирусов
(Paramyxoviridae) (далее по тексту - «ПМВ»), в частности вируса Сендай (вирус
парагриппа мышей 1 типа или гемагглютинирующий японский вирус) (далее по
тексту также - «СеВ»), вируса болезни Ньюкасла (далее по тексту - «ВБН»), вируса
кори [103]. Виротерапию рака применяют на поздних стадиях онкологического
процесса, когда возможности специализированного лечения ограничены или
исчерпаны, а также для предотвращения развития метастазов и рецидивов.

В настоящее время установлено, что онколитическое действие ПМВ, в частности
СеВ и ВБН, может реализоваться по нескольким потенциальным механизмам. При

й
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этом степень онколитического действия и запуск того или иного механизма зависят от
ряда факторов.

Первый механизм разрушения опухолевых клеток - ПМВ могут оказывать прямое
цитолитическое действие, возникающее в результате репликации вирусов в
малигнизированных клетках. Это осуществляется за счет: продуцирования
неопластическими клетками гликопротеинов, которые могут служить рецепторами
для ПМВ; частых генетических дефектов раковых клеток в системе интерферонового
и апоптозного ответов, которые создают режим благоприятствования репликации
вирусов; образования многоядерных клеточных конгломератов (сцинтиев) из
злокачественных клеток, что лишает клетки возможности делиться, обрекая их на
коллективную гибель, а также позволяет вирусу ускользать от нейтрализующего
воздействия антител. Указанные цитопатологические изменения (патология ядра и
цитоплазмы), как правило, не совместимы с дальнейшим существованием этой клетки
и, в конечном итоге, приводят к ее гибели.

Второй механизм - иммуномодулирующее действие ПМВ, которое заключается в
их способности активировать Т-клеточное звено иммунитета, неспецифически
индуцировать естественные защитные силы организма, изменять антигенные и
иммуногенные характеристики опухолевых клеток, стимулировать синтез
интерферонов (далее по тексту - «ИФН»), в частности ИФН-альфа и ИФН-гамма, в
лейкоцитах периферической крови человека; стимулировать продукцию других
цитокинов (TNF), что, в свою очередь, ведет к активации NK, макрофагов,
сенсибилизированных Т-лимфоцитов, антигенпредставляющих ДК, а также подавлять
опосредованную Т-лимфоцитами регуляторную иммуносупрессию путем секреции
интерлейкина 6 (IL-6) зрелыми ДК [43, 104; 119].

Известно применение ВБН в комплексной терапии рака (химио- и лучевой
терапии) у больных с диссеминированными солидными опухолями, в частности у
пациентов с меланомой кожи, раком молочной железы, раком толстой кишки, раком
шейки матки, раком яичников, с увеальной меланомой [119, С. 53-64]. Применяемый
препарат ВБН изготавливали из живого вируса апатогенного штамма La Sota,
выращиваемого в свободных от патогенной микрофлоры куриных эмбрионах,
который очищали центрифугированнием. Препарат ВБН вводили пациентам в дозе (1-
5)×107 под/внутрикожно в сочетании с человеческим рекомбинантным
гранулоцитарным колониестимулирующим фактором (Г-КСФ) раз в неделю в течение
4-х недель, начиная с 4-й по 8-ю недели после операции. В последующем курс
продолжали аналогичными инъекциями раз в две недели в течение одного года, далее
инъекции делали с возрастающим до трех мес.интервалом на протяжении 2,5 лет. При
проведении комплексного лечения с включением курсов адъювантной химиотерапии
и по показаниям лучевой терапии в течение 6 мес. Препарат ВБН получили 67
больных - до 16 внутрикожных введений при 6-ти месячном курсе лечения.

Эффективность лечения (по шкале RECIST) с использованием ВБН в комплексной
терапии охарактеризована следующим образом: полный ответ - у 28,3% больных (при
средней продолжительности эффекта 11 мес.); частичный ответ - у 26,8% больных
(средняя продолжительность эффекта 11,7 мес.); стабилизация процесса - у 23,8%
больных (средняя продолжительность эффекта 14 мес.); прогрессирование процесса -
у 20,8% больных.

В качестве побочных эффектов лечения было зафиксировано следующее:
лихорадка I и II степени наблюдалась практически у всех больных, сопровождалась
кратковременным ухудшением самочувствия, не требовала какого-либо лечения и в
течение суток самостоятельно купировалась. Локальные кожные реакции в месте
введения вакцины, как при первичном, так и при повторных ее введениях; гиперемия
и локальный отек в месте введения стихали в течение нескольких дней после
вакцинации и не требовали дополнительного лечения. По мнению авторов
рассматриваемого способа-аналога, подобные симптомы, как правило, традиционно
наблюдаются при вакцинации разных типов. Возможные побочные эффекты при
повторных вакцинациях (через 4-5 суток после вакцинации), которые могут
проявляться вследствие выработки специфических антител (лихорадка, озноб,
ощущение жара, кожной сыпи и т.п.), ни в одном из случаев зарегистрированы не
были [119, С. 53-64].

Достижение терапевтического эффекта способа-аналога [119, С. 53-64; 2 X1]
базируется на основных механизмах разрушения опухолевых клеток -прямом
цитопатическом действии на опухолевые клетки в процессе вирусной репликации и
индукции противоопухолевого звена иммунитета. Однако результаты клинических
наблюдений авторов заявленного способа показали, что только приблизительно у 40%
пациентов в системе in vitro определяется чувствительность опухолевых клеток к
ВБН, что свидетельствует об относительно низкой вероятности запуска
цитопатической составляющей. Вероятность высокого содержания лимфоцитов с
пониженной функциональной активностью, что может быть обусловлено
индивидуальными особенностями опухоли может препятствовать реализации
иммунной составляющей ВБН. Кроме того, в условиях системного введения ВБН не
исключается вероятность нейтрализации вируса клетками-эффекторами врожденного
иммунитета (NK-клетками, макрофагами, полиморфноядерными лимфоцитами), что
препятствует целевой доставке вирусных частиц и не позволяет обеспечить
присутствие этих частиц в зонах опухолевых очагов в количестве, необходимом и
достаточном для запуска цитопатической и иммунной составляющих
вирусспецифических механизмов гибели раковых клеток и, соответственно, развития
выраженного целевого противоопухолевого эффекта. Все это оказывает негативное
влияние на возможность получения положительного результата лечения.

Известно применение вирусов в сочетании с ингибиторами блокирующих
противоопухолевый иммунный ответ PD-1 и Tim-3 рецепторов ИКТ (25, 26; 27),
лучевой терапией (28; 29) и бактериальными ЛПС (30; 31). Однако имеются сведения,
что при сочетании онколитической виротерапии с ЛПС в 40% случаев у животных
возникают летальные осложнения -септический шок, развивается «цитокиновая буря»
из-за многократного повышения уровня воспалительных цитокинов ИЛ-6 и TNF (31).
Это препятствует внедрению данного метода в практическую медицину.

Известно применение аутологичной, облученной и модифицированной ВБН
вакцины на основе лизата или культуры опухолевых клеток (далее по тексту - «ВБН-
вакцина») в комплексной терапии рака (химио- и лучевая терапия) у пациентов с
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меланомой кожи, меланомой влагалища, увеальной меланомой, раком молочной
железы, раком толстой кишки, раком яичников [119, С. 53-64; 101]. Для
приготовления ВБН-вакцины использовали опухолевые клетки, выделенные
непосредственно в ходе удаления опухоли, или перевиваемые опухолевые линии,
полученные из операционного или биопсийного материала, инактивированные гамма-
излучением, замороженные в жидком азоте и обработанные ВБН (10-100 ID50 вируса
на клетку опухоли) перед введением пациентам. ВБН-вакцину вводили пациентам в
дозе (1-5)×107 под/внутрикожно в сочетании с Г-КСФ раз в неделю в течение 4-х
недель, начиная с 4-й по 8-ю недели после операции. В последующем курс
продолжали аналогичными инъекциями раз в две недели в течение одного года, далее
инъекции делали с возрастающим до трех мес.интервалом на протяжении 2,5 лет. При
проведении комплексного лечения с включением курсов адъювантной химиотерапии
и по показаниям лучевой терапии в течение 6 мес. ВБН-вакцину получили 36
больных - от 8 до 16 внутрикожных инъекций при 6-ти месячном курсе лечения.

Эффективность лечения (по шкале RECIST) с использованием ВБН-вакцины в
комплексной терапии охарактеризована следующим образом: полный ответ - у 19,4%
больных (при средней продолжительности эффекта 11 мес.); частичный ответ - у
36,1% больных (средняя продолжительность эффекта 11,7 мес.); стабилизация
процесса - у 36,1% больных (средняя продолжительность эффекта 12,7 мес.);
прогрессирование процесса - у 8,3% больных. Полученные результаты исследований
свидетельствовали о более выраженном противоопухолевом эффекте при
использовании ВБН-вакцин в сравнении с ВБН в чистом виде в комплексной терапии
рака. Побочные эффекты лечения были аналогичны описанным выше для способа-
аналога, касающегося применения препарата ВБН в чистом виде [119. С. 53-64].

Невозможность получения заявленного технического результата с помощью
способа-аналога [119, С. 53-64; 101] вызвана следующими причинами. Вследствие
гетерогенности антигенного состава опухоли и ее метастазов, а также его изменений,
обусловленных клональной эволюцией опухоли, и связанных, в первую очередь, с
уничтожением клонов с более выраженной иммуногенностью и дальнейшим
усилением злокачественности, антигенный профиль опухолевых клеток, полученных
из разных мест (основная опухоль, метастазы, лимфоузлы), может существенно
различаться. В этой связи, ограниченный набор из общего репертуара опухолевых
антигенов, представленный в лизате или культуре аутологичных опухолевых клеток,
инактивированных гамма-излучением, в ряде случаев оказывается недостаточным для
получения выраженного продолжительного целевого иммунного ответа [14, 15, 100].
Повышение иммуногенности собственных опухолевых клеток с помощью вирусной
модификации [119, С. 53-64; 101] не всегда является достаточной.

Известен способ лечения онкологических заболеваний, в частности рака молочной
железы, включающий применение ВБН и аутологичной вакцины, представляющей
собой сочетание белков теплового шока (БТШ) в комплексе с опухолевыми
антигенами, выделенными из опухолевой ткани пациента (далее по тексту - «БТШ-
вакцина») [132; 119, С. 99-107]. Применяемый препарат ВБН изготавливали из
живого вируса апатогенного штамма La Sota, выращиваемого в свободных от
патогенной микрофлоры куриных эмбрионах, который очищали центрифугированием.
Указанный способ-аналог включал следующие этапы. Перед операцией (на этапе
неоадъювантной терапии) производили инъекции препарата ВБН в дозе 1×109

внутрикожно (4-6 инъекций) в область передней брюшной стенки с интервалом 7-10
дней. Осуществляли хирургическое лечение. Получали БТШ-вакцину, используя
обогащенную фракцию БТШ, выделенную из опухолевой ткани пациента до операции
(БТШ70-, БТШ90- и БТШ96-пептидные комплексы). Затем проводили курс лечебной
вакцинотерапии: БТШ-вакцину начинали вводить спустя двое суток после операции и
повторяли с интервалами 7-10 дней в течение 4-6 мес. (8-10 раз) - амбулаторно.

Эффективность применения БТШ-вакцины оценивали по повышению уровня Т-
цитотоксических лимфоцитов субпопуляции CD8 (CD3+CD8+), которое
свидетельствовало о формировании специфического противоопухолевого
иммунитета. Стимуляция специфического иммунного ответа получена в 7 случаях из
8. [119, С. 99-107].

В качестве побочных эффектов лечения отмечены следующие. При введении ВБН и
БТШ-вакцины подкожно имела место умеренная болезненность, не требующая
какого-либо лечения, припухлость в месте инъекции (местная реакция), повышение
температуры, ухудшение общего самочувствия, озноб. Повышение температуры тела
пациента до 38°C непосредственно после вакцинации (ревакцинации) считалось
показателем адекватной реакции на вакцину и не требовало медикаментозного
снижения температуры. При повышении температуры тела выше 38°C и в
зависимости от самочувствия пациента предусмотрена симптоматическая
медикаментозная коррекция.

Создание противоопухолевых вакцин на базе БТШ основано на способности БТШ
связывать пептиды опухолевой клетки и фактически нести антигенный набор тех
клеток, из которых они получены. Исследования показали, что клеточные БТШ, такие
как БТШ70, БТШ90, БТШ96, в клетке связаны с целым спектром пептидов, включая
опухоль-специфические. При извлечении комплексов БТШ-пептид из опухолевой
клетки, они будут нести часть индивидуального специфического набора опухоли и
при введении их назад пациенту будут формировать специфический иммунитет
против того вида опухоли, из которых эти комплексы были выделены. По мнению
авторов рассматриваемого способа-аналога [132; 119, С. 99-107], эффективность
лечения обусловлена формированием специфического противоопухолевого
иммунного ответа широкого спектра действия за счет обогащенной БТШ аутовакцины
и дополнительной стимуляции неспецифического иммунитета в сочетании с
усилением цитолитической активности за счет адъюванта (ВБН). Кроме того
дооперационная стимуляция организма пациента ВБН способствует повышению
экспрессии БТШ в опухоли, что повышает их уровень, обеспечивая тем самым
возможность получения большего количества комплексов БТШ-опухолевый пептид из
того же количества опухолевой ткани.

Однако способ-аналог [132; 119 С. 99-107] не позволяет получить технический
результат, обеспечиваемый предложенным способом. Несмотря на то, что
обогащенная БТШ аутовакцина повышает иммуногенность представляемых
иммунной системе опухолевых антигенов ограниченный набор последних
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иммунной системе опухолевых антигенов, ограниченный набор последних,
представленный в данной аутовакцине, может оказаться недостаточным (по
причинам, изложенным выше при критике способа-аналога 128) для получения
выраженного продолжительного целевого иммунного ответа опухолевых клеток [14,
15, 100]. Относительно низкая вероятность запуска цитопатической составляющей
вирусспецифических механизмов гибели опухолевых клеток, как это было отмечено
при критике способа-аналога [119, С. 53-64; 2 X1], а также вероятность высокого
содержания лимфоцитов с пониженной функциональной активностью,
препятствующего запуску иммунной составляющей ВБН, снижают вероятность
получения выраженного целевого противоопухолевого эффекта. Не исключается
также возможность инактивации вируса противовирусными антителами. Все это
значимо снижает эффективность терапии с использованием указанного способа-
аналога.

