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Введение
В настоящее время развитие клеточных и гене-

тических технологий является одним из приоритет-

ных направлений развития медицины в мире и объ-

ектом для внимания со стороны государства, регу-

ляторных органов и международных организаций.

Вывод на рынок препаратов клеточной терапии (в

том числе на основе генетически модифицирован-

ных клеток) предполагает поэтапную их разработку

и обязательную оценку эффективности и безопас-

ности в доклинических и клинических исследова-

ниях. В России, в отличие от стран Европейского

союза (ЕС), США, Японии, Южной Кореи, на сего-

дняшний день отсутствуют препараты клеточной те-

рапии (в соответствии с национальным законода-

тельством — биомедицинские клеточные продукты,

БМКП [1]), разрешённые к применению в меди-

цинской практике, а также опыт по рассмотрению

результатов их доклинических исследований

(ДКИ). Требования к проведению ДКИ БМКП рег-

ламентированы Правилами надлежащей практики

по работе с БМКП, утверждёнными приказом Мин-

здрава России № 512н от 8 августа 2018 г. (далее Пра-

вила) [2]. Что касается других стран, необходимо от-

метить, что в открытых источниках информации до-

ступны требования к проведению ДКИ препаратов

клеточной терапии только регуляторных органов

ЕС и США (ЕМА и FDA, соответственно). 
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странах Евросоюза и США, были Руководство по

лекарственным препаратам на основе клеток

(Guideline on human cell-based medicinal products)

[3] и Руководство для отрасли «Доклиническая

оценка экспериментальных препаратов для кле-

точной и генной терапии» (Guidance for Industry:

Preclinical Assessment of Investigational Cellular

and Gene Therapy Product) [4], в соответствии с

которыми этапы проведения ДКИ включают

предварительные исследования (исследования in
vitro, пилотные исследования in vivo, фармаколо-

гические исследования по подтверждению кон-

цепции) и итоговые (фармакодинамика, фарма-

кокинетика/биораспределение, токсикологичес-

кие исследования). 

Однако в последнее время со стороны ЕМА и

FDA наблюдается тенденция уточнения общих

требований к проведению ДКИ с учётом накоп-

ленного опыта разработки и регистрации таких

препаратов. Так, например, в 2019 г. в ЕМА актив-

но обсуждались «Руководство по качеству, докли-

ническим и клиническим данным, требующимся

для проведения клинических исследований пре-

паратов передовой терапии» (Guideline on quality,

non-clinical and clinical requirements for investiga-

tional advanced therapy medicinal products in clinical

trials) и «Руководство по качеству, доклиническим

и клиническим аспектам лекарственных препара-

тов, содержащих генетически модифицирован-

ные клетки» (Guideline on quality, non-clinical and

clinical aspects of medicinal products containing

genetically modified cells) [5, 6], которые включают

следующие аспекты проведения ДКИ, отсутству-

ющие в российской нормативной базе по БМКП:

1. Для определения достаточного объёма и

продолжительности ДКИ должен применяться

риск-ориентированный подход, включающий ри-

ски, связанные с самим препаратом, накоплен-

ными научными знаниями и клиническим опы-

том применения аналогичных типов продуктов. В

случае, когда риски, связанные с клиническим

использованием продукта, хорошо понятны и из-

вестны из предыдущего клинического опыта ра-

боты с соответствующими продуктами, програм-

ма ДКИ может быть адаптирована соответственно

при условии, что риски являются управляемыми. 

2. Степень и продолжительность воздейст-

вия препарата на организм существенно влияют

на ожидаемые риски, связанные с его клиничес-

ким использованием. Например, если продукт

предназначен для местного использования, то по-

требность в оценке системных эффектов доволь-

но низка. Аналогично, если продукт сохраняется в

организме короткое время, и не будет вызывать

долгосрочных эффектов, продолжительность

ДКИ безопасности может быть сокращена. 

3. Потребность в исследованиях биораспре-

деления зависит от пути введения и места дейст-

вия препарата. При системном введении данные

о биораспределении необходимы. Потенциал

распределения клеток считается ограниченным,

если клетки структурно или физически содержат-

ся, то есть производятся, на матрице или скаф-

фолдах или применяются в ограниченном прост-

ранстве, закрытом, например, мембраной для

предотвращения распределения клеток. В таких

случаях данные о биологическом распределении

могут не потребоваться. Структурная целост-

ность «конструкции» препарата в месте его введе-

ния должна быть продемонстрирована для под-

тверждения отсутствия нецелевого попадания

клеток [3, 5].

4. В ходе подтверждения безопасности пре-

паратов клеточной терапии в ДКИ стандартные

исследования канцерогенности на грызунах в те-

чение их жизни, как правило, не требуется. Требо-

вание по определению риска возникновения опу-

холей подразумевает определение туморогенного

потенциала клеточной линии, входящей в состав

препарата, причём необходимо обратить внима-

ние, что такие исследования чаще всего ограничи-

ваются определением кариотипа, генетической

стабильности и пролиферативного потенциала. 

5. Данные ДКИ, которые могут быть предо-

ставлены на более поздних стадиях разработки

препаратов клеточной терапии в соответствии с

Руководством [5]: 

— долгосрочные данные по безопасности

могут быть предоставлены для поддержки прове-

дения последующих фаз КИ для препаратов, ко-

торые, как ожидается, сохраняются в организме в

течение длительного периода времени, промежу-

точные или краткосрочные данные безопасности

могут быть использованы для разрешения на пер-

вое применение в КИ;

— данные по токсичности повторных доз:

клиническое исследование с многократным вве-

дением препарата может быть начато без ДКИ

токсичности повторных доз при условии, что та-

кие данные будут доступны прежде, чем человеку

будет введена вторая доза (когда интервал дозиро-

вания очень велик или когда доказано выведение

препарата из организма до следующего введения); 

— окончательные данные по миграции или

распределению по целевым и нецелевым орга-

нам, и долгосрочной персистенции могут быть

представлены до применения препарата у боль-

шого числа пациентов; 

— в некоторых случаях долгосрочные дан-

ные по туморогенности могут быть предоставле-

ны перед использованием препарата у большого

числа пациентов;

— оценка иммуногенности, если она не по-

лучена из предыдущих исследований подтверж-

дения концепции или безопасности, может быть

предоставлена на более поздних этапах; 
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— исследование репродуктивной токсично-

сти, если ожидается воздействие на репродуктив-

ную функцию и/или развитие, может быть пред-

ставлено перед использованием препарата у

большого числа пациентов. 