Наиболее близким к заявленному способу является способ лечения онкологических
заболеваний с использованием фармацевтической композиции на основе
онколитического вируса Сендай [7П]. Вакцинная композиция по данному
изобретению содержит СеВ и фармацевтически приемлемый носитель (например,
физиологический раствор), причем в одном варианте композиции используют
изолированный, нативный, биологически активный штамм СеВ (Сендай-Москва),
депонированный в американской коллекции клеточных культур АТСС под номером
РТА-13024, а в другом варианте - генетически сконструированный, биологически
активный штамм СеВ, сделанный на основе вирусного материала, депонированного
как это указано выше. СеВ может быть размножен в куриных эмбрионах либо
адаптирован к размножению в клеточной культуре. Предпочтительным является
введение живого вируса, возможно также введение вируса, предварительно
инактивированного при помощи ультрафиолетового излучения. Вирусный материал
собирается из аллантоисной жидкости или из клеточной среды и вводится в
композицию в форме суспензии в аллантоисной жидкости либо лиофилизированным.
Оба указанных выше варианта композиции могут дополнительно содержать:
инактивированные радиацией клетки, полученные дисперсией из опухолевого
материала больного либо из иммуногенных опухолевых клеточных линий; клетки
куриных эмбрионов или инактивированные радиацией клетки в комбинации с
клетками куриных эмбрионов. Указанную вакцинную композицию (какого-либо из
указанных вариантов) вводят пациенту (предпочтительно внутрь опухоли или
внутрикожно, подкожно, внутримышечно и т.п.) в эффективном количестве.
Вакцинный материал вводят небольшими дозами в 10 точек кожи по 100 мкл. При
введении лиофилизированного препарата вируса титр вируса составляет от 6 до 7, а
при введении нативного (нелиофилизированного) варианта - от 7 до 8 эмбриональной
инфекционной дозы 50% (ЭИД 50%) на мл. Курс иммунотерапии включает 12
инъекций вакцинной композиции, причем инъекции производят с интервалом 7-10
дней. Указанный курс повторяют каждые 2-3 года. Применение рассматриваемой
группы изобретений обеспечивает: после радикальных операций - выживание без
признаков онкозаболеваний в 92% случаев (у 11 из 12 пациентов), после
туморредуктивных операций - выживание без признаков прогрессии заболевания - в
27% случаев (у 4 из 5 пациентов).

Способ-прототип [133] основан на использовании специфических онколитических
свойств вируса Сендай. Однако рассматриваемый способ не позволяет обеспечить
достижение технического результата заявленного изобретения по следующим
причинам. С одной стороны, ему присущи все слабые стороны аутовакцин
(изложенные выше), обусловленные тем, что результат зависит от индивидуальных
особенностей противоопухолевого иммунитета, формирующегося под влиянием
опухоли, которая, в свою очередь, характеризуется не только множественностью
антигенов, но и повышенной мутационной активностью с дальнейшим усилением
признаков злокачественности [117, 14, 15]. Кроме того, необходимость использования
в ходе приготовления вакцин инактивированных радиацией культур собственных
раковых клеток уменьшает возможности применения способа из-за сложности
получения этих культур. С другой стороны, при реализации заявленного способа
имеет место ряд негативных эффектов, специфических для вирусной монотерапин.
Так, не исключается вероятность инактивации вируса адаптивными
противовирусными антителами (исходно существующими за счет ранее имевшего
место контакта пациента с вирусом парагриппа или образованными за счет
противовирусного гуморального иммунного ответа), а также нейтрализации
клетками-эффекторами врожденного иммунитета (NK-клетки, макрофаги,
полиморфноядерные лимфоциты). В результате этого снижается вероятность
доставки вирусных частиц в патологические очаги в количестве, необходимом и
достаточном для запуска и стабильного функционирования цитопатической и
иммунной составляющих вирусспецифических механизмов гибели раковых клеток.
Высокое содержание лимфоцитов с пониженной функциональной активностью,
которое может быть обусловлено индивидуальными особенностями опухоли, может
препятствовать реализации иммунной составляющей вируса Сендай. Не исключается
возможность гиперстимуляции противоопухолевого иммунного ответа и развития
аутоиммунных реакций. Все это препятствует получению выраженного
специфического противоопухолевого ответа, что, в свою очередь, обусловливает
относительно низкую эффективность способа-прототипа.

Таким образом, из уровня техники следует, что основной проблемой виротерапии
является относительно низкая эффективность лечения при относительно высокой
вероятности возникновения непрогнозируемых побочных эффектов. К числу проблем
в этой сфере относятся также возможность развития противовирусного иммунного
ответа и, как следствие, необходимость разработки более эффективных методов
адресной доставки вируса в опухолевые очаги [5,2,1].

Решение технической проблемы в рамках изобретения достигается созданием
персонализированного способа терапии онкологических заболеваний под контролем
изменений индивидуальных показателей пациента в ходе лечения, обеспечивающего
повышение эффективности лечения при снижении риска возникновения побочных
эффектов.

Техническим результатом является обеспечение направленного синергического
воздействия на биомишени, отражающие функциональную состоятельность Т-
цитотоксических лимфоцитов периферической крови пациента в условиях активной
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цитотоксических лимфоцитов периферической крови пациента, в условиях активной
адресной доставки обладающего индивидуальной онколитической активностью
вируса, как в первичный, так и во вторичные опухолевые очаги различной
локализации, обусловливающего запуск цитопатической и иммунной составляющих
вирусспецифических механизмов гибели раковых клеток и их стабильное сочетанное
функционирование при различных индивидуально-вариабельных сценариях как
реагирования опухолевых клеток, так и противоопухолевого иммунного ответа.

Технический результат достигается тем, что в способе терапии онкологических
заболеваний, включающем введение пациенту композиции, содержащей вирус Сендай
и фармацевтически приемлемый носитель, согласно изобретению, лечение включает
три этапа, при этом предварительно определяют у пациента размер опухоли и
метаболическую активность опухолевой ткани (далее по тексту - «морфо-
функциональные показатели опухоли»), определяют в биологическом образце
пациента процентное содержание Т-цитотоксических лимфоцитов субпопуляции CD8
периферической крови с рецепторами программированной клеточной смерти (PD-1)
по отношению к общему числу лимфоцитов указанной субпопуляции (далее по тексту
- «содержание PD-1-позитивных Т-лимфоцитов», «содержание CD3+CD8+PD-l+»).
При содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов 40% и менее на первом этапе
лечения воздействуют на поверхность кожи пациента импульсно-периодическим
лазерным излучением при плотности мощности 0,5-5,0 Вт/см2, длительности
импульсов 10-12 нс и частоте следования импульсов 5-20 кГц, а после завершения
лазерного воздействия пациенту вводят композицию, содержащую вирус Сендай,
внутрикожно в зону данного воздействия. Повторяют указанную процедуру (далее по
тексту - «комплексная процедура») на 8-е сутки и через 4-5 суток после проведения
второй комплексной процедуры считают первый этап лечения завершенным.

При содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40% пациенту на первом
этапе лечения вводят препарат БТШ70 в течение семи суток.

Через 1-2 суток после завершения первого этапа лечения повторно определяют
содержание PD-1-позитивных Т-лимфоцитов и при его значении 40% и менее
пациенту на втором этапе лечения проводят комплексные процедуры в течение
последующих четырех недель при кратности их проведения один раз в неделю.

При значении указанного показателя более 40% дополнительно определяют в
цитологических препаратах, полученных из биологического образца пациента,
суммарное процентное содержание опухолевых клеток, имеющих вирус-
индуцированные цитопатологические изменения, специфические для вируса Сендай,
по отношению к общему количеству опухолевых клеток (далее по тексту -
«содержание специфически измененных опухолевых клеток»).

При содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40% и содержании
специфически измененных опухолевых клеток более 20% пациенту на втором этапе
лечения назначают терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры и
введение препарата БТШ70, и проводят терапию по указанной схеме в течение
последующих четырех недель, причем кратность проведения комплексных процедур
составляет один раз в неделю, а препарат БТШ70 вводят после каждой из данных
процедур.

При содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40% и при содержании
специфически измененных опухолевых клеток менее 6% пациенту на втором этапе
лечения вводят препарат БТШ70 в течение последующих четырех недель.

Через 1-2 суток после завершения второго этапа лечения у пациента повторно
определяют морфо-функциональные показатели опухоли и оценивают их
количественное изменение в процентах по отношению к исходным показателям с
учетом их направленности (далее по тексту, соответственно, - «уменьшение морфо-
функциональных показателей», «увеличение морфо-функциональных показателей»), а
также содержание PD-1-позитивных Т-лимфоцитов. При уменьшении размера
опухоли более чем на 20% и метаболической активности опухолевой ткани более чем
на 30% и при содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов 40% и менее пациенту на
третьем этапе лечения проводят комплексные процедуры в течение последующих
шести недель при кратности их проведения один раз в неделю.

При уменьшении размера опухоли более чем на 20% и метаболической активности
опухолевой ткани более чем на 30% и при содержании PD-1-позитивных Т-
лимфоцитов более 40% пациенту на третьем этапе лечения назначают
терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры и введение препарата
БТШ70, и проводят терапию по указанной схеме в течение последующих шести
недель, при этом кратность проведения комплексных процедур составляет один раз в
неделю, а препарат БТШ70 вводят после каждой из данных процедур.

При уменьшении хотя бы одного из морфо-функциональных показателей,
соответственно, размера опухоли - на 20% и менее, метаболической активности
опухолевой ткани - на 30% и менее или их увеличении и при содержании PD-1-
позитивных Т-лимфоцитов 40% и менее пациенту на третьем этапе лечения
назначают терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры и введение
препарата, содержащего позитрон-излучающий радионуклид, конъюгированный с
опухоль-специфической субстанцией (далее по тексту - «опухоль-специфический
позитрон-излучающий радиофармпрепарат», «ПОС-РФП»), и проводят терапию по
указанной схеме в течение последующих шести недель, при этом кратность
проведения комплексных процедур составляет один раз в неделю, а ПОС-РФП вводят
после комплексной процедуры.

При уменьшении хотя бы одного из морфо-функциональных показателей,
соответственно, размера опухоли - на 20% и менее, метаболической активности
опухолевой ткани - на 30% и менее или их увеличении и при содержании PD-1-
позитивных Т-лимфоцитов более 40% у пациента дополнительно определяют
процентное содержание Т-цитотоксических лимфоцитов субпопуляции CD8
периферической крови с PD-1 и Tim-3 рецепторами по отношению к общему числу
лимфоцитов указанной субпопуляции (далее по тексту - «содержание PD-1, Tim-3-
дубль позитивных Т-лимфоцитов», «содержание CD3+CD8+PD-1+Tim-3+»), и при
уменьшении хотя бы одного из морфо-функциональных показателей, соответственно,
размера опухоли - на 20% и менее, метаболической активности опухолевой ткани - на
30% и менее или их увеличении, при содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов
более 40% и при содержании PD-1, Tim-3-дубль-позитивных Т-лимфоцитов 3% и
менее пациенту на третьем этапе лечения назначают терапевтическую схему
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менее пациенту на третьем этапе лечения назначают терапевтическую схему,
включающую комплексные процедуры, введение препарата БТШ70 и введение ПОС-
РФП в течение последующих шести недель, при этом кратность проведения
комплексных процедур составляет один раз в неделю, препарат БТШ70 вводят после
каждой из данных процедур, а ПОС-РФП вводят после введения препарата БТШ70,
сочетанного с проведением комплексной процедуры.

При уменьшении хотя бы одного из морфо-функциональных показателей,
соответственно, размера опухоли - на 20% и менее, метаболической активности
опухолевой ткани - на 30% и менее или их увеличении, при содержании PD-1-
позитивных Т-лимфоцитов более 40% и при содержании PD-1, Tim-3-дубль-
позитивных Т-лимфоцитов более 3% пациенту на третьем этапе лечения назначают
терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры, введение препарата
БТШ70 и введение фракции липополисахарида продигиозана (далее по тексту - «ЛПС
продигиозан») с молекулярной массой менее 10 кДа, обладающей способностью
блокировать PD-1 и Tim-3 рецепторы Т-цитотоксических лимфоцитов субпопуляции
CD8 периферической крови, полученной путем электронно-лучевой обработки ЛПС
продигиозана с последующим фракционированием (далее по тексту - «фракция
продигиозана-блокатор иммунных контрольных точек», «ФП-БИКТ», «заявленная
ФП»), и проводят терапию по указанной схеме в течение последующих шести недель,
при этом кратность проведения комплексных процедур составляет один раз в неделю,
препарат БТШ70 вводят после каждой из данных процедур, а ФП-БИКТ вводят после
каждого введения препарата БТШ70, сочетанного с проведением комплексной
процедуры.

В одном из вариантов осуществления изобретения в ходе комплексной процедуры
воздействуют на поверхность кожи пациента импульсно-периодическим лазерным
излучением в зеленом/желтом диапазоне, что достигается путем использования
лазера на парах меди с длиной волны 510,6 и 578 нм при плотности мощности 1-5 Вт/
см2 и времени экспозиции 1-5 мин.

В другом варианте заявленного способа в ходе комплексной процедуры
воздействуют на поверхность кожи пациента импульсно-периодическим лазерным
излучением в инфракрасном диапазоне на длинах волн 800-1500 нм, которое
осуществляют с помощью полупроводникового инфракрасного лазера с длиной волны
830 нм при плотности мощности 1-4 Вт/см2 и времени экспозиции 1-4 мин.

Еще в одном варианте реализации заявленного способа в качестве биологического
образца пациента, применяемого для определения содержания PD-1-позитивных Т-
лимфоцитов, а также содержания PD-1, Tim-3-дублъ-позитивных Т-лимфоцитов,
используют периферическую кровь пациента.

В другом варианте реализации изобретения в качестве биологического образца
пациента, применяемого для получения цитологических препаратов, используют
биопсийный материал. При этом, при наличии у пациента канцероматоза брюшины
или/и плевры в качестве биопсийного материала используют аспирационную
жидкость, полученную из брюшной или/и плевральной полостей пациента. При
отсутствии указанной патологии в качестве биопсийного материала используют
фрагмент солидной опухоли пациента, причем наиболее эффективным является
применение пунктата, полученного при тонкоигольной аспирационной биопсии
солидной опухоли пациента.

Еще в одном варианте осуществления предложенного способа содержание
специфически измененных опухолевых клеток определяют в монослойных
цитологических препаратах, полученных из биологического образца пациента.

В конкретном варианте выполнения заявленного способа определение в
цитологических препаратах, полученных из биологического образца пациента,
содержания специфически измененных опухолевых клеток включает подсчет
многоядерных клеток, клеток с микроядрами, клеток с гигантскими ядрами и клеток с
массивной вакуолизацией цитоплазмы с последующим суммированием их количества.

Еще в одном варианте осуществления заявленного способа в терапевтической
схеме, применяемой, начиная со второго этапа лечения, и включающей комплексные
процедуры и введение препарата БТШ70, пациенту вводят препарат БТШ70 через 1-
1,5 ч после введения композиции, содержащей вирус Сендай.

В другом частном варианте осуществления изобретения в качестве препарата
БТШ70 используют рчБТШ70 (далее по тексту - «Препарат-1 БТШ70»). При этом
наиболее эффективным является применение Препарата-1 БТШ70 на первом этапе
лечения в рамках терапевтической схемы, предусматривающей введение указанного
препарата один раз в сутки внутривенно в дозе 0,005-0,05 мг/кг массы тела.

Еще в одном частном варианте реализации изобретения в качестве препарата
БТШ70 используют производные рчБТШ70 пролонгированного действия. Наиболее
эффективными является использование гибридных белков на основе рчБТШ70 и Fc-
фрагмента человеческого IgG (далее по тексту - «Препарат-2 БТШ70»). При этом в
терапевтических схемах, применяемых, начиная со второго этапа лечения, и
включающих введение препарата БТШ70, пациенту вводят Препарат-2 БШ70 один раз
в неделю внутривенно в дозе 0,005-0,05 мг/кг массы тела.

В конкретных вариантах реализации изобретения в качестве ПОС-РФП используют
11С-холин, 11С-метионин или 18F-холин (далее по тексту, соответственно, - «ПОС-
РФП-1», «ПОС-РФП-2», «ПОС-РФП-3»).

В частном варианте осуществления заявленного способа в терапевтических схемах,
применяемых на третьем этапе лечения и включающих введение ПОС-РФП,
указанный препарат вводят пациенту внутривенно в дозе 250-500 МБк 1-2 раза в
течение двух недель.

В другом частном варианте реализации изобретения в терапевтической схеме,
применяемой на третьем этапе лечения и включающей комплексные процедуры и
введение ПОС-РФП, указанный препарат вводят через 2-3 ч после введения
композиции, содержащей вирус Сендай.

Еще в одном частном варианте осуществления заявленного способа в
терапевтической схеме, применяемой на третьем этапе лечения и включающей
комплексные процедуры, введение препарата БТШ70 и введение ПОС-РФП, пациенту
вводят Препарат-2 БТШ70 один раз в неделю через 1-1,5 ч после введения
композиции, содержащей вирус Сендай, а ПОС-РФП вводят через 1-1,5 ч после
введения Препарата-2 БТШ70, сочетанного с проведением комплексной процедуры.
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Также, в конкретном варианте осуществления изобретения в терапевтической
схеме, применяемой на третьем этапе лечения и включающей комплексные
процедуры, введение препарата БТШ70 и введение ФП-БИКТ, пациенту вводят
Препарат-2 БТШ70 один раз в неделю через 1-1,5 ч после введения композиции,
содержащей вирус Сендай, а ФП-БИКТ вводят после каждого введения Препарата-2
БТШ70, сочетанного с проведением комплексной процедуры.

Наиболее эффективным является использование ФП-БИКТ, в ходе получения
которой электронно-лучевую обработку ЛПС продигиозана осуществляют с помощью
широкоапертурных импульсных электронных пучков с энергией электронов 180-200
кэВ при поглощенной дозе 150 кГр.

В конкретном варианте реализации изобретения на третьем этапе лечения
используют ФП-БИКТ, в ходе получения которой фракционирование осуществляют
методом ультрафильтрации с применением мембран с порогом отсечения по
молекулярной массе 10 кДа.

В частном варианте осуществления изобретения в терапевтической схеме,
применяемой на третьем этапе лечения, ФП-БИКТ вводят пациенту внутривенно в
дозе 0,005-0,01 мг/кг массы тела.

Выбор оптимальной тактики первого, второго и третьего этапа лечения
осуществляли, базируясь на результатах предварительно проведенных авторами
изобретения клинических исследований. В исследование были включены 64 пациента
в возрасте 35-86 лет с распространенным и метастатическим раком

Для стимуляции противоопухолевого иммунного ответа всем пациентам проводили
курсовое введение рчБТШ70, которое составляло 7 дней. По показаниям (в
зависимости от результатов, полученных после завершения курса рчБТШ70)
проводили дополнительную стимуляцию противоопухолевого иммунного ответа либо
путем введения других лекарственных средств, либо путем пролонгирования
курсового введения рчБТШ70. Все больные находились на амбулаторном лечении.

У 46 пациентов предварительно определяли содержание PD-1-позитивных
опухоль-инфильтрующих Т-цитотоксических лимфоцитов (TIL) в субпопуляции CD8
(CD3+CD8+PD-1+), содержание PD-1, Tim-3-дубль-позитивных TIL в субпопуляции
CD8 (CD3+CD8+PD-1+Tim-3+), содержание PD-1-позитивных Т-цитотоксических
лимфоцитов в субпопуляции CD8 периферической крови (CD3+CD8+PD-1+),
содержание PD-1, Tim-3-дубль-позитивных Т-цитотоксических лимфоцитов
(содержание CD3+CD8+PD-1+Tim-3+), а также содержание перфорина и гранзима В
(далее по тексту - «гранзим») в указанных лимфоцитах. Кроме того исследовали
опухолевые клетки в опухолевом инфильтрате.

Клеточный материал - клетки асцитической жидкости и плеврального выпота от
пациентов получали во время проведения терапевтических процедур по жизненным
показаниям. Во время удаления асцитической жидкости и плеврального выпота часть
удаляемой жидкой фракции помещали в стерильные емкости с гепарином. В
лабораторных условиях отбирали надосадочную фракцию, а отстоявшуюся
суспензию переносили в цитобакеты для цитоцентрифугирования. С помощью
центрифуги CitoFuga (Германия) со скоростью 22g в течение 6 мин получали
цитоцентрифугат на стандартном предметном стекле для цитопатологических и
иммуноцитохимических исследований.

Для цитопатологических исследований препараты окрашивали азур II-эозином с
одновременной фиксацией по Май-Грюнвальду для определения частоты
встречаемости клеток с признаками апоптоза, метуоза и цитопатологических
показателей (симпластов, многоядерных клеток, аутофагий, микронуклеации). В
каждом препарате под иммерсией (увеличение 1000х, микроскоп Leica, Германия)
было проанализировано по 500 клеток. Частоты встречаемости апоптоза и метуоза, а
также всех видов цитопатологий выражали в процентах. Часть полученных
цитоспиновых препаратов в дальнейшем были использованы для
иммуноцитохимических окрашиваний.

Иммуноцитохимическое выявление рецепторов программированной смерти
лимфоцитов PD-1 проводили методом ручного окрашивания в боксе-ламинаре.
Фиксированные 96% этиловым спиртом, но неокрашенные цитоспиновые препараты
еще раз дофиксировывали смесью спирт:ацетон в соотношении 1:1 в течение 10 мин
и высушивали на воздухе.

Эндогенную пероксидазу в мазках инактивировали раствором 1% азида натрия
(Merck) в течение 10 мин, затем промывали в двух сменах бидистиллированной воды
и оставляли на 5 мин в Трис-NaCl буфере (pH 7,6). До нанесения свиной сыворотки
(Novocastra) поле для иммуноцитохимического анализа обводили гидрофобным
карандашом (DakoCytomation). По окончании инкубации с преиммунной сывороткой
(30 мин при комнатной температуре) наносили моноклональные антитела к PD1
рецепторам лимфоцитов человека (Anti-PD1 antibody [NAT105], ab195885, Abeam,
Англия) и инкубировали препараты в течение часа при 37°C. По завершении мечения
первыми антителами препараты проводили в двух сменах буфера по 5 мин.
Визуализацию PD1 проводили с помощью универсального кита ABC (Novocastra). Со
вторыми антителами препараты инкубировали в течение 15 мин при комнатной
температуре. Следующим этапом иммуноцитохимической процедуры, которому
предшествовала отмывка препаратов в двух сменах буфера, являлось нанесение на 10
мин при комнатной температуре системы визуализации, состоящей из растворимого
комплекса - авидин и биотинилированная пероксидаза хрена (DakoCytomation). В
качестве субстрата для проявления иммуноцитохимической реакции использовали
3,3'-диаминобензидин (ДАБ) в формате от фирмы Novocastra. Затем препараты
докрашивали гематоксилином.

Частоту встречаемости PD-1-позитивныхTIL (% от 100 клеток) определяли путем
подсчета иммуноцитохимически окрашенных (включая слабо, умеренно и сильно
окрашенных) лимфоцитов в ассоциациях с комплексами атипичных клеток.
Ассоциированные с этими комплексами, но неокрашенные лимфоциты
подсчитывались как PD-1-отрицательные.

Иммунофенотипирование лимфоцитов периферической крови проводили методом
проточной лазерной цитофлуориметрии в многоцветном анализе на проточных
цитофлуориметрах с использованием моноклональных антител к поверхностным
дифференцировочным антигенам на клетках иммунной системы. При этом
использовали моноклональные антитела к CD8-FITC клон B9.11 (Кат. №А07756,
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Beckman-Coulter, США), к CD3-PE клон UCHT1 (Кат. №А07747, Beckman-Coulter,
США), к CD279 (PD-1)-PC5.5 клон PD1.3 (Кат. №В36123, Beckman-Coulter, США), к
CD366 (Tim-3)-APC, клон F-38-2E2 (Кат. №345011, Biolegend, США), к CD45-APC-
Alexa Fluor 750 клон J.33 (Кат. №А79392, Beckman-Coulter, США). Пробоподготовку
образца цельной крови в количестве 50 мкл, взятой из кубитальной вены натощак в
вакутейнер с добавлением К3-ЭДТА, проводили согласно инструкциям фирм-
производителей антител с последующим использованием реагента Optilyse С (Кат.
№А11894, Beckman-Coulter, США) для лизиса эритроцитов и однократной отмывкой
фосфатно-солевым буфером. Анализ пробы и негативного контроля по изотипу
проводили на приборе Navios, оснащенном двумя диодными лазерами 488 и 635 нм
(Beckman-Coulter, США). Подготовку образцов периферической крови и настройку
протокола для анализа методом проточной цитометрии проводили согласно
рекомендациям C.B. Хайдукова и др. [4ПР]. Анализировали 10000 лимфоцитов,
выделенных на основании прямого, бокового светорассеяния и экспрессии
панлейкоцитарного маркера CD45. Обработку цитофлуориметрических данных
проводили при помощи программы Navios Software v. 1.2. Оценивали относительное
количество Т-цитотоксических лимфоцитов (CD45+CD3+CD8+), экспрессирующих
целевые маркеры CD279 (PD-1) и CD366 (Tim-3).

Содержание перфорина и гранзима в лимфоцитах периферической крови
определяли следующим образом. Клеточный материал для исследований лимфоцитов
получали из цельной гепаринизированной крови пациента. Для этого отстоявшуюся
при комнатной температуре пробирку с кровью открывали и с помощью
микродозатора забирали клеточный материал на границе плазмы и осевших
эритроцитов, а затем переносили на предметные стекла для последующего
иммуноцитохимического окрашивания на гранзим и перфорин.
Иммуноцитохимические окрашивания осуществляли автоматизированным методом в
автостейнере Bond (Leica, Германия) с применением первых антител к перфорину и
гранзиму. Автоматический метод окрашивания в автостейнере осуществляли с
использованием готовых наборов фирмы-производителя.

Микроскопирование полученных препаратов проводили на малом увеличении с
использованием иммерсионного объектива (х40), на микроскопе Leica DM 4000 В
(Leica Microsystems, Германия). Результаты иммуноцитохимической реакции на
окрашенные автостейнером перфорин и гранзим в мазке обследуемого оценивались
полуколичественным методом с подсчетом гистохимического индекса Histochemical
Score (H-Score), разработанным McCarthy и соавт. [147]. Система подсчета включала
интенсивность иммуногистохимической окраски, оцениваемой по 3-балльной шкале,
и долю (%) окрашенных клеток и представляла собой сумму произведений процентов,
отражающих долю клеток с различной интенсивностью окраски на балл,
соответствующий интенсивности реакции. Интенсивность окраски: 0 - нет
окрашивания, 1 - слабое окрашивание, 2 - умеренное и 3 - сильное окрашивание.
Подсчет осуществляли по формуле:

,

где Pi - процент клеток, окрашенных с разной интенсивностью;
i - интенсивность окрашивания, выраженная в баллах от 0 до 3.
Подсчет проводили в трех когортах по 100 клеток в различных полях зрения.

Результат HScore трактовался следующим образом: 0-10 баллов -низкий уровень
перфорина (гранзима); 11-100 баллов - средний уровень перфорина (гранзима); 101-
300 баллов - высокий уровень перфорина (гранзима).

Статистическую обработку данных проводили в соответствии с правилами
вариационной статистики [6ПР]. Данные представляли в виде М±σ, где М - среднее
арифметическое, σ - среднеквадратичное отклонение. Для оценки статистически
значимых различий использовали критерий Стьюдента (t), критический уровень
значимости (р) принимался меньшим или равным 0,05.

Результаты определений представлены в табл. 1-4.
Достижение обеспечиваемого изобретением технического результата обусловлено

следующим.
На основании результатов многочисленных исследований доказано, что, с одной

стороны, опухоль может развиваться в условиях абсолютно неизмененной иммунной
системы, с другой стороны, даже на последних стадиях опухолевого процесса могут
активироваться функции ряда клеток системы иммунитета, и наконец, бесспорным
является факт возможности иммуностимуляции роста опухоли. Это позволило
сделать вывод, что при опухолевом процессе изменения со стороны
иммунологической системы во многих случаях обусловлены влиянием уже
возникшей и развивающейся опухоли, т.е. вторичны [117].