Что касается проведения ДКИ препаратов

клеточной терапии (БМКП) в соответствии с

российским законодательством, то общие прин-

ципы проведения ДКИ соответствуют требова-

ниям зарубежных руководств. Однако необходи-

мо обратить внимание, что значительными отли-

чиями национальных требований являются:

— отсутствие возможности замены ДКИ ре-

зультатами клинического опыта с этим или ана-

логичным препаратом;

— невозможность поэтапного представле-

ния тех или иных данных ДКИ (в частности, ис-

следования онкогенности исключают проведение

краткосрочных тестов и должны быть предостав-

лены до проведения клинических исследований);

— сокращение программы ДКИ предусмотре-

но только в отдельных случаях для определённых

типов БМКП (например, исследования онкогенно-

сти БМКП не проводятся только для препаратов,

предназначенных для терапии местнораспростра-

нённых и метастатических злокачественных опухо-

лей), в остальных случаях должен быть проведён

предусмотренный Правилами объём ДКИ [2].

Опыт проведения доклинических
исследований препаратов 
клеточной терапии, разрешённых 
к применению в разных
странах мира
При проведении анализа ДКИ препаратов

клеточной терапии, разрешённых к применению

в разных странах мира, была использована нор-

мативная документация на разрешённые к меди-

цинскому применению препараты, находящаяся

на официальных сайтах регуляторных органов

стран США, ЕС, Японии. Особое внимание было

уделено дизайну и объёму проведённых ДКИ, ви-

ду моделей животных, обоснованию отсутствия

тех или иных исследований, на основе которых

препарат получил разрешение на проведение

клинических исследований. 

Доклинические исследования препаратов кле-
точной терапии, содержащих генетически моди-
фицированные клетки

1. Препараты на основе Т-лимфоцитов, несу-
щих химерные антигенные рецепторы (Chimeric
Antigen Receptors, CAR): KYMRIAH (Novartis, ЕС,
США) и Yescarta (Kite Pharma, Gilead, ЕС, США) 

Препараты KYMRIAH и Yescarta представляют

собой генетически модифицированные Т-клетки,

в геном которых с помощью вирусных векторов

введён ген, кодирующий CAR к CD19 (CD19 CAR

Т-клетки); предназначены для лечения острого

лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) и диффузной В-

крупноклеточной лимфомы (ДВККЛ).

Анализ документов на препарат KYMRIAH,

находящихся на сайтах регуляторных органов

США и ЕС, показал значительные отличия в объ-

ёме представленных данных ДКИ в заявках на ре-

гистрацию в FDA и ЕМА, в частности в заявке в

FDA, представлен лишь перечень проведённых

ДКИ с указанием кратких результатов (рис. 1) [7,

8]. В документах на препарат KYMRIAH, пред-

ставленных на государственную регистрацию в

ЕМА [9], помимо развёрнутого перечня и резуль-

татов проведённых ДКИ, содержится подробное

описание разработки препарата: выбор промото-

ра в конструкции для экспрессии химерного ан-

тигенного рецептора, костимулирующего доме-

на, обуславливающего эффективность цитопати-

ческого эффекта, изучение профиля секретируе-

мых цитокинов CAR CD4 и CD8 T-клеток после

стимуляции опухолевыми клетками [10]. В целом

были представлены следующие результаты ДКИ

препарата KYMRIAH, полученные in vivo на мо-

делях животных:

1) Исследования по оптимизации дозы: все

типы CD19 CAR T-клеток (с различными иссле-

дуемыми костимуляторными доменами) показа-

ли высокую противолейкозную активность при

дозе 2�106 CD19 CAR T-клеток, которые были

введены через две недели после индукции остро-

го лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) у мышей. 

2) Фармакокинетические исследования (би-

ораспределение) проводили на иммунодефицит-

ных мышах линии NOG (4 мыши/группа) после

индукции ОЛЛ. Через три недели были введены

CD19 CAR T-клетки в дозах 1�106, 5�106 или

20�106 клеток/кг. 

Плановые умерщвления животных проводи-

лись на 42-е и 56-е сутки исследования (через 21 и

35 сут после введения Т-клеток). В последующие

моменты времени животных выводили из экспе-

римента при необходимости или на 217-е сутки

исследования. Через 21 и 35 сут после введения,

CD19 CAR Т-клетки были обнаружены в селезён-

ке, лёгких и почках у всех животных, которым

вводили 20�106 клеток/кг, за исключением образ-

ца почки у одного животного (35 сут после дозы).

В костном мозге CD19 CAR Т-клетки были обна-

ружены у всех животных на 35-е сутки после вве-

дения. При более низких дозах 5�106 и 1�106 кле-

ток/кг Т-клетки были обнаружены в редких слу-

чаях и только в лёгких. На 217-е сутки исследова-

ния CD19 CAR Т-клетки были обнаружены в се-

лезёнке, почках и костном мозге одного живот-

ного, которому вводили дозу 5�106 клеток/кг.

3) Исследования токсичности введения одно-

кратной дозы, многократных доз, канцерогеннос-

ти, репродуктивной токсичности не проводились.



Отсутствие исследований токсичности одно-

кратной дозы считается приемлемым, так как

препарат является персонализированным (ауто-

логичным) продуктом. Отсутствие исследований

токсичности повторной дозы считается допусти-

мым на основе того факта, что препарат будет

вводиться в виде одной инфузии.

Стандартные исследования генотоксичности

и канцерогенности на грызунах не подходят для

оценки риска инсерционного мутагенеза для ге-

нетически модифицированных продуктов кле-

точной терапии. Альтернативных адекватных мо-

делей животных не существует. Потенциальный

риск инсерционного мутагенеза, приводящий к

возможности развития вторичных злокачествен-

ных новообразований, оценивали путём анализа

сайта интеграции лентивируса на образцах пре-

парата KYMRIAH от 6 детей больных ОЛЛ (КИ

CCTL019B2202), 6 пациентов с ДВККЛ (КИ

CCTL019C2201) и 2 здоровых добровольцев. В

целом, наблюдалась интеграция в привычные для

лентивируса сайты [11, 12]. 

В лабораторных исследованиях сокультиви-

рование CD19 CAR T-клеток с клетками от здо-

ровых доноров и пациентов показало отсутствие

преобразования и/или иммортализации Т-кле-

ток. Исследования in vivo у иммунодефицитных

мышей продемонстрировали отсутствие при-

знаков аномального роста клеток или возник-

новения клональности клеток в течение перио-

да до 7 месяцев, что представляет собой самый

длинный значимый период наблюдения для им-

мунокомпрометированных моделей мыши. 

4) Отсутствие клинических эффектов, свя-

занных с перекрёстной реактивностью на цели,

отличные от CD19, было показано при проведе-

нии иммуногистохимии, гибридизации in situ и

ОТ-ПЦР на тканях ЦНС человека и обезьян

Cynomolgus (исследования компании Novartis

1420055 и 1420059). 

При рассмотрении отчёта о ДКИ экспертами

ЕМА было признано приемлемым отсутствие со-

ответствия токсикологических исследований

правилам GLP ввиду того, что стандартные ис-

следования токсичности однократной или по-

вторных доз не могут быть выполнены из-за от-

сутствия релевантной модели животных. Кроме

того, необходимо обратить внимание, что докли-

нические исследования in vitro и in vivo препарата

KYMRIAH проводились с использованием опу-

холевых клеток от пациентов с ОЛЛ, но не с

ДВККЛ. Отсутствие доклинических фармаколо-

гических исследований с клетками от пациентов

с ДВККЛ считается приемлемым, исходя из кли-

нического опыта с этим показанием.