Двойственную активность иммунной системы по отношению к опухоли
отображает, в частности, концепция «иммунологического редактирования», согласно
которой в процессе взаимодействия опухоли и организма-хозяина условно выделяют
три фазы - элиминации, равновесия и уклонения. В фазе элиминации
трансформированные клетки распознаются и уничтожаются с помощью клеток
иммунной системы. «Дремлющее» состояние злокачественного новообразования, а
также наличие длительной клинической ремиссии после проведенного лечения
связывают с фазой равновесия, когда одновременно с формированием иммунной
реакции происходит отбор вариантов опухолевых клеток со сниженной
иммуногенностью, которым удается уклоняться от иммунного контроля, т.е. имеет
место «иммунное редактирование» иммунологических свойств опухолевых клеток.
На этой фазе иммунная система уже не может полностью уничтожить опухоль, но
еще в состоянии эффективно ограничивать ее рост. В ходе третьей фазы опухолевые
клетки, с помощью секретируемых ими продуктов, формируют благоприятное для
себя клеточное микроокружение (далее по тексту - «КМ»), которое делает
невозможным эффективное уничтожение аномальных клеток иммунной системой,
создавая, тем самым, условия для метастазирования [107, 109].

Рассматривая гетерогенные изменения в системе иммунитета как одну из важных
особенностей опухолевого процесса, предполагается [117], что на каждом этапе
развития злокачественного новообразования необходимым является применение
таких методов иммунологического исследования, которые отражают функциональное
состояние клеток, формирующих противоопухолевую защиту.
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состояние клеток, формирующих противоопухолевую защиту.
Изобретение иллюстрируется следующими примерами.
Пример 1
Фракции ЛПС продигиозана получали следующим образом. Исходным продуктом

служил ЛПС продигиозан - высокополимерный липополисахаридньш комплекс,
выделяемый из микроорганизма - палочки Bacterium prodigiosum. Для целей
заявленного изобретения использовали готовый препарат, поставленный ранее
Производственным объединением «Мосмедпрепараты» имени Л.Я. Карпова (Россия)
(далее по тексту - «препарат продигиозан»). Указанный препарат в количестве 8 мг
активного вещества (во флаконе) растворяли в 8 мл 0,9%-ного раствора натрия
хлорида (физраствора), после чего флакон с раствором в чашке Петри помещали в
рабочую зону широкоапертурного линейного ускорителя электронов, который
представлял собой экспериментальную лабораторную установку производства ФГУП
«Научно-исследовательский институт электрофизической аппаратуры им. Д.В.
Ефремова» / НИИЭФА им. Д.В. Ефремова/ (Россия), функционирующую в
импульсном режиме, размер поля облучения 270×270, энергия электронов 180-200
кэВ и облучали при поглощенных дозах, варьировавших в диапазоне 50-250 кГр (с
шагом 50 кГр). Промежуточные продукты, полученные в результате воздействия на
препарат продигиозан электронных пучков при указанных поглощенных дозах,
подвергали ультрафильтрации с использованием ультрафильтрационной кассетной
системы Pellicon 2 Mini с мембранами Biomax® 10 (полиэфирсульфон) (Millipore,
США) с получением целевых продуктов - фракций препарата продигиозана (далее по
тексту -«ФП»). Выход ФП - целевого продукта при поглощенной дозе 150 кГр -
составил 1,28 мг (16%).

Оптимальным считали режим электронно-лучевой обработки препарата
продигиозана, обеспечивающий получение в качестве целевого продукта
биологически активной ФП с выраженной биологической активностью, в частности, с
наиболее выраженными защитными свойствами и сниженной токсичностью. Выбор
указанного оптимального режима осуществляли с учетом данных высокоэффективной
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), по результатам оценки токсичности различных
доз ФП, а также анализа защитных свойств ФП в условиях экспериментального
эндотоксического шока.

ВЭЖХ проводили с использованием Системы Dionex UltiMate® 3000 Rapid
Separation LC (RSLC) (жидкостной хроматограф высокого давления), Zovbax С-18,
100×1 nm, size 1,8 μm (Thermo Scientific Dionex, США). В рамках ВЭЖХ исследовали
воздействие электронного пучка при поглощенных дозах, варьировавших в диапазоне
50-250 кГр, на структуру целевых продуктов. Было установлено, что указанная
электронно-лучевая обработка вызывала деградацию препарата продигиозана,
приводящую к повышению содержания низкомолекулярных ФП (время удерживания
менее 6 мин), которое коррелировало с увеличением поглощенной дозы, составляя,
соответственно: 3,63 (препарат продигиозан); 10,8; 29,0; 43,6; 40,7; 37,5%, при
поглощенных дозах: 0 (препарат продигиозан), 50, 100, 150, 200, 250 кГр.

Оценку токсичности анализируемых препаратов производили по выживаемости
экспериментальных животных при введении различных доз препарата продигиозана и
ФП, полученных путем воздействия на указанный препарат электронным пучком при
поглощенных дозах, варьировавших в диапазоне 50-250 кГр (далее по тексту -
«препараты ФП»). Предварительно определяли в эксперименте острую токсичность (в
частности, по ЛД50) препарата продигиозана. При этом белым беспородным мышам
массой 18-20 г вводили препарат продигиозан в физрастворе внутрибрюшинно из
расчета 0,1 мл на 10 г массы тела животного. Дозы препарата продигиозана
варьировали в диапазоне 1-8 мг/кг. Каждую дозу испытывали на группе из 6
животных (дозы свыше 8 мг/кг не испытывались). Выживаемость мышей определяли
в течение 14 суток после введения исследуемого препарата. Затем экспериментально-
расчетным путем с применением метода Литчфилда и Уилкоксона (модификация
пробит-анализа) определяли ЛД50 препаратов ФП, после чего фиксировали
выживаемость мышей (аналогично описанному выше для препарата продигиозана).
При этом вводимые дозы препаратов ФП варьировали в диапазоне 1-80 мг/кг массы
животного (при способе введения, аналогичном описанному выше для препарата
продигиозана).

Результаты экспериментальных исследований выборочно представлены в табл. 14 и
15.

Из данных табл. 14 следует, что величина ЛД50, составляющая для препарата
продигиозана 4 мг/кг, возрастала при его электронно-лучевой обработке, коррелируя с
увеличением поглощенной дозы и достигая максимальных значений (62-64 мг/кг) для
препаратов ФП, полученных при воздействии электронным пучком в дозах 150-250
кГр.

Данные, приведенные в табл.15, показывают, что полная выживаемость мышей
была зарегистрирована при следующих дозах препаратов ФП (с учетом режима
электронно-лучевой обработки): - 1-4 мг/кг - для фракций, полученных при
использовании поглощенной дозы 50 кГр; 8-12 мг/кг - для фракций с поглощенной
дозой 100 кГр; 12-16 мг/кг - для фракций с поглощенными дозами 150-200 кГр; 16-21
мг/кг - для фракций с поглощенной дозой 250 кГр.

Таким образом, анализ результатов оценки токсичности препаратов ФП с учетом
данных хроматографических исследований показал, что наиболее эффективное
снижение токсичности продигиозана (~ в 16 раз) имело место при его облучении
электронным пучком в дозах 150-250 кГр, что коррелировало с наибольшим
содержанием низкомолекулярных ФП.

Оценку защитных свойств анализируемых препаратов осуществляли с
использованием модели эндотоксического шока, вызванного бактериальным
эндотоксином, в качестве которого использовали ЛПС продигиозан. ЛПС продигиозан
вводили мышам внутрибрюшинно в физрастворе (0,1 мл на 10 г массы тела
животного) в дозе 2 ЛД50/мышь. Исследуемые препараты ФП вводили в дозе 0,1 ЛД50
за 1 ч до экспериментального эндотоксического шока. Каждую дозу испытывали на
группе из 10 животных. В качестве контроля служили мыши (10 животных), которым
за 1 ч до экспериментального эндотоксического шока вводили физраствор.
Выживаемость мышей определяли в течение 14 суток после введения исследуемого
препарата ФП
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препарата ФП.
Результаты эксперимента приведены в табл.16.
Данные табл.16 свидетельствуют о том, что ФП, полученная путем электронно-

лучевой обработки препарата продигиозана при поглощенной дозе 150 кГр, обладала
наиболее выраженными защитными свойствами при экспериментальном
эндотоксическом шоке у мышей, вызванном бактериальным эндотоксином. ФП,
полученные путем воздействия электронным пучком при меньших поглощенных
дозах (100 и 50 кГр), обладали менее выраженным защитным эффектом. Это, по-
видимому, связано с тем, что данные дозы облучения не позволяют обеспечить
необходимое и достаточное содержание биологически активной фракции,
определяющей наличие у препарата указанных свойств. Уменьшение защитных
свойств ФП при увеличении дозы их электронно-лучевой обработки (200 и 250 кГр),
может быть обусловлено, по мнению авторов изобретения, тем, что продукты
радиохимической деградации ЛПС теряют биологическую активность, необходимую
для предотвращения гибели животных при экспериментальном эндотоксическом
шоке.

Сопоставление результатов оценки токсичности препаратов ФП, защитных свойств
этих препаратов и данных хроматографических исследований позволяет сделать
вывод, что оптимальным с точки зрения получения ФП с выраженной целевой
биологической активностью является режим электронно-лучевой обработки
препарата продигиозана при поглощенной дозе 150 кГр, что дает возможность
считать указанную дозу оптимальной для получения заявленной ФП (ФП-БИКТ). Из
этого следует также, что оптимальной дозой ФП в эксперименте является доза 12-16
мг/кг массы тела мыши.

Полученные результаты послужили основанием для проведения клинических
исследований эффективности ФП, полученной с использованием оптимального
режима электронно-лучевой обработки. Принимая во внимание фармакопейные дозы
продигиозана (разовая доза для взрослых: 25-30 мкг, иногда до 50-100 мкг, т.е. от
0,00036-0,00043 до 0,00071-0,00143 мг/кг массы тела) и учитывая экспериментально
установленный авторами изобретения коэффициент снижения (по сравнению с
продигиозаном) токсичности заявленной ФП, составляющий (как было указано выше)
16, диапазон возможных терапевтических доз заявленной ФП был определен как
0,006-0,02 мг/кг массы. В клинических исследованиях на добровольцах было
установлено, что предельно допустимая доза низкомолекулярной заявленной ФП
составляет 0,02 мг/кг массы тела. При превышении указанной дозы в ряде случаев
развивалась выраженная пирогенная реакция и коматоидное состояние. Таким
образом, в качестве верхней границы диапазона терапевтических доз была принята
величина 0,01 мг/кг массы тела.

Клинические исследования влияния различных доз заявленной ФП в диапазоне
0,025-0,01 мг/кг массы тела (вводили внутривенно на 250 мл физиологического
раствора) на содержание CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, проведенные у больных с
распространенным и метастатическим раком, показали, что, начиная с дозы 0,05 мг/кг
значение указанного показателя достоверно отличалось от исходного значения. Таким
образом, в качестве диапазона терапевтических доз был принят диапазон 0,005-0,01
мг/кг массы тела.

Пример 2
Больной Н., 73 года, масса тела 58 кг. Поступил на амбулаторное лечение с

диагнозом: Распространенный метастатический рак предстательной железы. Четыре
года тому назад выявлена аденокарцинома простаты. Принимал антиандрогены
(флутамид, андрокур). Три года назад произведена радикальная простатэктомия.
После операции уровень онкомаркера ПСА (простатический специфический антиген)
- 0,8 нг/мл (норма 1-4 нг/мл). Через 9 месяцев после операции: уровень ПСА вырос до
420 нг/мл; выявлен метастаз в левую подвздошную кость (по данным компьютерной
томографии /КТ/), что свидетельствовало о развитии рецидива заболевания.

В этой связи пациенту была назначена терапия заявленным способом (после
подписания информированного согласия). Перед началом лечения проведено
комплексное обследование больного (далее по тексту - «КО»), которое наряду с
общеклиническими исследованиями включало специальный комплекс
инструментальных, лучевых и лабораторных методов обследования, в том числе:
ПЭТ-КТ; определение уровня онкомаркеров в сыворотке крови; определение
содержания цитокинов в сыворотке крови (фактор некроза опухоли /TNF/,
интерлейкин 6 /IL-6/, интерлейкин 10/IL-10/); иммунофенотипирование лимфоцитов
периферической крови (определение абсолютного и относительного количества
лимфоцитов с различными кластерами дифференцировки - CD) с последующим
определением содержания PD-1-позитивных Т-лимфоцитов (CD3+CD8+PD-1+) и PD-
1, Tim-3-дубль-позитивных Т-лимфоцитов (CD3+CD8+PD-l+Tim-3+), а также
содержания перфорина и гранзима в лимфоцитах периферической крови.

ПЭТ-КТ выполняли с ПОС-РФП-1 (11C-холин) (предоставлен для исследований
ФГБУ «Российский научный центр радиологии и хирургических технологий» МЗ РФ /
РНЦРХТ/, Россия), который вводили пациенту внутривенно в дозе 269 МБк, по
методике, принципы которой изложены, например в работах [1ПР, 2ПР, 3ПР]. ПЭТ-КТ
выполняли на ПЭТ-КТ-томографе «Biograph» («Siemens», Германия), состоящем из
компьютерного томографа и позитронно-эмиссионного томографа, совмещенных в
единый диагностический комплекс. Использовали протокол «Whole body»,
включающий диагностическое КТ-сканирование с последующей ПЭТ. Анализ
полученных данных проводили с учетом просмотра КТ, ПЭТ и ПЭТ/КТ изображений.
КТ-томограммы оценивали визуально по трем проекциям с использованием
мультиплоскостных реконструкций с обязательным измерением размеров очагов.
Оценку ПЭТ данных осуществляли визуально с учетом интенсивности накопления
ПОС-РФП по цветовым шкалам и полуколичественным методом с определением
стандартизованного показателя захвата ПОС-РФП (Standart Uptake Value, SUV),
представляющего собой отношение концентрации радиоактивности ПОС-РФП в зоне
интереса/ к введенной активности ПОС-РФП, поделенной на массу тела, и
характеризующего интенсивность накопления (гиперфиксации) ПОС-РФП в
патологическом очаге и, следовательно, метаболическую активность данного очага.
Для получения ПЭТ/КТ изображений применяли прикладной программный пакет
«Fusion», позволяющий проводить совмещение ПЭТ и КТ данных в различном
процентном соотношении Основные характеристики патологических очагов
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процентном соотношении. Основные характеристики патологических очагов
включали: локализацию, контуры, размеры, соотношение с соседними структурами,
наличие и интенсивность гиперфиксации ПОС-РФП. По результатам ПЭТ-КТ
выявлены патологические очаги в двух ребрах и левой подвздошной кости с
гиперфиксацией ПОС-РФП-1 размерами 1,3-4,2 см; SUV 2,7-4,0.

Содержание цитокинов в сыворотке крови (IL-6, IL-10, TNF), а также уровень
онкомаркеров определяли с помощью коммерческих тест-систем для
иммуноферментного анализа (ELISA) производства «Bender-Medsystems» (Австрия) в
соответствии с инструкциями производителя. Уровень ПСА составил 468 нг/мл.
Содержание TNF, IL-6, IL-10 - в пределах нормы.

Иммунофенотипирование лимфоцитов периферической крови проводили методом
проточной лазерной цитофлуориметрии в многоцветном анализе на проточных
цитофлуориметрах с использованием моноклональных антител к поверхностным
дифференцировочным антигенам на клетках иммунной системы, как это описано
выше для выбора тактики лечения. Оценивали относительное количество Т-
цитотоксических лимфоцитов (CD45+CD3+CD8+), экспрессирующих целевые
маркеры CD279 (PD-1) и CD366 (Tim-3). По результатам проведенного анализа
содержание CD3+CD8+PD-1+ составило 33,5%, а содержание CD3+CD8+PD-1+Tim-
3+ - 0,7%.

Содержание перфорина и гранзима в лимфоцитах периферической крови путем
иммуноцитохимического окрашивания на гранзим и перфорин, которое осуществляли
автоматизированным методом в автостейнере Bond (Leica, Германия) с применением
первых антител к перфорину и гранзиму, Автоматический метод окрашивания в
автостейнере осуществляли с использованием готовых наборов фирмы-
производителя.

Результаты иммуноцитохимической реакции на окрашенные автостейнером
перфорин и гранзим в мазке обследуемого оценивались полуколичественным методом
с подсчетом гистохимического индекса Histochemical Score (H-Score), разработанным
McCarthy и соавт.[5ПР], как это было описано выше для выбора тактики лечения. По
результатам выполненного анализа содержание перфорина и гранзима составило,
соответственно, 257 и 241 (HScore).

С учетом полученного значения показателя (содержание CD3+CD8+PD-1+< 40%),
являющегося определяющим для выбора тактики на первом этапе лечения
заявленным способом, пациенту была назначена комплексная процедура, в ходе
которой воздействовали на пять участков кожи пациента диаметром 5-10 мм лазером
на парах меди «Систа-6» (НИИЭФА им. Д.В. Ефремова, Россия) (длина волны 510,6 и
578 нм, пиковые значения плотности мощности 10 кВт/см2, длительность импульсов
10-12 нс, частота следования импульсов 5-15 кГц) при плотности мощности 2 Вт/см2

и времени экспозиции лазерного излучения 3 мин.
Через 2 мин после завершения лазерного воздействия пациенту ввели вирус

Сендай в составе фармацевтической композиции, в качестве которой использовали
готовую фармацевтическую композицию для медицинских исследований (Charles
River Laboratories Int. Inc., США) на базе штамма Сендай-Moscow (депонированного в
коллекции клеточных культур АТСС, США под №РТА-13024), которая представляла
собой суспензию с титром вируса 107,0-108,0 ТЦД50 (количество инфекционных
единиц вируса, выраженных в тканевых цитопатогенных дозах; каждая из которых
может вызвать гибель 50% клеток монослоя) в 1,0 мл аллантоисно-амниотической
жидкости свободных от специфических патогенных контаминантов куриных
эмбрионов (далее по тексту - «Композиция с вирусом Сендай»). 1,0 мл Композиции с
вирусом Сендай разводили в 1,0 мл физраствора и вводили пациенту по 0,4 мл в
каждую из пяти зон воздействия (суммарная доза вируса составила 107,0-108,0

ТЦД50). Комплексную процедуру проводили повторно через семь суток и через пять
суток после проведения второй комплексной процедуры считали первый этап лечения
завершенным.

Через сутки после завершения первого этапа лечения у пациента повторно
определили содержание CD3+CD8+PD-1+, которое составило 31,2% (< 40%), в связи
с чем на втором этапе лечения больному продолжено проведение комплексных
процедур один раз в неделю в течение последующих четырех недель.

Через сутки после завершения второго этапа лечения пациенту повторно
выполнена ПЭТ-КТ. В результате сопоставления размера каждого из патологических
очагов и интенсивности гиперфиксации (накопления) в нем РФП-1 (SUV) с
соответствующими исходными значениями выявлено уменьшение размера указанных
очагов и снижение уровня их метаболической активности в среднем, соответственно,
на 48,4 и 74,3% (> 20% и > 30%). Содержание CD3+CD8+PD-1+ при повторном
определении - 28,5% (< 40%). На основании полученных значений указанных
показателей на третьем этапе лечения (в течение последующих шести недель)
продолжена терапия по схеме второго этапа.

После завершения лечения (через 12 недель) проведено контрольное комплексное
обследование пациента (далее по тексту - «ККО»), включающее ПЭТ-КТ;
определение уровня онкомаркеров в сыворотке крови; определение содержания
цитокинов в сыворотке крови (TNF, IL-6, IL-10); определение абсолютного и
относительного количества лимфоцитов периферической крови с различными
кластерами дифференцировки (CD) с последующим определением содержания
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+; а также содержания перфорина и
гранзима в лимфоцитах периферической крови. По данным ПЭТ-КТ: выявлено
исчезновение всех очагов патологического накопления РФП. Уровень ПСА снизился
до 2,4 нг/мл; содержание TNF, IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 27,4% (< 40%) и 0,4%
(< 3%), содержание перфорина и гранзима, соответственно, - 263 и 244 (HScore).
Результат лечения заявленным способом расценивался как «полный ответ» (CR) по
шкалам RECIST и PERCIST.

ККО через 12 мес. после завершения лечения показало: очагов патологического
накопления РФП-1 не выявлено (по данным ПЭТ-КТ); уровень ПСА - 0,001 нг/мл;
содержание TNF, IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, -24,3% (< 40%) и 0,3% (< 3%); содержание
перфорина и гранзима, соответственно, - 266 и 251 (HScore). Таким образом
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результаты ККО свидетельствовали об отсутствии прогрессирования заболевания.
Пример 3
Больная С., 34 года, масса тела 70 кг. Поступила на амбулаторное лечение с

диагнозом: Распространенный метастатический рак яичника, T3N1M1,
эндометриоидная низкодифференцированная аденокарцинома, канцероматоз
брюшины и плевры, раковый асцит, двухсторонний плеврит, множественные
метастазы в области малого таза, брюшной полости и средостения, распространенная
лимфаденопатия. Заболевание выявлено 5 месяцев назад. До начала лечения уровень
онкомаркера СА 125 4200 ед./мл (норма до 35 ед./мл). Прошла 5 курсов химиотерапии
(платина + таксол) в сочетании с общей и локальной гипертермией. После
завершения лечения проведено расширенное КО, дополнительно включавшее МРТ
(магнитно-резонансную томографию), КТ, УЗИ брюшной полости. ПЭТ-КТ
проводили аналогично примеру 2, при этом в качестве ПОС-РФП использовали 18F-
ФДГ (предоставлена для исследований РНЦРХТ, Россия), которую вводили пациентке
внутривенно в дозе 176 МБк. По данным MPT, КТ, УЗИ брюшной полости, ПЭТ-КТ -
сохраняются множественные патологические очаги в брюшной и грудной полостях,
средостении; по данным ПЭТ-КТ - размеры патологических очагов с гиперфиксацией
18F-ФДГ 1,0-6,2 см; SUV 1,2-4,6; нарастание асцита и ракового плеврита. Уровень
онкомаркера СА 125 - 4000 ед./мл; содержание TNF - 1011 пг/мл (норма 0-50 пг/мл);
содержание IL-6, IL-10, - в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и
CD3+CD8+PD-l+Tim-3+, соответственно, - 28,1 и 0,9%; содержание перфорина и
гранзима, соответственно, - 259 и 243 (HScore). Результаты расширенного КО
свидетельствовали об отсутствии положительного эффекта проведенного лечения.

Больной назначено лечение с применением заявленного способа (после подписания
информированного согласия). С учетом полученного значения содержания
CD3+CD8+PD-1+ (<40%), пациентке на первом этапе проведены две комплексные
процедуры аналогично примеру 2. В ходе комплексных процедур лазерное
воздействие осуществляли с использованием полупроводникового инфракрасного
лазера (ФГБУН «Физико-технический институт имени А.Ф. Иоффе» РАН /ФТИ им.
А.Ф. Иоффе /, Россия) (длина волны 830 нм, пиковые значения плотности мощности
20 кВт/см2, длительность импульсов 10 нс, частота следования импульсов 1-20 кГц)
при плотности мощности 1 Вт/см2 и времени экспозиции излучения 4 мин.

Через сутки после завершения первого этапа лечения отмечено повышение
содержания CD3+CD8+PD-1+ до 68,6%, в связи с чем для выбора оптимальной для
следующего этапа тактики лечения у больной дополнительно определяли in vivo в
цитологических препаратах, полученных из асцитической жидкости, содержание
специфически измененных опухолевых клеток, которое составило 45,2%. По
результатам цитологического исследования асцитической жидкости выявлено также
развитие массивного апоптоза и некроза опухолевых клеток.

На основании полученных значений показателей - содержания CD3+CD8+PD-1+ >
40% и содержания специфически измененных опухолевых клеток > 20%, - больной
была назначена терапевтическая схема, включающая комплексные процедуры и
введение Препарата-2 БТШ70 в течение последующих четырех недель. Комплексные
процедуры выполняли аналогично примеру 2 (кратность проведения - один раз в
неделю), при этом применяемый лазер и режим воздействия соответствовали лазеру и
режиму на первом этапе лечения. В качестве Препарата-2 БТШ70 использовали
готовый препарат для медицинских исследований (ProMab Biotechnologies, Inc.,
США), который представлял собой гибридный белок на основе рчБТШ70 и Fc-
фрагмента IgG, в виде раствора в буфере Трис-HCl (1,2 мг белка в 1 мл раствора)
(далее по тексту - «Препарат-2 БШ70-МИ»). Расчетную дозу Препарата-2 БТШ70-МИ
- 1,1 мг (0,015 мг/кг массы тела) разводили в 250 мл физраствора и вводили пациентке
внутривенно через 1 ч после введения Композиции с вирусом Сендай. Терапию по
указанной схеме проводили в течение последующих четырех недель.

Через сутки после завершения второго этапа лечения у больной
выполнена ПЭТ-КТ аналогично примеру 2 с использованием 18F-ФДГ в дозе 176

МБк), которая выявила уменьшение размера метастатических очагов и снижение
уровня их метаболической активности в среднем, соответственно, - на 58,2 и 65,4% (>
20% и > 30%). Содержание CD3+CD8+PD-1+ при повторном определении - 29,1% (<
40%), на основании чего на третьем этапе была назначена терапевтическая схема,
предусматривающая проведение комплексных процедур, которые выполняли
аналогично примеру 2 (применяемый лазер и режим воздействия соответствовали
описанным для первого этапа лечения настоящего примера). Терапию по указанной
схеме проводили в течение последующих шести недель (кратность проведения - один
раз в неделю).

Результаты ККО после завершения лечения (через 12 недель) показали следующее.
По данным ПЭТ-КТ выявлено уменьшение размеров метастатических очагов и
снижение уровня их метаболической активности в среднем, соответственно, - на 68,4
и 75,2% (> 30% и > 50%). Уровень онкомаркера CA125 снизился до 36 ед./мл;
содержание TNF - 78 пг/мл; содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 31,5% (< 40%) и 0,9%
(< 3%); содержание перфорина и гранзима, соответственно, - 259 и 244 (HScore).
Цитологическое исследование показало, что 82,0% опухолевых клеток в асцитической
жидкости имели цитопатологические изменения (клетки с признаками апоптоза,
клетки с массивной вакуолизаией цитоплазмы). Результат лечения предложенным
способом расценивался как «частичный ответ» (PR) по шкалам RECIST и PERCIST.

По результатам ККО через 12 мес.после завершения лечения установлено:
уменьшение размеров метастатических очагов и снижение уровня их метаболической
активности в среднем, соответственно, - на 69,3 и 81,6% (> 30%); уровень СА 125 - 48
ед./мл; содержание TNF - 62 пг/мл; содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы;
содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 36,5% (<
40%) и 1,7% (< 3%); содержание перфорина и гранзима, соответственно, - 253 и 238
(HScore). При цитологическом исследовании в асцитической жидкости опухолевые
клетки не определялись. Таким образом, результаты ККО свидетельствовали об
отсутствии прогрессирования заболевания.

Пример 4
Больной Б., 55 лет, масса тела 60 кг. Поступил на амбулаторное лечение с

диагнозом: Распространенный метастатический светлоклеточный рак почки
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диагнозом: Распространенный метастатический светлоклеточный рак почки,
мультифокальное вторичное поражение костных структур черепа, грудины, лопаток,
плечевых костей, ребер, грудных, поясничных и крестцовых позвонков, костей таза.
Патологические переломы пятого ребра справа, Th6, L3, L4 позвонков. В течение
шести месяцев получал сутент и эксдживой, затем в течение пяти месяцев -
ниволюмаб в сочетании с капецитабином и авастином. Затем в течение двух месяцев
проведен курс лечения кометриком, после чего выявлено прогрессирование
метастатических изменений в костях скелета, развитие канцероматоза плевры,
левостороннего плеврита.