Второй препарат на основе химерных анти-

генных рецепторов, разрешённый к применению

в медицинской практике в США и ЕС — Yescarta
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Доклинические исследования препарата KYMRIAH (tisagenlecleucel)

Эффективность

конструкции CAR

Анализ специфичности CD19-связывающего домена

с использованием плазмы человека

Активность Оценка противоопухолевой активности KYMRIAH in vivo
на модели ксенотрансплантата опухоли на мышах

Биораспределение Анализ клеточного распределения и персистенции KYMRIAH 

у мышей с индуцированными опухолями

Безопасность

лентивирусной

конструкции

(инсерционный

мутагенез)

Анализ сайта интеграции лентивирусного вектора в геном человека

проводили на образцах от 14 доноров (2 здоровых донора 

и 12 пациентов — дети с ОЛЛ и с ДВККЛ). Трансдуцированные образцы

демонстрировали стандартные паттерны интеграции лентивируса. 

При сокультивировании KYMRIAH с образцами крови 

от здоровых доноров и пациентов не было выявлено иммортализации

или злокачественной трансформации Т-клеток

Токсикологические

исследования

Анализ отдельных параметров токсикологии.

Для препарата не применимы классические 

токсикологические исследования. 

Не были проведены исследования генотоксичности, 

in vivo канцерогенности и репродуктивной токсичности 

Рис. 1. Дизайн доклинического исследования препарата KYMRIAH [7, 8].
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(Kite) по эффективности трансдукции и произ-

водственным характеристикам (скорость роста

клеток, жизнеспособность, профиль секретируе-

мых факторов) соответствует продукту КТЕ-С19,

разработанному ранее в Национальном институ-

те рака (NCI), США [13]. В ходе научных кон-

сультаций с FDА и ЕМА было решено, что докли-

нические исследования, проведённые с помощью

CD19 CAR T-клеток, изготовленных в NCI, не

должны повторяться компанией Kite при условии

доказательства сопоставимости продуктов и про-

цессов производства.

Заявитель представил in vitro и in vivo данные

доклинической фармакологии для КТЕ-С19. Для

in vitro оценки специфической активности против

CD19 клеток-мишеней заявитель использовал

CD19 CAR Т-клетки от пациентов, которые были

зарегистрированы в КИ, проведённых NCI. Спе-

цифичность и активность CD19 CAR Т-клеток

оценивали методом ELISA по их способности

продуцировать IFN-γ при сокультивировании с

CD19-положительными или CD19-негативными

клетками-мишенями. Характеристику, специ-

фичность и цитотоксическое действие Т-клеток,

трансдуцированных конструкцией с CAR, оцени-

вали на клетках хронического миелоидного лей-

коза K562. Исследования по характеристике

CD19 CAR Т-клеток включали анализ трансдук-

ции и фенотипа, специфичности и биологичес-

кой активности аутологичных CD19 CAR Т-кле-

ток, полученных от 15 пациентов с неходжкин-

скими лимфомами в NCI. CD19 CAR Т-клетки

продуцировали IFN-γ при сокультивировании с

клеточной линией CD19-K562, экспрессирую-

щей CD19 [14], а также 17 цитокинов (IL-2, IL-6,

IL-13, фактор некроза опухоли-α (TNF-α), грану-

лоцитарный макрофагально-колониестимулиру-

ющий фактор (GM-CSF), IL-4, IL-5, IL-10, IFN-γ,

растворимый CD137, макрофагальные белки вос-

паления (MIP)-1α и MIP -1β, гранзим А, гранзим

Б, растворимый Fas-лиганд (sFASL), раствори-

мый FAS (рецептор для sFASL) и перфорин), что

свидетельствует о том, что CD19 CAR T-клетки от

всех доноров показывают CD19-зависимую акти-

вацию и секрецию разнообразных биологических

факторов в ответ на стимуляцию химерными ан-

тигенными рецепторами.

Доклинические исследования КТЕ-С19 были

проведены при использовании гомологичного

препарата мыши (в конструкции CAR человека

домен scFv был заменён на домен из 1D3 mAb

мыши, узнающий мышиный CD19) на имму-

нокомпетентных мышах. Мышиные CD19 CAR

Т-клетки были введены сингенным мышам с ин-

дуцированной лимфомой для исследования их

противоопухолевого эффекта. Кроме того, гомо-

логичная модель препарата была исследована in
vitro на активацию секреции цитокинов при со-

культивировании с клетками, секретирующими и

не секретирующими CD19.

Специфическую активность определяли по

способности CD19 CAR Т-клеток как предотвра-

щать, так и элиминировать развитие лимфомы (в

том числе метастазирование): введение синген-

ным мышам гомологичного препарата как с про-

филактической, так и с терапевтической целью

приводило к длительному выживанию мышей по

сравнению с контролем, где животные быстро

погибали от развития лимфомы.

В ходе фармакокинетических исследований

изучение абсорбции не проводилось. Биорас-

пределение изучали с использованием гомоло-

гичного препарата у сингенных мышей с лим-

фомой методом проточной цитометрии. Мыши-

ные CD19 CAR Т-клетки обнаруживались в се-

лезёнке через 8 сут, но не позднее 63 сут после

применения препарата [15]. Таким образом,

персистентность CD19 CAR Т-клеток может

быть продемонстрирована только в течение ко-

роткого промежутка времени, несмотря на про-

должительный противоопухолевый эффект и

гибель В-клеток до 209 сут (последний исследо-

ванный момент времени). Наличие CD19 CAR

Т-клеток мыши в селезёнке подтверждено в те-

чение 8–63 сут после инфузии. Других доклини-

ческих фармакокинетических исследований не

проводилось.

Токсикологические исследования при одно-

кратном введении заявителем не проводились из-

за отсутствия соответствующей модели животно-

го. Исследования влияния на здоровые В-клетки

гомологичного препарата были совмещены с

фармакологическими исследованиями на син-

генных мышах, в результате которых наблюда-

лось длительное истощение нормальных В-кле-

ток. Обнаружение токсических эффектов как при

использовании гомологичного препарата, так и

человеческого препарата затруднено из-за следу-

ющих ограничений: препараты могут демонст-

рировать различное нецелевое (off-target) рас-

познавание других антигенов из-за различных

доменов scFvs; использование человеческого

препарата на иммунодефицитных мышах огра-

ничено из-за потенциальных различий в пере-

крёстном распознавании несвязанных антиге-

нов, различий в паттернах экспрессии антигенов

и различий в выживании in vivo. 
Исследования генотоксичности, канцероген-

ности, репродуктивной токсичности и других ви-

дов токсичности не проводились. Данные

литературы свидетельствуют о низкой вероятнос-

ти инсерционного мутагенеза ретровирусных

векторов, используемых в препарате. Исследова-

ния репродуктивной токсичности не проводи-

лись из-за отсутствия моделей животных, однако

риск признан минимальным в соответствии с Ру-



ководством по доклинической оценке возможно-

сти случайной передачи зародышевой линии век-

торов переноса генов [16].