Больному назначено лечение заявленным способом (после подписания
информированного согласия). Перед началом лечения проведено КО пациента
аналогично примеру 2. ПЭТ-КТ выполняли с использованием П-РФП-4 (18F-ФДГ)
(предоставлен РНЦРХТ, Россия), который вводили больному в дозе 270 МБк. По
данным ПЭТ-КТ: размеры патологических очагов с гиперфиксацией П-РФП-4 (в
пятом ребре справа, Th6, L3, L4 позвонках, грудине, лопатках, костях таза) - 0,8-3,5
см, SUV 1,2-3,1. Содержание TNF - 980 пг/мл, IL-6 - 158 пг/мл (норма 6-40 пг/мл), IL-
10, - 1,2 пг/мл (норма -менее 9,1 пг/мл); содержание CD3+CD8+PD-1+ и
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 64,6 и 1,4%; содержание перфорина и
гранзима, соответственно, - 5,2 и 3,3 (HScore).

На основании полученного значения содержания CD3+CD8+PD-1+ (> 40%)
пациенту на первом этапе лечения был назначен Препарат-1 БТШ70, в качестве
которого использовали готовый препарат для медицинских исследований (ProMab
Biotechnologies, Inc., США), представляющий собой рчБТШ70 в виде раствора в
буфере Трис-HCl (1,2 мг белка в 1 мл раствора) (далее по тексту - «Препарат-1
БТШ70-МИ»). Расчетную дозу Препарата-1 БТШ70-МИ - 1,8 мг (0,03 мг/кг массы
тела) разводили в 250 мл физраствора и вводили пациенту внутривенно в течение
семи суток один раз в сутки.

Через двое суток после завершения первого этапа лечения у больного сохранялся
высокий уровень CD3+CD8+PD-1+- 59,3% (> 40%), в связи с чем определили
содержание специфически измененных опухолевых клеток in vitro в цитологических
препаратах, полученных из плевральной жидкости.

Определение содержания специфически измененных опухолевых клеток проводили
культуральным методом. Использовали среду DMEM с добавлением фетальной
телячьей сыворотки. Аспирационную жидкость центрифугировали при 1000 об/мин в
течение 7 мин с последующим посевом в подготовленные для культивирования 6-
луночные пластиковые планшеты, содержащие среду DMEM с добавлением 20%-ной
фетальной сыворотки (20% от объема среды). Все планшеты выдерживали до
появления роста клеток при температуре 37°C, после чего накрывали
прикрепившиеся клетки покровным стеклом. Инкубировали в CO2-инкубаторе в
течение 3-х-4-х сут. (до образования монослоя). Затем в растущие культуры
добавляли вирус Сендай, растворенный в натрий-фосфатном буфере (PBS) (в дозе по
0,5 мл 5×1010 клеток на лунку). Через 72 ч после добавления вируса клеточный рост в
культуре останавливали. Выросшие в культуре клетки (прокультивированные с
вирусом) снимали с подложки планшета раствором Трипсин:Версен. Полученную
клеточную суспензию, содержащую среду DMEM, центрифугировали в
центрифужных пробирках в течение 10 мин при 3000 об/мин. Надосадочную
жидкость сливали, после чего в центрифужные пробирки добавляли по 1,0 мл PBS.
Полученную клеточную суспензию в PBS переносили в цитобакеты, заправленные
предметными стеклами, и центрифугировали в цитоцентрифуге (жидкостная
цитология) в течение 10 мин при 1000 об/мин. Предметные стекла вынимали из
цитобакетов, высушивали на воздухе, фиксировали 96%-ным этиловым спиртом и
окрашивали азур2-эозином по Романовскому-Гимзе.

Цитологическое исследование проводили в окрашенных центрифугатах под
иммерсией в проходящем свете с использованием микроскопа Leika DM 4000 (фирма
Leika, Германия). Было проанализировано 500 клеток. В клеточных популяциях
определяли частоты встречаемости многоядерных клеток (симпластов), клеток с
микроядрами, клеток с гигантскими ядрами и клеток с массивной вакуолизацией
цитоплазмы. После проведенного цитологического исследования определяли
суммарную частоту встречаемости клеток с указанными видами аномалий (в % от
общего количества клеток). Содержание специфически измененных опухолевых
клеток составило 78,1% (> 20%).

Полученные результаты обусловили назначение больному на втором этапе лечения
терапевтической схемы, включающей комплексные процедуры, которые
осуществлялись аналогично примеру 2, и введение Препарата-2 БТШ70-МИ. В ходе
комплексных процедур лазерное воздействие осуществляли с использованием лазера
на парах меди «Систа-6» (НИИЭФА им. Д.В. Ефремова, Россия) при плотности
мощности 3 Вт/см2 и времени экспозиции излучения 2 мин. Препарат-2 БТШ70-МИ
вводили пациенту один раз в неделю внутривенно в дозе 2,4 мг (0,04 мг/кг массы
тела) через 1,5 ч после введения Композиции с вирусом Сендай. Терапию по
указанной схеме проводили в течение последующих четырех недель.

Через двое суток после завершения второго этапа лечения у больного выполнена
ПЭТ-КТ аналогично описанной выше в настоящем примере (в рамках КО до начала
лечения), которая выявила уменьшение размера метастатических очагов и уровня их
метаболической активности в среднем, соответственно, - на 38,2 и 56,7% (> 20% и >
30%). Содержание CD3+CD8+PD-1+ - 51,3% (> 40%). В этой связи на третьем этапе
больному была продолжена терапия, включающая комплексные процедуры и
введение Препарата-2 БТШ70-МИ в дозе 2,4 мг (0,04 мг/кг массы тела) аналогично
схеме второго этапа. Терапию по указанной схеме проводили в течение последующих
шести недель.

ККО через 12 недель лечения показало следующее: размер метастатических очагов
и их метаболическая активность уменьшились (по данным ПЭТ-КТ), соответственно,
на 55,6 и 64,8% (> 30% и > 30%); содержание TNF- 78 пг/мл, IL-6 - 34 пг/мл, IL-10 -
68 пг/мл; содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+ составили,
соответственно, 33,2% (< 40%) и 1,2% (< 3%); содержание перфорина и гранзима,
соответственно, - 253 и 240 (HScore); в плевральной жидкости опухолевые клетки не
определялись (по результатам цитологического исследования). Результат лечения
предложенным способом расценивался как «частичный ответ» (PR) по шкалам
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предложенным способом расценивался как «частичный ответ» (PR) по шкалам
RECIST и PERCIST.

Через 2 мес.после завершения лечения заявленным способом по данным ККО
прогрессирования заболевания не выявлено, опухолевые клетки в плевральной
жидкости не определялись.

Пример 5
Больной М., 68 лет, масса тела 70 кг. Поступил на амбулаторное лечение с

диагнозом: Нейроэндокринный рак верхней доли правого легкого (T1aN1M1b),
метастазы в лимфатических узлах средостения, левом и правом легких, печени. Болен
в течение 2,5 лет; проведено шесть курсов химиотерапии (карбоплатин + этопозид),
иринотекан (6 мес.), метотрексат + эндоксан (метрономная терапия - последние 3
мес.), рефнот. По данным КТ и МРТ: прогрессирование заболевания - увеличение
размеров метастазов в средостении, легких, печени и развитие ракового плеврита.

Больному назначено лечение заявленным способом (после подписания
информированного согласия). Предварительно проведено КО пациента аналогично
примеру 1. ПЭТ-КТ выполняли с использованием П-РФП-2 (11C-метионина)
(предоставлен РНЦРХТ, Россия), который вводили пациенту в дозе 350 МБк, По
данным ПЭТ-КТ выявлены множественные патологические очаги в легких,
средостении, печени с гиперфиксацией П-РФП-2 размерами 2,4-4,6 см; SUV 1,8-3,9;
признаки канцероматоза плевры. Уровень онкомаркера РЭА (раково-эмбриональный
антиген) -48,5 пг/мл (норма - менее 6,3 пг/мл); содержание TNF - 810 пг/мл;
содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 58,4 и 1,9%; содержание перфорина и
гранзима, соответственно, - 7,9 и 5,1 (HScore).

Учитывая полученное значение содержания CD3+CD8+PD-1+ (>40%), на первом
этапе лечения пациенту было назначено введение Препарата-1 БТШ70-МИ в дозе 1,1
мг (0,015 мг/кг массы тела), при этом продолжительность, кратность и способ
введения указанного препарата были аналогичны описанным для первого этапа
лечения примера 4.

Через сутки после завершения первого этапа лечения содержание CD3+CD8+PD-
1+составило 50,8% (> 40%), в связи с чем дополнительно определяли аналогично
примеру 4 in vitro в цитологических препаратах, полученных из плевральной
жидкости больного, содержание специфически измененных опухолевых клеток,
которое составило 34,2% (> 20%).

Полученные результаты обусловили назначение больному на втором этапе
терапевтической схемы, включающей комплексные процедуры, которые проводились
аналогично примеру 2, и введение Препарата-2 БТШ70-МИ. В ходе комплексных
процедур лазерное воздействие осуществляли с использованием лазера на парах меди
«Систа-6» (НИИЭФА им. Д.В. Ефремова, Россия) при плотности мощности 5 Вт/см2

и времени экспозиции излучения 1 мин. Препарат-2 БТШ70-МИ, вводили пациенту
один раз в неделю внутривенно в дозе 1,8 мг (0,025 мг/кг массы тела) через 1 ч после
введения Композиции с вирусом Сендай. Терапию по указанной схеме проводили в
течение последующих четырех недель.

Через сутки после завершения второго этапа лечения у больного выполнена ПЭТ-
КТ аналогично описанной выше в настоящем примере (в рамках КО до начала
лечения), которая выявила уменьшение размера первичной опухоли и
метастатических очагов и снижение уровня их метаболической активности в среднем,
соответственно, на 8,4 и 12,5% (< 20% и < 30%). Содержание CD3+CD8+PD-1+-
34,2% (< 40%). В этой связи, на третьем этапе больному была назначена схема
терапии, включающая комплексные процедуры и введение ПОС-РФП-2 (11C-
метионина) один раз в неделю внутривенно в дозе 350 МБк через 2 ч после введения
Композиции с вирусом Сендай. Терапию по указанной схеме проводили в течение
последующих шести недель.

После завершения третьего этапа лечения получены следующие результаты ККО:
размер первичной опухоли и метастатических очагов и их метаболическая активность
уменьшились (по данным ПЭТ-КТ), соответственно, на 44,5 и 69,1% (> 30% и > 30%);
уровень РЭА - 9,8 пг/мл; содержание TNF - 102 пг/мл; содержание IL-6, IL-10 - в
пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+ составили,
соответственно, 28,7% (< 40%) и 0,6% (<3%); содержание перфорина и гранзима,
соответственно - 261 и 242 (HScore). Результат лечения заявленным способом
расценивался как «частичный ответ» (PR) по шкалам RECIST и PERCIST.

Через 3 мес. после завершения лечения предложенным способом по данным ККО
прогрессирования заболевания не выявлено, опухолевые клетки в плевральной
жидкости не определялись (по результатам цитологического исследования).

Пример 6
Больная С, 68 лет, масса тела 62 кг. Поступила на амбулаторное лечение с

диагнозом: Смешанный гепатоцеллюлярный-холангиоцеллюлярный метастатический
рак печени. Первично-распространенный рак неустановленной первичной
локализации с множественными метастазами в брюшной полости и органах малого
таза. Выявлен два года назад. Через два месяца после выявления произведена
циторедуктивная операция - экстирпация опухоли в печени, резекция толстой кишки,
удалено 11 опухолевых очагов размером до 6 см из брюшной полости и малого таза.
Онкомаркер АФП (альфа-фетопротеин) при выписке - 5300 ед./мл (норма - до 7 ед./
мл).

Через 1 мес.после операции больной назначено лечение заявленным способом
(после подписания информированного согласия). Предварительно пациентке было
проведено КО аналогично примеру 1, дополнительно включающее МРТ с
гепатотропным препаратом. По данным МРТ: резидуальные очаги по большой
кривизне желудка, брыжейке толстой кишки, в межпетельном пространстве, на
уровне запирательной ямки справа и параректально слева размерами 0,6-1,4 см. С
помощью ПЭТ-КТ, проведенной аналогично примеру 1, с использованием ПОС-
РФП-1 (11C-холин) (предоставлен РНЦРХТ, Россия) в дозе 250 МБк, выявлены
патологические очаги с гиперфиксацией ПОС-РФП-1 размерами 0,5-1,3 см; SUV 1,6-
2,4. Уровень АФП 4850 ед./мл; содержание TNF - 840 пг/мл; содержание IL-6, IL-10 -
в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+,
соответственно, - 63,7 и 2,1%; содержание перфорина и гранзима, соответственно, -
5,3 и 3,4 (HScore).
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На основании полученного значения содержания CD3+CD8+PD-1+ (> 40%), на

первом этапе лечения пациентке было назначено введение Препарата-1 БТШ70-МИ в
дозе 1,9 мг (0,03 мг/кг массы тела), при этом продолжительность, кратность и способ
введения указанного препарата были аналогичны описанным для первого этапа
лечения примера 4.

Через сутки после завершения первого этапа лечения содержание CD3+CD8+PD-1+
составило 59,5% (> 40%), в связи с чем для выбора оптимальной для следующего
этапа тактики лечения было дополнительно установлено содержание специфически
измененных опухолевых клеток -4,1% (< 6%), которое определяли аналогично
примеру 4 in vitro в цитологических препаратах, полученных из операционного
материала больной. Биопсийный материал из солидной опухоли дезагрегировали до
получения клеточной суспензии стандартным методом с использованием смеси
Трипсин:Версен (1:1). Полученную суспензию центрифугировали при 1000 об/мин в
течение 7 мин. Полученный осадок переносили в подготовленные для
культивирования 6-луночные пластиковые планшеты, содержащие среду DMEM с
добавлением 20%-ной фетальной сыворотки (20% от объема среды), и жидкость
центрифугировали при 1000 об/мин в течение 7 мин с последующим посевом в 6-
луночные пластиковые планшеты. Дальнейший ход определения аналогичен
описанному в примере 4.

На основании значений указанных показателей на втором этапе лечения пациентке
было назначено введение Препарата-2 БТШ70-МИ один раз в неделю внутривенно в
дозе 2,2 мг (0,035 мг/кг массы тела. Терапию по указанной схеме проводили в течение
последующих четырех недель.

Через сутки после завершения второго этапа лечения у больной выполнена ПЭТ-
КТ аналогично описанной выше в настоящем примере (в рамках КО до начала
лечения), которая выявила уменьшение размера метастатических очагов и уровня их
метаболической активности в среднем, соответственно, на 9,4% (< 20%) и 31,7% (>
30%). Содержание CD3+CD8+PD-1+- 34,2% (< 40%). В этой связи, на третьем этапе
больному была назначена схема терапии, включающая комплексные процедуры и
введение ПОС-РФП-2 (11C-метионина). В ходе комплексных процедур лазерное
воздействие осуществляли с использованием полупроводникового инфракрасного
лазера (ФТИ им. А.Ф. Иоффе, Россия) при плотности мощности 2 Вт/см2 и времени
экспозиции излучения 2 мин. П-РФП-2 вводили пациентке один раз в неделю
внутривенно в дозе 350 МБк через 3 ч после введения Композиции с вирусом Сендай.
Терапию по указанной схеме проводили в течение последующих шести недель.

Результаты ККО после завершения лечения (через 12 недель) показали следующее:
размер метастатических очагов и их метаболическая активность уменьшились (по
данным ПЭТ-КТ), соответственно, на 58,0 и 70,2% (> 30%); уровень АФП 180 ед./мл;
содержание TNF- 118 пг/мл, содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 29,5% (< 40%) и 0,7%
(< 3%); содержание перфорина и гранзима, соответственно - 262 и 241 (HScore).
Результат лечения заявленным способом расценивался как «частичный ответ» (PR) по
шкалам RECIST и PERCIST.

Через 1 год 9 мес. после завершения лечения заявленным способом по результатам
ККО, дополнительно включающего МРТ, прогрессирования заболевания не выявлено.
По данным МРТ: размеры резидуальных очагов в брюшной полости уменьшились в
1,9-2,2 раза; признаков избыточной целлюлярности не выявлено. По данным ПЭТ-КТ:
уменьшение размеров метастатических очагов и снижение уровня их метаболической
активности в среднем, соответственно, - на 92,4% и 95,1%. Уровень АФП - 48 ед./мл;
содержание TNF - 92 пг/мл; содержание EL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 28,1% (< 40%) и 0,3%
(< 3%); содержание перфорина и гранзима, соответственно, -258 и 241 (HScore).

Пример 7
Больной К., 59 лет, масса тела 55 кг. Поступил на амбулаторное лечение с

диагнозом: Гормонально-резистентный распространенный метастатический рак
предстательной железы. Четыре года назад произведена радикальная простатэктомия.
Через два года после операции выявлен рецидив заболевания с развитием
множественных метастазов в ребра, крестец, кости таза, позвоночник. Проведено 5
курсов химиотерапии (досетаксел + маситиниб) - без эффекта. Масса тела
уменьшилась на 37 кг. Не может себя обслуживать самостоятельно.

Через два месяца после завершения химиотерапии больному назначено лечение с
использованием заявленного способа (после подписания информированного
согласия). Перед началом лечения проведено КО пациента аналогично примеру 2.
ПЭТ-КТ выполняли с использованием П-РФП-3 (18F-холин) (предоставлен ФГБУ
«Российский онкологический научный центр имени Н.Н. Блохина» Минздрава РФ /
РОНЦ им. Н.Н. Блохина /, Россия), который вводили больному в дозе 500 МБк. По
данным ПЭТ-КТ выявлены множественные патологические очаги с гиперфиксацией
П-РФП-3 в ребрах, крестце, костях таза и позвоночнике размерами 0,8-2,2 см; SUV
1,4-3,6. Уровень ПСА - 512 нг/мл; содержание TNF - 911 пг/мл; содержание IL-6, IL-
10, - в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+,
соответственно, - 78,1 и 1,9%; содержание перфорина и гранзима, соответственно, -
3,1 и 2,3 (HScore).

На основании полученного значения содержания CD3+CD8+PD-1+ (> 40%), на
первом этапе лечения пациенту было назначено введение Препарата-1 БТШ70-МИ в
дозе 2,2 мг (0,04 мг/кг массы тела), при этом продолжительность, кратность и способ
введения указанного препарата были аналогичны описанным для первого этапа
лечения примера 3.

Через двое суток после завершения первого этапа лечения содержание
CD3+CD8+PD-1+ оставалось высоким - 69,0% (> 40%), в связи с чем у больного
дополнительно определили (аналогично примеру 4) in vitro в цитологических
препаратах, полученных из биоптата метастатического очага, содержание
специфически измененных опухолевых клеток, которое составило 38,1% (> 20%).

На основании полученных результатов на втором этапе больному назначена
терапевтическая схема, включающая комплексные процедуры, которые проводили
аналогично примеру 2, и введение Препарата-2 БТШ70-МИ. В ходе комплексных
процедур лазерное воздействие осуществляли с использованием полупроводникового

2
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ИК лазера (ФТИ им. А.Ф. Иоффе, Россия) при плотности мощности 4 Вт/см2 и
времени экспозиции излучения 1 мин. Препарат-2 БТШ70-МИ, вводили пациенту
один раз в неделю внутривенно в дозе 2,8 мг (0,05 мг/кг массы тела) через 1,5 ч после
введения Композиции с вирусом Сендай. Терапию по указанной схеме проводили в
течение последующих четырех недель.

Через двое суток после завершения второго этапа лечения у больного выполнена
ПЭТ-КТ аналогично описанной выше в настоящем примере (в рамках КО до начала
лечения), которая выявила уменьшение размера метастатических очагов с
гиперфиксацией ПОС-РФП-3 и уровня их метаболической активности в среднем,
соответственно, на 8,3 и 6,2% (< 20%). Содержание CD3+CD8+PD-1+ - 64,1% (>
40%). В этой связи, дополнительно определяли у больного содержание
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, которое составило 0,9% (< 3%). На основании полученных
результатов определения (по трем показателям) на третьем этапе больному была
назначена схема терапии, включающая комплексные процедуры, которые проводили
аналогично примеру 2 (применяемый лазер и режим воздействия соответствовали
описанным для второго этапа лечения настоящего примера), введение Препарата-2
БТШ70-МИ и введение П-РФП-3 (18F-холина). Препарат-2 БТШ70-МИ, вводили
пациенту один раз в неделю внутривенно в дозе 2,8 мг (0,05 мг/кг массы тела) через
1,5 ч после введения Композиции с вирусом Сендай. П-РФП-3 вводили один раз в две
недели внутривенно в дозе 500 МБк через 1 ч после введения Препарата-2 БТШ70-
МИ.

По результатам ККО после завершения лечения (через 12 недель) выявлено
следующее: размер метастатических очагов и их метаболическая активность
уменьшились (по данным ПЭТ-КТ с П-РФП-3) в среднем, соответственно, на 78,4 и
85,0% (> 30%); уровень ПСА снизился до 8,6 нг/мл; содержание TNF- 96 пг/мл;
содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, 34,3% (< 40%) и 0,4% (< 3%); содержание
перфорина и гранзима, соответственно - 257 и 242 (HScore). Результат лечения
заявленным способом расценивался как «частичный ответ» (PR) по шкале RECIST.

Через 1 год 2 мес.после завершения лечения заявленным способом по результатам
ККО прогрессирования заболевания не выявлено. По данным ПЭТ-КТ: дальнейшее
уменьшение размеров метастатических очагов и снижение уровня их метаболической
активности - в среднем, соответственно, на 54,2% и 65,5%. Уровень ПСА - 5,3 нг/мл;
содержание TNF - 5,6 пг/мл; содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 29,4% (<40%) и 0,5%
(<3%); содержание перфорина и гранзима, соответственно, - 262 и 240 (HScore).
Масса тела увеличилась на 13,5 кг, может самостоятельно себя обслуживать.

Пример 8
Больная В., 67 лет, масса тела 52 кг. Поступила на амбулаторное лечение с

диагнозом: Немелкоклеточный периферический рак легкого, 3В стадия, канцероматоз
плевры. Опухоль выявлена 10 месяцев назад. Проведено девять курсов химиотерапии
(гемцитабин/карбоплатин/алимта) - без эффекта. По результатам КТ выявлено
новообразование в верхушке левого легкого диаметром 6,5 см. Наличие выраженной
дыхательной недостаточности не позволило осуществить оперативное лечение.
Химиотерапия прекращена из-за развития связанной с ней почечной недостаточности.

После прекращения химиотерапии у пациентки проведено КО аналогично примеру
1. ПЭТ-КТ выполняли с использованием П-РФП-4 (18F-ФДГ) (предоставлен РНЦРХТ,
Россия), который вводили больной в дозе 240 МБк. По данным ПЭТ-КТ: размер
патологического новообразования с гиперфиксацией П-РФП-4 8,5 см; SUV 3,6;
выявлены признаки канцероматоза плевры. Уровень онкомаркера Cyfra 21-
1(цитокератина 19 фрагмент) в крови 17,4 нг/мл (норма - до 3,3 нг,мл); содержание
TNF -768 нг/мл; содержание IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание
CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, соответственно, - 67,3 и 6,4%;
содержание перфорина и гранзима, соответственно, - 2,3 и 1,5 (HScore).

Больной назначено лечение заявленным способом (после подписания
информированного согласия). На основании полученного значения содержания
CD3+CD8+PD-1+ (> 40%) на первом этапе назначено введение Препарата-1 БТШ70-
МИ в дозе 1,0 мг (0,02 мг/кг массы тела), при этом продолжительность, кратность и
способ введения указанного препарата были аналогичны описанным для первого
этапа лечения примера 3.

Через сутки после завершения первого этапа лечения, учитывая повышенное
содержания CD3+CD8+PD-1+ 59,5% (> 40%), у больной дополнительно произведено
исследование in vitro (аналогично примеру 4) цитологических препаратов,
полученных из плевральной жидкости, с определением содержания специфически
измененных опухолевых клеток, которое составило 4,5% (< 6%).

На основании полученных результатов определения на втором этапе лечения
пациентке было назначено введение Препарата-2 БТШ70-МИ один раз в неделю
внутривенно в дозе 1,6 мг (0,03 мг/кг массы тела). Терапию по указанной схеме
проводили в течение последующих четырех недель.

После завершения второго этапа лечения (через сутки) у больной выполнена ПЭТ-
КТ аналогично описанной выше в настоящем примере (в рамках КО до начала
лечения), которая выявила уменьшение размера патологического новообразования и
уровня его метаболической активности в среднем, соответственно, на 11,5 и 15,7% (<
20%) Содержание CD3+CD8+PD-1+ - 45,7% (> 40%). Полученные значения данных
показателей привели к необходимости дополнительного определения содержания
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, которое составило 8,7% (> 3%). С учетом значений трех
указанных показателей на третьем этапе пациентке была назначена схема терапии,
включающая комплексные процедуры (аналогично примеру 2), введение Препарата-2
БТШ70-МИ и введение ФП. В ходе комплексных процедур лазерное воздействие
осуществляли с использованием лазера на парах меди «Систа-6» (НИИЭФА им. Д.В.
Ефремова, Россия) при плотности мощности 1 Вт/см2 и времени экспозиции
излучения 5 мин. Препарат-2 БТШ70-МИ вводили пациентке один раз в неделю
внутривенно в дозе 1,6 мг (0,03 мг/кг массы тела) через 1 ч после введения
Композиции с вирусом Сендай. ФП водили внутривенно в дозе 0,4 мг (0,007 мг/кг
массы тела) сразу после введения Препарата-2 БТШ70-МИ. Указанная схема терапии
применялась в течение последующих шести недель.

ККО выполненное у больной через 12 недель лечения показало следующее
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ККО, выполненное у больной через 12 недель лечения, показало следующее.
Выявлено уменьшение размера патологического очага и его метаболической
активности (по данным ПЭТ-КТ) в среднем, соответственно, на 78,2 и 85,7% (> 30%);
уровень Cyfra 21-1 - 3,1 нг/мл; содержание TNF -45 нг/мл; содержание IL-6, IL-10 - в
пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ - 29,1% (< 40%); содержание
CD3+CD8+PD-1+Tim-3+ - 1,4% (< 3%); содержание перфорина и гранзима,
соответственно, - 275 и 251. В плевральной жидкости 88,6% опухолевых клеток
имели цитопатологические изменения (по результатам цитологического
исследования).

Через 1 год 2 мес. после завершения лечения заявленным способом по результатам
ККО прогрессирования заболевания не выявлено. По данным ПЭТ-КТ: дальнейшее
уменьшение размеров патологического очага и снижение уровня его метаболической
активности - в среднем, соответственно, на 87,1% и 91,5%; признаков канцероматоза
плевры не отмечено. Уровень Cyfra 21-1 - 2,8 нг/мл (в пределах нормы); содержание
TNF, IL-6, IL-10 - в пределах нормы; содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-
1+Tim-3+, соответственно, - 34,8% (< 40%) и 1,9% (< 3%); содержание перфорина и
гранзима, соответственно, - 252 и 246 (HScore); в плевральной жидкости опухолевые
клетки не определялись (по результатам цитологического исследования).

Заявленный способ был использован для лечения 42 пациентов в возрасте 33-76
лет с распространенным и метастатическим раком, в том числе: с раком простаты - 10
человек, с колоректальным раком - 7 чел., с раком почки - 4 чел., с раком шейки матки
- 2 чел., с раком матки - 2 чел., с раком поджелудочной железы - 5 чел., с раком
яичника - 3 чел., с раком молочной железы - 2 чел., с немелкоклеточным раком
легкого - 5 чел., с раком печени - 1 чел., с раком желудка - 1 чел. Все больные
находились на амбулаторном лечении. Установлено, что при использовании
иммуноонкологических препаратов (в том числе и препаратов на основе вирусов) на
развитие противоопухолевого ответа требуется определенное время. Более того,
после начала их применения опухолевые очаги могут даже увеличиться, но, как
правило, это является проявлением инфильтрации опухоли иммунокомпетентными
клетками. Однако затем развивается эффект и метастазы достаточно быстро
уменьшаются или исчезают совсем [115]. В этой связи, оценку эффективности
заявленного способа терапии проводили не только по шкале RECIST /версия 1.1/ (с
применением критериев оценки ответа основных и дополнительных очагов
опухолевого поражения /роста/) но также дополнительно использовали принятую в
иммунотерапии PERCIST, базовыми показателями которой являются изменение
размера опухоли и метаболической активности опухолевой ткани (SUV) в сравнении
с исходными (ПЭТ- критерии опухолевого ответа). В качестве дополнительных
критериев эффективности противоопухолевого иммунного ответа использовали
критерии шкалы i-RECIST- у пациентовопределяли содержание CD3+CD8+PD-1+, и
содержание CD3+CD8+PD-1+Tim-3+»);содержание перфорина и гранзима, а также
динамику уровня онкомаркеров периферической крови [62,63,64,65].