Исследование побочных эффектов, связан-

ных с неконтролируемой пролиферацией Т-кле-

ток, синдромом лизиса опухолевых клеток, синд-

ромом высвобождения цитокинов и синдромом

активации макрофагов не может быть проведено

в ДКИ, так как такая ожидаемая токсичность в

значительной степени будет зависеть от индиви-

дуальных особенностей пациента, например, от

степени опухолевой нагрузки. 

Таким образом, в результате анализа ДКИ

препаратов на основе химерных антигенных ре-

цепторов, разрешённых к применению в мире,

можно сделать следующие выводы:

1) В качестве препарата при оценке специ-

фической активности и биораспределения мо-

жет быть использован как целевой препарат

(предназначенный для применения пациентам,

например, KYMRIAH) на иммунодефицитных

мышах, так и гомологичная модель препарата (в

случае с препаратом Yescarta) на иммунокомпе-

тентных животных. Преимуществами использо-

вания в ДКИ гомологичного препарата является

отсутствие неспецифических ксеногенных им-

мунных реакций на клетки человека у мышей

или отсутствие сложных взаимодействий CD19

CAR Т-клеток с другими компонентами им-

мунной системы животного. Недостатками го-

мологичной модели препарата на основе хи-

мерных антигенных рецепторов являются от-

личная от препарата человека афинность доме-

на scFv, получение трансдуцированных клеток,

состав подмножеств Т-клеток, различия в пат-

тернах экспрессии антигенов и различия в вы-

живании in vivo.
2) ДКИ препаратов включали исследования

in vitro: анализ специфичности CD19-связываю-

щего домена с использованием плазмы человека;

изучение профиля секретируемых цитокинов

CAR-T клеток после стимуляции опухолевыми

клетками. 

3) ДКИ препаратов включали исследования

in vivo (на мышах):

— исследования по оптимизации дозы;

— специфическая (противоопухолевая) ак-

тивность (по способности анти-CD19 CAR-Т кле-

ток как предотвращать, так и элиминировать раз-

витие лимфомы (в том числе метастазирование));

— фармакокинетические исследования (би-

ораспределение);

— стандартные исследования токсичности

однократной или многократных доз не были вы-

полнены вследствие аутологичного однократного

применения препаратов. 

4) Потенциальный риск инсерционного му-

тагенеза оценивали при сокультивировании

CAR+ T-клеток с клетками от здоровых доноров

и пациентов. Риск трансформации и/или иммор-

тализации Т-клеток выявлен не был. 

2. Препараты на основе генетически модифици-
рованных гематопоэтических стволовых клеток,
трансдуцированных вирусным вектором с целевым ге-
ном: Strimvelis (GSK, ЕС) и Zynteglo (bluebird bio, ЕС)

В ходе ДКИ препарата Strimvelis на основе ге-

нетически модифицированных клеток (CD34+

клетки, трансдуцированные ретровирусным век-

тором GSK3336223, несущим ген фермента аде-

нозиндезаминазы, ADA) для лечения тяжёлого

комбинированного иммунодефицита, связанно-

го с недостатком фермента ADA, были проведены

фармакологические исследования in vitro по

оценке уровня экспрессии целевого гена и актив-

ности фермента ADA. Культуральную среду с

вектором GSK3336223 тестировали на способ-

ность трансфицировать ген ADA в прогенитор-

ные клетки ADA-негативных мышей, в результа-

те чего была подтверждена активность фермента

ADA в трансдуцированных клетках через неделю

после трансдукции (15–36% от нормального

уровня ADA в клетках костного мозга) [17].

Исследования специфической активности in
vivo были проведены на моделях с использовани-

ем новорождённых иммунодефицитных мышей,

характеризующихся отсутствием B-, T- и NK-

клеток. Мышам вводились CD34+ клетки из ко-

стного мозга (КМ) пациентов с недостатком

ADA, трансдуцированные вектором, несущим

ген фермента. Показано, что трансдуцированные

клетки проникали в КМ животных и дифферен-

цировались в Т- (CD4+ и СD8+) или B- (СD19+)

лимфоциты в органах иммунной системы (тиму-

се, КМ, селезёнке), а также циркулировали в пе-

риферической крови. Вторичные фармакодина-

мические исследования не проводились из-за не-

возможности установления корреляционной свя-

зи результатов исследований на животных моде-

лях с ожидаемыми результатами от введения пре-

парата человеку. Исследования токсичности од-

нократной и многократных доз, а также геноток-

сичности не проводились. Общая токсичность

была оценена в исследовании биораспределения

на мышах. В ходе рассмотрения отчёта о ДКИ

ЕМА был признан риск инсерционного мутаге-

неза, однако отсутствие моделей животных для

длительного приживления трансдуцированных

клеток (более 6 мес.) затрудняет его оценку. В ка-

честве доказательства безопасности препарата

были учтены результаты клинического опыта его

применения: ни у одного из 18 пациентов (срок

наблюдения от 6 до 13 лет), получавших препа-

рат, не наблюдалось появление злокачественных

новообразований [17]. 

Препарат Zynteglo представляет собой

CD34+ клетки, генетически модифицированные

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2020, 65; 9—1056



АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2020, 65; 9—10 57

СТАНДАРТИЗАЦИЯ И КОНТРОЛЬ БЕЗОПАСНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

лентивирусным вектором, экспрессирующим

ген βA-T87Q-глобина, и предназначен для лече-

ния β-талассемии. В ходе ДКИ in vivo Zynteglo

были использованы следующие модели [18]:

— гомологичный препарат на основе клеток

КМ мышей с заболеванием (β-талассемией),

трансдуцированных лентивирусным вектором

BB305 (используется при производстве препарата)

на иммунокомпетентных мышах с β-талассемией;

— препарат на основе клеток КМ здоровых

доноров, трансдуцированных лентивирусным

вектором BB305 на иммунодефицитных мышах

SCID NOD (NSG).

ДКИ препарата Zynteglo включали: in vitro
исследования по доказательству концепции (эф-

фективность трансдукции), туморогенности и

генотоксичности, in vivo фармакологические ис-

следования и биораспределение. Исследования

токсичности однократной дозы и местной ток-

сичности были совмещены с фармакологичес-

кими исследованиями, никаких токсических

эффектов в исследованных дозах (11�106,

240�106 клеток/кг для гомологичного препарата

и 42�106, 50�106 клеток/кг для препарата на ос-

нове клеток человека) и реакций в месте введе-

ния не наблюдалось.