Группу сравнения составили 77 больных в возрасте 36-73 лет с распространенным
и метастатическим раком, леченных по методике способа-прототипа, в том числе: с
раком простаты - 11 чел., с колоректальным раком - 13 чел., с раком почки - 8 чел., с
раком шейки матки - 7 чел., с раком матки - 5 чел., с раком поджелудочной железы - 6
чел., с раком молочной железы -7 чел., с немелкоклеточным раком легкого - 13 чел., с
раком желудка - 7 чел. Все больные группы сравнения лечились амбулаторно.
Эффективность лечения оценивали по шкале RECIST, определяли также динамику
уровня онкомаркеров периферической крови. такие дополнительные критерии как
содержание CD3+CD8+PD-1+ и CD3+CD8+PD-1+Tim-3+, содержание перфорина и
гранзима, ПЭТ-критерии - у пациентов группы сравнения не использовались.

Результаты сравнения эффективности терапии с использованием заявленного
способа и способа-прототипа приведены в табл. 18.
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Формула изобретения
1. Способ терапии метастатического рака, включающий введение пациенту

композиции, содержащей вирус Сендай и фармацевтически приемлемый носитель,
отличающийся тем, что лечение включает три этапа, при этом предварительно
определяют у пациента размер опухоли и метаболическую активность опухолевой
ткани, именуемые в дальнейшем морфо-функциональными показателями опухоли,
определяют в биологическом образце пациента процентное содержание Т-
цитотоксических лимфоцитов субпопуляции CD8 периферической крови с
рецепторами программированной клеточной смерти (PD-1) по отношению к общему
числу лимфоцитов указанной субпопуляции, именуемое в дальнейшем содержанием
PD-1-позитивных Т-лимфоцитов, и при значении указанного показателя 40% и менее
на первом этапе лечения воздействуют на поверхность кожи пациента импульсно-
периодическим лазерным излучением при плотности мощности 0,5-5,0 Вт/см2,
длительности импульсов 10-12 нс, частоте следования импульсов 5-20 кГц и времени
экспозиции 1-5 мин, после завершения лазерного воздействия пациенту вводят
композицию, содержащую вирус Сендай в суммарной дозе 107,0-108,0 ТЦД50,
внутрикожно в зону данного воздействия, повторяют указанную процедуру,
именуемую в дальнейшем комплексной процедурой, на 8-е сутки и через 4-5 суток
после проведения второй комплексной процедуры считают первый этап лечения
завершенным, а при содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40%
пациенту на первом этапе лечения вводят препарат, представляющий собой
рекомбинантный человеческий БТШ70 (рчБТШ70), именуемый в дальнейшем
Препаратом-1 БТШ70, внутривенно в дозе 0,005-0,05 мг/кг массы тела, один раз в
сутки, в течение семи суток, через 1-2 суток после завершения первого этапа лечения
повторно определяют содержание PD-1-позитивных Т-лимфоцитов и при его
значении 40% и менее пациенту на втором этапе лечения проводят комплексные
процедуры в течение последующих четырех недель при кратности их проведения
один раз в неделю, а при значении указанного показателя более 40% дополнительно
определяют в цитологических препаратах, полученных из биологического образца
пациента, суммарное процентное содержание опухолевых клеток, имеющих вирус-
индуцированные цитопатологические изменения, специфические для вируса Сендай,
по отношению к общему количеству опухолевых клеток, именуемое в дальнейшем
содержанием специфически измененных опухолевых клеток, и при содержании PD-1-
позитивных Т-лимфоцитов более 40% и содержании специфически измененных
опухолевых клеток более 20% пациенту на втором этапе лечения назначают
терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры и введение препарата,
представляющего собой гибридный белок на основе рчБТШ70 и Fc-фрагмента
человеческого иммуноглобулина G (IgG), именуемого в дальнейшем Препаратом-2
БТШ70, один раз в неделю внутривенно в дозе 0,005-0,05 мг/кг массы тела, и
проводят терапию по указанной схеме в течение последующих четырех недель, при
этом кратность проведения комплексных процедур составляет один раз в неделю, а
Препарат-2 БТШ70 вводят после каждой из данных процедур, при содержании PD-1-
позитивных Т-лимфоцитов более 40% и содержании специфически измененных
опухолевых клеток менее 6% пациенту на втором этапе лечения вводят Препарат-2
БТШ70 в указанных выше дозировках и режиме в течение последующих четырех
недель, через 1-2 суток после завершения второго этапа лечения у пациента повторно
определяют морфо-функциональные показатели опухоли и оценивают их
количественное изменение в процентах по отношению к исходным показателям с
учетом их направленности, а также содержание PD-1-позитивных Т-лимфоцитов и
при уменьшении размера опухоли более чем на 20% и метаболической активности
опухолевой ткани более чем на 30%, и при содержании PD-1-позитивных Т-
лимфоцитов 40% и менее пациенту на третьем этапе лечения проводят комплексные
процедуры в течение последующих шести недель при кратности их проведения один
раз в неделю, при уменьшении размера опухоли более чем на 20% и метаболической
активности опухолевой ткани более чем на 30% и при содержании PD-1-позитивных
Т-лимфоцитов более 40% пациенту на третьем этапе лечения назначают
терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры и введение
Препарата-2 БТШ70 в указанных выше дозировках и режиме, и проводят терапию по
указанной схеме в течение последующих шести недель, при этом кратность
проведения комплексных процедур составляет один раз в неделю, а Препарат-2
БТШ70 вводят после каждой из данных процедур, при уменьшении хотя бы одного из
морфо-функциональных показателей, соответственно, размера опухоли - на 20% и
менее, метаболической активности опухолевой ткани - на 30% и менее или их
увеличении и при содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов 40% и менее
пациенту на третьем этапе лечения назначают терапевтическую схему, включающую
комплексные процедуры и введение препарата, содержащего позитрон-излучающий
радионуклид, конъюгированный с опухоль-специфической субстанцией, именуемого
в дальнейшем опухоль-специфическим позитрон-излучающим радиофармпрепаратом,
и проводят терапию по указанной схеме в течение последующих шести недель, при
этом кратность проведения комплексных процедур составляет один раз в неделю, а
опухоль-специфический позитрон-излучающий радиофармпрепарат вводят после
комплексной процедуры, при уменьшении хотя бы одного из морфо-функциональных
показателей, соответственно, размера опухоли - на 20% и менее, метаболической
активности опухолевой ткани - на 30% и менее или их увеличении и при содержании
PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40% у пациента дополнительно определяют
процентное содержание Т-цитотоксических лимфоцитов субпопуляции CD8
периферической крови с PD-1 и Tim-3 рецепторами по отношению к общему числу
лимфоцитов указанной субпопуляции, именуемое в дальнейшем содержанием PD-1,
Tim-3-дубль-позитивных Т-лимфоцитов, и при уменьшении хотя бы одного из морфо-
функциональных показателей, соответственно, размера опухоли - на 20% и менее,
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метаболической активности опухолевой ткани - на 30% и менее или их увеличении,
при содержании PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40% и при содержании PD-1,
Tim-3-дубль-позитивных Т-лимфоцитов 3% и менее пациенту на третьем этапе
лечения назначают терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры,
введение Препарата-2 БТШ70 в указанных выше дозировках и режиме и введение
опухоль-специфического позитрон-излучающего радиофармпрепарата в течение
последующих шести недель, при этом кратность проведения комплексных процедур
составляет один раз в неделю, Препарат-2 БТШ70 вводят после каждой из данных
процедур, а опухоль-специфический позитрон-излучающий радиофармпрепарат
вводят после введения Препарата-2 БТШ70, сочетанного с проведением комплексной
процедуры, а при уменьшении хотя бы одного из морфо-функциональных
показателей, соответственно, размера опухоли - на 20% и менее, метаболической
активности опухолевой ткани - на 30% и менее или их увеличении, при содержании
PD-1-позитивных Т-лимфоцитов более 40% и при содержании PD-1, Tim-3-дубль-
позитивных Т-лимфоцитов более 3% пациенту на третьем этапе лечения назначают
терапевтическую схему, включающую комплексные процедуры, введение Препарата-2
БТШ70 в указанных выше дозировках и режиме и введение фракции
липополисахарида продигиозана с молекулярной массой менее 10 кДа, обладающей
способностью блокировать PD-1 и Tim-3 рецепторы Т-цитотоксических лимфоцитов
субпопуляции CD8 периферической крови, полученной путем электронно-лучевой
обработки указанного липополисахарида с последующим фракционированием,
именуемой в дальнейшем фракцией продигиозана-блокатором иммунных
контрольных точек (ИКТ), и проводят терапию по указанной схеме в течение
последующих шести недель, при этом кратность проведения комплексных процедур
составляет один раз в неделю, Препарат-2 БТШ70 вводят после каждой из данных
процедур, а фракцию продигиозана-блокатор ИКТ вводят после каждого введения
Препарата-2 БТШ70, сочетанного с проведением комплексной процедуры.

2. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в ходе комплексной процедуры
воздействуют на поверхность кожи пациента импульсно-периодическим лазерным
излучением в зеленом/желтом диапазоне.

3. Способ по п. 2, отличающийся тем, что воздействие импульсно-периодическим
лазерным излучением осуществляют с использованием лазера на парах меди с длиной
волны 510,6 и 578 нм при плотности мощности 1-5 Вт/см2 и времени экспозиции 1-5
мин.

4. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в ходе комплексной процедуры
воздействуют на поверхность кожи пациента импульсно-периодическим лазерным
излучением в инфракрасном диапазоне на длинах волн 800-1500 нм.

5. Способ по п. 4, отличающийся тем, что воздействие импульсно-периодическим
лазерным излучением осуществляют с использованием полупроводникового
инфракрасного лазера с длиной волны 830 нм при плотности мощности 1-4 Вт/см2 и
времени экспозиции 1-4 мин.

6. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в качестве биологического образца
пациента, применяемого для определения содержания PD-1-позитивных Т-
лимфоцитов, а также содержания PD-1, Tim-3-дубль-позитивных Т-лимфоцитов,
используют периферическую кровь пациента.

7. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в качестве биологического образца
пациента, применяемого для получения цитологических препаратов, используют
биопсийный материал.

8. Способ по п. 7, отличающийся тем, что при наличии у пациента канцероматоза
брюшины или/и плевры в качестве биопсийного материала используют
аспирационную жидкость, полученную из брюшной или/и плевральной полостей
пациента.

9. Способ по п. 7, отличающийся тем, что в качестве биопсийного материала
используют фрагмент солидной опухоли пациента.

10. Способ по п. 9, отличающийся тем, что в качестве биопсийного материала
используют пунктат, полученный при тонкоигольной аспирационной биопсии
солидной опухоли пациента.

11. Способ по п. 1, отличающийся тем, что содержание специфически измененных
опухолевых клеток определяют в монослойных цитологических препаратах,
полученных из биологического образца пациента.

12. Способ по пп. 1, 11, отличающийся тем, что определение в цитологических
препаратах, полученных из биологического образца пациента, содержания
специфически измененных опухолевых клеток включает подсчет многоядерных
клеток, клеток с микроядрами, клеток с гигантскими ядрами и клеток с массивной
вакуолизацией цитоплазмы с последующим суммированием их количества.

13. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в терапевтической схеме, применяемой,
начиная со второго этапа лечения, и включающей комплексные процедуры и введение
Препарата-2 БТШ70, пациенту вводят Препарат-2 БТШ70 через 1-1,5 ч после
введения композиции, содержащей вирус Сендай.

14. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в качестве опухоль-специфического
позитрон-излучающего радиофармпрепарата используют 11С-холин.

15. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в качестве опухоль-специфического
позитрон-излучающего радиофармпрепарата используют 11С-метионин.

16. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в качестве опухоль-специфического
позитрон-излучаюшего радиофармпрепарата используют 18F-холин.

17. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в терапевтических схемах,
применяемых на третьем этапе лечения и включающих введение опухоль-
специфического позитрон-излучающего радиофармпрепарата, данный препарат
вводят пациенту внутривенно в дозе 250-500 МБк 1-2 раза в течение двух недель.

18. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в терапевтической схеме, применяемой
на третьем этапе лечения и включающей комплексные процедуры и введение
опухоль-специфического позитрон-излучающего радиофармпрепарата, данный
препарат вводят через 2-3 ч после введения композиции, содержащей вирус Сендай.

19. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в терапевтической схеме, применяемой
на третьем этапе лечения и включающей комплексные процедуры, введение
Препарата-2 БТШ70 и введение опухоль-специфического позитрон-излучающего
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радиофармпрепарата, пациенту вводят Препарат-2 БТШ70 один раз в неделю через 1-
1,5 ч после введения композиции, содержащей вирус Сендай, а опухоль-
специфический позитрон-излучающий радиофармпрепарат вводят через 1-1,5 ч после
введения Препарата-2 БТШ70, сочетанного с проведением комплексной процедуры.

20. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в терапевтической схеме, применяемой
на третьем этапе лечения и включающей комплексные процедуры, введение
Препарата-2 БТШ70 и введение фракции продигиозана-блокатора ИКТ, пациенту
вводят Препарат-2 БТШ70 один раз в неделю через 1-1,5 ч после введения
композиции, содержащей вирус Сендай, а фракцию продигиозана-блокатор ИКТ
вводят после каждого введения Препарата-2 БТШ70, сочетанного с проведением
комплексной процедуры.

21. Способ по п. 1, отличающийся тем, что используют фракцию продигиозана-
блокатор ИКТ, в ходе получения которой электронно-лучевую обработку
липополисахарида продигиозана осуществляют с помощью широкоапертурных
импульсных электронных пучков с энергией электронов 180-200 кэВ при
поглощенной дозе 150 кГр.

22. Способ по п. 1, отличающийся тем, что используют фракцию продигиозана-
блокатор ИКТ, в ходе получения которой фракционирование осуществляют методом
ультрафильтрации с применением мембран с порогом отсечения по молекулярной
массе 10 кДа.

23. Способ по п. 1, отличающийся тем, что в терапевтической схеме, применяемой
на третьем этапе лечения, фракцию продигиозана-блокатор ИКТ вводят пациенту
внутривенно в дозе 0,005-0,01 мг/кг массы тела.
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