В ходе ДКИ препарата не проводились:

— исследования вторичной фармакодина-

мики, что считается приемлемым, поскольку вто-

ричные фармакодинамические эффекты препа-

рата (нормализация содержания β-глобина, уров-

ня общего гемоглобина и гематологических пара-

метров, коррекция фенотипа) оценивали в ос-

новных фармакологических исследованиях на

модели заболевания у мышей;

— исследования фармакологической безо-

пасности, что считается приемлемым, поскольку

ни в одном исследовании in vivo не было выявле-

но неблагоприятных воздействий на кровенос-

ную, дыхательную, нервную или пищеваритель-

ную системы;

— долгосрочные исследования канцероген-

ности, поскольку препарат относится к препара-

там передовой терапии, для которых данные ис-

следования перед первым применением у челове-

ка не требуются;

— исследования репродуктивной токсично-

сти из-за наличия противопоказания примене-

ния препарата беременным женщинам;

— исследования токсичности многократных

доз в связи с однократным применением препарата;

— исследования иммунотоксичности и им-

муногенности. Иммуногенность βa-T87Q-глоби-

на отсутствует, пациенты во время лечения полу-

чают иммуносупрессивные препараты (кондици-

онирование бусульфаном), а применение препа-

рата предполагает однократное введение.

При использовании гомологичного препарата

для определения специфической активности бы-

ло выявлено, что у 92% животных, которым был

применён препарат при внутривенном введении,

приживление донорских клеток составило более

80%. При исследовании биораспределения как

гомологичного препарата, так и препарата на ос-

нове клеток человека, было показано наличие ге-

нетически модифицированных клеток в КМ и пе-

риферической крови и их отсутствие в селезёнке,

тимусе и лимфатических узлах.

Мутагенный и туморогенный потенциал, а

также генотоксичность препарата Zynteglo были

исследованы in vitro. Последовательности ленти-

вируса были обнаружены внутри или рядом с ше-

стью генами, которые не связаны с индукцией

злокачественных новообразований. В качестве

дополнительных сведений об отсутствии туморо-

генного потенциала, были представлены сведе-

ния о 10 пациентах, пролеченных препаратом, у

которых отсутствовали до настоящего времени

клональные перестройки в хромосомах и злока-

чественные новообразования.

В ходе исследований генотоксичности гомоло-

гичного препарата in vivo на мышах через 4 и 6 мес.

после введения препарата не было выявлено так-

же признаков клональности или наличия опухо-

левого роста [18].

Таким образом, в результате анализа ДКИ

препаратов для лечения генетических заболева-

ний Strimvelis и Zynteglo можно сделать следую-

щие выводы:

1) ДКИ препаратов на основе генетически

модифицированных гематопоэтических стволо-

вых клеток, трансдуцированных вирусным векто-

ром с целевым геном, содержат широкий пере-

чень исследований. Для этой группы препаратов

являются актуальными доказательство эффек-

тивности трансдукции вирусным вектором и ис-

следования генотоксичности (проведено для

Zynteglo).

2) Исследования осуществлялись с исполь-

зованием как гомологичных препаратов на имму-

нокомпромисных животных, так и целевого кли-

нического продукта на иммунодефицитных гры-

зунах. При этом большое значение имели in vitro
модели, особенно в случае доказательства специ-

фической активности препарата.

3) В связи с тем, что подобные препараты

предназначены для лечения заболеваний, отне-

сенных к «необеспеченной медицинской потреб-

ности», ряд ДКИ был заменен данными КИ.

Доклинические исследования препаратов кле-
точной терапии, содержащих дифференцирован-
ные клетки

1. Препараты клеточной терапии на основе
хондроцитов для лечения дефектов хряща коленного
сустава: MACI (Vericel Corporation, США) и
Spherox (Co.don AG, ЕС)



Препарат MACI представляет собой аутоло-

гичные хондроциты на свиной коллагеновой

мембране с плотностью от 5�105 до 1�106 клеток

на см2/мембраны, которая в ходе имплантации

фиксируется с помощью фибринового клея.

Форма и размер импланта может корректиро-

ваться в ходе процедуры применения. 

В ходе ДКИ MACI использовались гомоло-

гичные препараты на основе хондроцитов, полу-

ченных от животных [19]. Дизайн ДКИ представ-

лен на рис. 2. 

При проведении ДКИ препарата MACI были

проведены не только исследования конечного

продукта (клетки на коллагеновой мембране),

но и исследовались возможные токсические эф-

фекты самого носителя (мембраны) и средства

фиксации (фибринового геля разных марок) на

хондроциты [19].
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Доклинические исследования препарата MACI (США)

Пилотные

Активность, 

фармакодинамика

Рис. 2. Дизайн доклинических исследований препарата MACI (США)

GENZ 06-0147 GENZ 09-4417 GENZ 06-0239

Подтверждение

концепции:

эффективность,

местная

токсичность

Биораспределение;

местная

токсичность;

токсичность 

при однократном

введении 

Токсичность

при однократном

введении 

GENZ RR07030: безопасность клеточного

компонента — тестирование хромосомной

стабильности (кариотипа) хондроцитов человека. 

Результат: культивируемые хондроциты

поддерживают нормальный кариотип в течение 

не менее 10 пассажей или 46 удвоений популяции

GENZ RR08028: токсичность коммерчески

доступных фибриновых клеев в отношении

культивируемых хондроцитов человека.

Токсических эффектов не наблюдалось 

для хондроцитов при использовании фибринового

геля марок Evicel, CoSeal, FloSeal или Tisseel 

через 24 и 72 ч. Напротив, фибриновый гель 

марки BioGlue, который содержит формальдегид,

был токсичен для хондроцитов

Животные: кролики;

Число: 4;

Продолжительность:
12 нед.;

Результат: у 2 из 4 жи-

вотных, получавших

MACI, было выявлено

улучшение восстанов-

ления остеохондраль-

ной архитектуры, а

также сходная морфо-

логия со здоровым су-

ставным хрящом

Животные: новозеланд-

ские белые кролики;

Число: 20;

Модель: два бедренных

дефекта (диаметр 3 мм

и глубина 1 мм) в бед-

ренном суставе; один

дефект — MACI (плот-

ность клеток 1�106 кле-

ток/см2), второй де-

фект — бесклеточная

мембрана ACI-Maix; 

Контроль: восстанов-

ление хряща после

микрофрактурирова-

ния;

Продолжительность:
24 нед.

Результат: положи-

тельная динамика за-

живления дефекта в

обоих случаях; воспа-

ление в коленных сус-

тавах (быстропрохо-

дящее)

Животные: лошади;

Число: 27 лошадей с 2

дефектами в колен-

ных суставах;

Схема: группа 1 (n=12) —

получали MACI в 1 де-

фект и бесклеточную

мембрану в другой де-

фект; группа 2 (n=12) —

MACI в 1 дефект, дру-

гой дефект — без обра-

ботки; группа 3 (n=3) —

необработанный кон-

троль;

Продолжительность:
53 нед.

Результаты: отсутст-

вие неблагоприятных

эффектов на организм

животных; в лимфа-

тических узлах и дру-

гих исследованных

органах эктопической

хрящевой ткани обна-

ружено не было

Животные: лошади;

Число: 6 лошадей с 2

дефектами в колен-

ных суставах;

Схема: MACI в 1 де-

фект, другой дефект —

без обработки; 

Продолжительность:
24 нед.

Результаты: артроско-

пия через 3 мес. пока-

зала незначительное

воспаление по сравне-

нию с необработанны-

ми контрольными де-

фектами. Через 6 мес.

анализ синовиальной

жидкости выявил вос-

паление не только в су-

ставах, обработанных

MACI (4 из 6), но и в

контрольных суставах

(3 из 6 животных)
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СТАНДАРТИЗАЦИЯ И КОНТРОЛЬ БЕЗОПАСНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

В виду локальности действия MACI классичес-

кие фармакокинетические исследования не прово-

дились. MACI предназначен для однократной им-

плантации в колено. Таким образом, в соответст-

вии с руководством по продуктам на основе клеток

человека исследования токсичности при повтор-

ных дозах считаются нецелесообразными [3]. Ис-

следования генотоксичности не проводились, по-

скольку клетки в составе MACI не взаимодейству-

ют непосредственно с геномом клеток реципиента. 

Препарат Spherox представляет собой трёх-

мерные сфероиды хондроцитов [20]. Сравнитель-

ный анализ хондроцитов от разных видов живот-

ных показал, что только клетки ограниченного

числа животных, включая карликовых свиней и

овец, были способны производить стабильные

сфероиды, что и обусловило их использование в

качестве моделей в ДКИ. 

Биораспределение оценивали в соответствии

с документами ЕМА [3, 21] с использованием им-

мунодефицитных мышей линии NSG и препара-

та, предназначенного для человека, имплантиро-

ванного подкожно в спину в течение четырёх не-

дель. Кроме того, при долгосрочном наблюдении

не было выявлено никаких признаков системно-

го распределения клеток, образования опухоли

или эктопической ткани через 6 мес. в печени,

лимфатических узлах, лёгких, селезёнке и почках.

При оценке биораспределения на овцах (3 живот-

ных) имплантацию флуоресцентно меченых сфе-

роидов проводили в один коленный сустав, а для

оценки адгезии клеток в контрлатеральный сус-

тав осуществляли инъекцию немеченых сферои-

дов. Это исследование показало, что сфероиды

сохраняются в суставе. Однако в исследовании

было задействовано небольшое количество жи-

вотных и применялись аллогенные клетки, им-

мунный ответ на которые может ограничивать

потенциал биораспределения клеток сфероидов. 

Исследования фармакологического действия

и вторичной фармакодинамики не проводили,

учитывая, что продукт состоит из аутологичных

хондроцитов, которые имплантируются локаль-

но — в их естественную среду, также клетки не

выделяют никаких веществ, которые могли бы

повлиять на жизненно важные функции органов. 

Традиционные токсикологические исследо-

вания препарата не проводились, учитывая то,

что продукт является аутологичным, а его произ-

водство происходит без использования факторов

роста или других внешних стимулов, которые

требуют проверки безопасности.

2. Препараты клеточной терапии на основе
кератиноцитов: Gintuit (Organogenesis
Incorporated, США) и JACE (Japan Tissue
Engineering Co., Ltd. (J-TEC), Япония)

Препарат Gintuit (Allogeneic Cultured

Keratinocytes and Fibroblasts in Bovine Collagen)

(Organogenesis), представляющий собой пластин-

ку округлой формы, содержащую 4�106 аллоген-

ных кератиноцитов и фибробластов, белков вне-

клеточного матрикса и бычьего коллагена. Gintuit

применяется в стоматологии для восстановления

дефектов слизистой оболочки десны за счёт про-

дуцирования кератиноцитами и фибробластами

различных факторов роста, цитокинов и белков

внеклеточного матрикса [22]. Разрешён к приме-

нению в 2010 г., является аналогом препарата

Apligraf, предназначенным для лечения диабети-

ческих язв стопы и применяющимся в клиничес-

кой практике с 1998 г. [23]. Поэтому фармакоки-

нетические исследования, исследования острой и

хронической токсичности, генотоксичности, кан-

церогенности, репродуктивной токсичности и

иммунотоксичности не проводились в связи с

природой Gintuit и обширным клиническим опы-

том Apligraf. Однако, учитывая разные показания

к применению препаратов, в отчёте о ДКИ Gintuit

представлены данные проведённых исследований

совместимости клеточного компонента с матери-

алами, использующимися в стоматологии (напри-

мер, Barricaid и Coe-PakTM, раствором для поло-

скания — 0,12% раствор хлоргексидина).

Тестирование на биосовместимость клеточно-

го и неклеточного компонентов препарата вклю-

чало: тесты на общую безопасность, цитотоксич-

ность, сенсибилизацию, реактивность/раздраже-

ние при внутривенном введении, системную ток-

сичность (острая и подострая), субхроническую

токсичность и гемосовместимость. Тестирование

биосовместимости не выявило каких-либо значи-

тельных проблем безопасности [23]. 

ДКИ препарата JACE (аутотрансплантат на

основе кератиноцитов, полученный по методике

Грина) включали преимущественно in vitro тесты

и ограниченные исследования in vivo:

— кариологический анализ образцов кера-

тиноцитов на 1 и 5 пассажах хромосомных нару-

шений не выявил, в одном случае была выявлена

хромосомная аномалия (транслокация) у клеток

на 5 пассаже;

— тест колониеобразования в жидком агаре не

выявил злокачественной трансформации клеток; 

— пролиферативная активность была оце-

нена на разных этапах процесса производства

препарата для двух пациентов КИ; 

— оценка туморогенности in vivo: при ино-

куляции иммунодефицитных мышей тремя об-

разцами кератиноцитов образования опухолей не

наблюдалось [24].

3. Доклинические исследования препарата на
основе миобластов — Heartsheet (Terumo
Corporation, Япония)

Препарат Heartsheet предназначен для лече-

ния острой сердечной недостаточности. В ДКИ

на модели карликовых свиней было показано,



что клеточный слой скелетных миобластов улуч-

шает систолическую функцию левого желудоч-

ка. ДКИ включали: исследование системной

токсичности и туморогенности на мышах линии

NOG, анализ кариотипа и анализ колоний в

жидком агаре [25]. В исследовании эффективно-

сти на модели сердечной недостаточности у кар-

ликовых свиней оценивали риск желудочковой

аритмии после применения препарата. Миобла-

сты (1,2�106 клеток/животное, 6�107 клеток/кг)

трансплантировали в количестве, в 10 раз пре-

вышающем клиническую дозу (6�106 клеток/кг),

на поверхность сердца самцов и самок мышей

линии NOG. В качестве контроля использовали

группу ложнооперированных животных и груп-

пу без лечения. 

Исследования туморогенности проводили

на 6 самцах мышей линии NOG при подкожном

введении (3,0�107 клеток/животное, 1,5�109 кле-

ток/кг). Через 3 мес. после трансплантации гис-

тологическое исследование не выявило опухоле-

вых образований в месте трансплантации, лёг-

ких, печени, почках или селезёнке. Также был

проведён анализ кариотипов культивируемых

линий для выявления признаков генетической

нестабильности. 

Таким образом, в результате анализа ДКИ

препаратов, основанных на использовании диф-

ференцированных клеток, разрешённых к приме-

нению в мире, можно сделать следующие выводы:

1) Для проведения ДКИ препаратов, содер-

жащих дифференцированные клетки, использо-

вались как in vitro, так и in vivo модели, включав-

шие иммунокомпетентных животных для иссле-

дования целевого клинического продукта и им-

мунокомпромиссных животных для исследова-

ния гомологичного продукта. Исследования пре-

паратов Spherox и Heartsheet проводились на жи-

вотных нескольких видов.

2) Для подтверждения безопасности препа-

рата проводились разносторонние исследования

как на in vitro моделях, так и на животных. Несмо-

тря на достаточно подтверждённую стабильность

дифференцированных клеток в культуре и невы-

сокий риск их злокачественной трансформации,

для большинства препаратов осуществлялась

оценка туморогенности.

3) В связи с тем, что для многих препаратов

из этой группы свойственно применение внекле-

точных компонентов (матриксов, подложек и др)

отдельно проводились исследования по под-

тверждению их безопасности, а также биосовмес-

тимости с клеточным компонентом.

4) Часто исследования биораспределения,

вторичной фармакологии, репродуктивной токсич-

ности и иммунотоксичности не проводились из-за

преобладающего локального действия этих препа-

ратов, исследования генотоксичности — из-за от-

сутствия способности клеточных продуктов оказы-

вать воздействие на геном клеток реципиента.

5) Сокращение ДКИ, в том числе токсико-

логических исследований, объяснялось аутоло-

гичной природой клеточного материала, произ-

водством без использования дополнительных ве-

ществ, а также наличием обширного клиническо-

го опыта применения непосредственно исследуе-

мого препарата или его аналогов.

Доклинические исследования препаратов на ос-
нове стволовых клеток

1. Препарат на основе стволовых клеток из
лимба роговицы — Holoclar (Holostem Terapie
Avanzate S.R.L, ЕС) 

Отчет о ДКИ препарата Holoclar при подаче

заявки на регистрацию включал оценку опубли-

кованных данных в научной литературе в сочета-

нии с программой тестирования препарата и ко-

нечного продукта на производстве. Кроме того,

обоснование сокращённой программы ДКИ (от-

сутствие исследований первичной и вторичной

фармакологии, фармакодинамики, токсикологи-

ческих исследований) включало ссылку на опыт,

полученный при клиническом использовании

стволовых клеток из лимба роговицы в течение

более 30 лет, и в частности препарата Holoclar,

который использовался в клинической практике

с 1998 г., а также отсутствие адекватных моделей

животных из-за различий в структуре глаза боль-

шинства млекопитающих [26].

Литературные данные доказательства механиз-

ма действия включали результаты исследования на

крысах, которые показали, что стволовые клетки

на фибриновой подложке служат основой для за-

мены и регенерации эпителия роговицы [27].

Фармакокинетические исследования: класси-

ческие исследования по абсорбции, распределе-

нию, метаболизму и элиминации не проводились

в соответствии с Руководством [3]. Некоторые

подтверждающие доказательства отсутствия кле-

точной миграции были доступны из опублико-

ванных данных [27, 28]. Помимо этого, миграция

из области приживления считалась маловероят-

ной из-за адгезионной зависимости нормальных

эпителиальных клеток.

Кроме того, предлагаемое лечение препара-

том представляет собой однократную местную

заместительную терапию без системного эффек-

та. Трансплантированные клетки локализуются

только на поверхности глаза. Для подтверждения

отсутствия инвазии культивируемых клеток в ба-

зальные глазные структуры в отчёте ДКИ были

предоставлены данные гистологического анализа

срезов роговицы от пациентов, получавших пре-

парат и перенёсших перфорационную кератопла-

стику. Эти данные входили в оценку клиничес-

кой безопасности. В дополнение были представ-

лены данные литературы о сохранении целостно-
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сти трансплантируемого препарата, полученные

на бестимусных мышах [27, 28].

Характеристику канцерогенного потенциала

клеток, входящих в состав препарата Holoclar,

оценивали методами кариотипирования и анали-

зом роста колоний в жидком агаре. Этим же ис-

следованиям подвергалась и фидерная линия

клеток мышей 3T3-J2, использующаяся при про-

изводстве препарата.

2. Препараты на основе мезенхимальных
стволовых клеток: Alofisel (Takeda Pharma A/S,
ЕС) и Temcell (Prochymal) (JCR Pharmaceuticals Co.,
Ltd, Япония)

Механизм действия препарата Alofisel (МСК

жировой ткани (ЖТ)) для лечения параректаль-

ных свищей при болезни Крона основан на им-

муномодулирующих и противовоспалительных

свойствах МСК. С клетками МСК ЖТ, входящи-

ми в состав препарата, была проведена обширная

программа ДКИ (таблица) [29].

Механизм действия препарата Temcell (ранее

был зарегистрирован в Канаде под названием

Prochymal [36]) на основе МСК КМ для лечения

«реакции трансплантат против хозяина» (РТПХ)

после пересадки костного мозга при онкологиче-

ских заболеваниях основан на выделении корти-

костероидных гормонов, обладающих иммуносу-

прессивным действием. По некоторым данным,

МСК также уменьшают активацию T-клеток и

таким образом подавляют иммунные механизмы

[33, 34]. В рамках ДКИ препарата Temcell была

изучена активность, биораспределение и токсич-

ность при однократном и многократном введе-

нии (таблица) [33–35, 37, 38].

3. Препарат на основе фибробластов LAVIV
(Fibrocell, США)

Классические ДКИ препарата для примене-

ния в косметологии LAVIV для устранения носо-

губных складок и морщин, точный механизм дей-

ствия которого не установлен, но предположи-

тельно связан с действием секретируемого фиб-

робластами коллагена, не проводились ввиду от-

сутствия модели животных, имитирующей мор-

щины и носогубные складки [39]. 

Препарат Alofisel Temcell
Активность Животные: мыши с моделируемым заболеванием. In vitro: иммуномодулирующий эффект, 

Способ введения: при введении внутрибрюшинно миграционную способность и иммуногенность КМ. 

3�105 или 1�106.  Исследования in vivo не проводились из-за отсутствия

Параметры оценки: уровни воспалительных, противо- подходящей модели животных [30-32]

воспалительных цитокинов, хемокинов и ингибирую- 

щего макрофаги белка 2 (MIP-2); роль МСК в индук-

ции клеток Treg in vivo [29]

Биораспре- Животные: бестимусные иммунодефицитные крысы. Животные: иммунодефицитные мыши обоих полов.

деление Доза, кратность введения: 5�106 МСК, Способ введения: в хвостовую вену радиоактивно

дважды с 2-недельным интервалом. меченные 51Cr-JR-031 МСК КМ в дозе 20�106 клеток/кг

Способы введения: комбинация перианального Параметры оценки: распределение введённых МСК

и интраректального введения (предполагаемый КМ в течение 28 сут [30–32]

клинический путь введения), внутривенно (системное

введение), интравагинально. 

Параметры оценки: распределение введённых МСК ЖТ

контролировали на 1–2-е, 14-е, 90–91-е, 182-е сутки

Токсичность Животные: бестимусные иммунодефицитные крысы. Животные: крысы линии F344 и иммунодефицитные

Способы введения: внутривенный, подкожный; мыши. Способ введения: внутривенно.

токсичность при комбинированном Параметры оценки: 

и интравагинальном пути введения — в ходе — исследования токсичности однократного введения

исследований биораспределения. (крысы: в дозах 10�106, 40�106, 65�106 клеток/кг);

Параметры оценки: исследования токсичности — исследования токсичности многократного введения:

однократного введения в дозах 5�106 клеток/крыса мыши — (2 раза в неделю) в течение 4 нед. клеток

и 10�106 клеток/крыса; исследования токсичности в дозах 2�106 клеток/кг, 20�106 клеток/кг; крысы —

многократного введения с интервалом в две недели в течение 13 нед. при введении клеток в дозах

при повторных дозах 2,5�106 клеток/крыса 2�106, 10�106 клеток/кг, 20�106 клеток/кг по схеме:

и 5�106 клеток/крыса [29] 2 раза в неделю (4 нед.), далее 1 неделю без лечения,

далее введение 1 раз в неделю на протяжении 4 нед.; 

— оценка общей токсичности при дозе, 

превышающей клиническую в 10 раз;

— оценка воздействия препарата на нервную 

и дыхательную системы при однократном введении

различных доз препарата

Генотоксич- Исследования не проводились вследствие отсутствия взаимодействия непосредственно с ДНК

ность и хромосомным материалом

Тумороге- In vitro: пролиферативная активность, активность In vitro: анализ кариотипа и анализ колониеобразования

нность теломеразы и экспрессии гена c-myc, в мягком агаре клеток на пассажах, более поздних,

кариотипирование чем в клинике.

In vivo: образование опухолей при подкожном In vivo: в ходе определения общей токсичности (на мышах

введении иммунодефицитным мышам [29] в течение 4 нед. при многократном введении) [33–35]

Программа доклинических исследований препаратов на основе мезенхимальных стволовых клеток



При подаче заявки на регистрацию заявите-

лем были приведены статьи [40–44], описываю-

щие использование фибробластов на различных

животных моделях: мышах, крысах и кроликах

при подкожном введении в дозе 5–8�107 кле-

ток/кг. Активность клеток доказывали при нали-

чии экспрессии коллагена методом проточной

цитометрии, безопасность — отсутствием хромо-

сомных аномалий методом кариотипирования.

При оценке биораспределения выявлено, что

аутологичные клетки крысы выживали до 8 мес.,

клетки кролика не менее 5 мес., ксеногенные фи-

бробласты человека не менее 2 мес. На 10-е сутки

после введения присутствовали 80–90% клеток,

на 9-ой неделе — 25% клеток. Проводили гисто-

логическое исследование места введения клеток.

У животных не было обнаружено никаких побоч-

ных реакций. Таким образом, обоснованием от-

сутствия токсичности препарата LAVIV служило

отсутствие побочных эффектов у подопытных

животных. 

Таким образом, в результате анализа ДКИ

препаратов, основанных на использовании ство-

ловых клеток, разрешённых к применению в ми-

ре, можно сделать следующие выводы:

1) В подавляющем большинстве случаев

ДКИ препаратов, содержащих СК, проводились

на разнообразных моделях (модели in vitro, in vivo
на иммунокомпетентных и иммунодифицитных

животных). При этом использовались животные

разных видов.

2) ДКИ, как правило, содержали оценку

специфической активности препаратов, биорас-

пределения, токсичности (однократного и при

необходимости многократного введения, общую

токсичность).

3) Для большинства препаратов осуществ-

лялась оценка туморогенности (канцерогеннос-

ти) in vitro методами, однако для ряда препаратов

(Alofisel, Temcell) проводились дополнительные

исследования возможности образования опухо-

лей на иммунодефицитных животных.

4) Исследования генотоксичности не прово-

дились для всех препаратов, вследствие отсутст-

вия воздействия клеточных продуктов на геном

клеток реципиента.

5) Из общих аспектов проведения ДКИ для

СК выделяются ДКИ для препарата Holoclar, что

связано с особенностями его использования (по-

казание к применению, местное введение, отсут-

ствие миграции клеток в другие органы), отсутст-

вием адекватных моделей животных/заболева-

ния, большим опытом клинического применения

и наличием обширных данных по специфическо-

му действию и безопасности подобных препара-

тов в научной литературе.

Заключение
Общие принципы проведения ДКИ в странах

EC и США соответствуют требованиям нацио-

нального законодательства и должны содержать

исследования фармакологии (первичной, вто-

ричной фармакодинамики), кинетики (биорас-

пределения), токсикологии (токсичность одно-

кратной дозы, многократных доз, исследования

местного раздражающего действия, в ряде случа-

ев генотоксичность и туморогенность,). Главным

принципом рассмотрения результатов ДКИ пре-

паратов клеточной терапии зарубежными регуля-

торными органами является персональный под-

ход для каждого препарата.

В большинстве случаев для препаратов кле-

точной терапии, разрешённых к применению в

медицинской практике, была проведена сокра-

щённая программа доклинических исследова-

ний, обоснованием для которой служило:

— наличие продолжительного клинического

опыта применения препарата или аналогичных

клеток, входящих в состав препарата; 

— практика учёта результатов ранее прове-

дённых доклинических и клинических исследо-

ваний препаратов на основе аналогичных клеток; 

— отсутствие релевантных моделей живот-

ных из-за различий в строении органов и тканей,

невозможность воспроизведения заболевания че-

ловека на животных, различий в ответе на введе-

ние препарата у человека и животных и др. 

Кроме того, сокращённая программа прове-

дения кинетических исследований допускается

для препаратов для аутологичного применения;

препаратов, содержащих клетки без генетической

модификации, и для препаратов, в составе кото-

рых имеются матрицы, ограничивающие распро-

странение клеток в организме. Однако в случае

наличия носителей (скаффолдов, матриц, меди-

цинских устройств) в составе клеточных препара-

тов проводились исследования совместимости

клеточного и неклеточного компонентов.

Работа выполнена в рамках государственного
задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России
№ 056-00154-19-00 на проведение прикладных на-
учных исследований (номер государственного учёта
НИР AAAA-A18-118021590045-2).
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