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Аннотация

Цель исследования –  сравнить противоопухолевую эффективность и иммуногенность вакцин с 
одинаковыми антигенами, но разными адъювантами: Ридостин Про или poly(i:c); оценить влияние 
Ридостина Про и poly(i:c) на цитокиновый профиль сыворотки и иммунофенотип клеток селезенки 
мышей. Материал и методы. Для оценки противоопухолевой эффективности вакцин с различающи-
мися адъювантами применяли две перевиваемые линии опухолей: меланома В16-F10 и лимфома 
eg7-oVa (экспрессирующая овальбумин) для мышей c57Bl/6. Против меланомы В16-F10 проводили 
вакцинацию пептидом tRp2 180–188 с исследуемыми адъювантами в смешанном (профилактиче-
ский/терапевтический) и терапевтическом режимах. Против лимфомы eg7 проводили вакцинацию 
овальбумином с адъювантами в терапевтическом режиме. Иммуногенность вакцин с различающимися 
адъювантами на мышах без опухолей оценивали методом elispoТ. Антигенами в данном случае также 
служили пептид tRp2 180–188 и белок овальбумин. С помощью проточной цитометрии исследовали 
цитокиновый профиль сыворотки крови и изменения иммунофенотипа клеток селезенки мышей после 
введения Ридостина Про или poly(i:c). Результаты. На модели В16-F10 вакцинация в смешанном 
режиме защищала мышей от образования опухоли, мыши прожили более 100 дней. Для В16-F10 и 
eg7 вакцинация в терапевтическом режиме приводила только к торможению роста опухоли. Ридостин 
Про и poly(i:c) показали схожую способность к развитию специфического иммунитета к пептиду tRp2 
и овальбумину. Ридостин Про значительнее повышал уровни цитокинов в сыворотке крови мышей по 
сравнению с poly(i:c). Оба препарата вызывали схожие по тенденциям изменения иммунофенотипа 
клеток селезенки, но Ридостин Про сильнее повышал количество cd69+- Т-клеток, по сравнению с 
poly(i:c). Заключение. В результате сравнения двух препаратов в качестве адъювантов для противоопу-
холевых вакцин можно отметить, что на мышиных моделях отечественный препарат Ридостин Про не 
уступает по эффективности препарату poly(i:c). В связи с этим Ридостин Про может рассматриваться 
как перспективный адъювант для противоопухолевых вакцин и заслуживает дальнейшего изучения.

Ключевые слова: противоопухолевые вакцины, адъюванты, антигены, Ридостин, poly(i:c), пептиды, 
доклинические исследования.
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abstract

aim of the study: to compare the antitumor efficacy and immunogenicity of vaccines with the same antigens 
but different adjuvants: Ridostin pro or poly(i:c); to evaluate the effect of Ridostin pro and poly(i:c) on the 
cytokine profile of serum and the immunophenotype of mouse spleen cells. material and methods. to evaluate 
the antitumor efficacy of vaccines with different adjuvants, two transplantable tumor lines were used: melanoma 
B16-F10 and eg7-oVa lymphoma (expressing ovalbumin) for c57Bl/6 mice. against melanoma B16-F10, 
vaccination with the peptide tRp2 180–188 with the studied adjuvants was performed in a mixed (preventive/
therapeutic) and therapeutic regimens. ovalbumin with adjuvants was vaccinated against eg7 lymphoma 
in a therapeutic mode. the immunogenicity of vaccines with different adjuvants in mice without tumors was 
evaluated by the elispot method. in this case, the peptide tRp2 180–188 and the protein ovalbumin also 
served as antigens. the cytokine profile of blood serum and changes in the immunophenotype of mouse 
spleen cells after administration of Ridostin pro or poly(i:c) were studied using flow cytometry. Results. in 
the B16-F10 model, vaccination in a mixed mode protected mice from tumor formation, and the mice lived 
for more than 100 days. For B16-F10 and eg7, vaccination in the therapeutic mode led only to inhibition of 
tumor growth. Ridostin pro and poly(i:c) showed a similar ability to develop specific immunity to the peptide 
tRp2 and ovalbumin. Ridostin pro increased cytokine levels in the blood serum of mice more strongly than 
poly(i:c). Both drugs caused similar changes in the immunophenotype of spleen cells, but Ridostin pro 
increased the number of cd69+ t cells more strongly than poly(i:c). conclusion. the comparison of two 
drugs as adjuvants for antitumor vaccines showed that the domestic drug Ridostin pro did not inferior in 
effectiveness to poly(i:c) on mouse models. in this regard, Ridostin pro can be considered as a promising 
adjuvant for antitumor vaccines and deserves further study.

Key words: antitumor vaccines, adjuvants, antigens, Ridostin, poly(i:c), peptides, preclinical studies.

Введение
Вакцины на основе неоантигенов – новое на-

правление в иммунотерапии рака [1, 2]. В послед-
нее десятилетие значительно продвинулось вперед 
понимание функций иммунных клеток и взаимо-
действия их с растущими опухолями. При этом для 
неоангиогенных пептидных противоопухолевых 
вакцин существует значительная потребность в 
адъювантах, усиливающих иммунный ответ, и 
весьма перспективными кажутся лиганды толл-
подобных рецепторов (TLR). При развитии иммун-
ного ответа на вирусные или микробные антигены 
происходит связывание патоген-ассоциированных 
молекулярных паттернов (PAMP) на их поверхно-
сти с рецепторами распознавания паттернов (PRR) 
в иммунных клетках. В число данных рецепторов 
входят TLR. В результате активируются систе-
мы врожденного иммунитета, что способствует 
развитию адаптивного иммунитета. Адъюванту, 
применяемому для усиления эффективности 
противоопухолевой вакцины, необходимо иметь 

схожесть с РАМР по способности активировать 
иммунитет, а также важны такие его свойства, как 
безопасность и доступность [3].

Вирусное заражение ассоциировано с появ-
лением в клетке двухцепочечных РНК (дцРНК), 
которые либо представляют собой собственно 
геном вируса, либо возникают в ходе вирусного ре-
продуктивного цикла [4]. ДцРНК может распозна-
ваться набором рецепторов врожденной иммунной 
системы, что запускает противовирусные и воспа-
лительные иммунные ответы [5]. Полиинозиновая: 
полицитидиловая кислота (Poly(I:C)) представляет 
собой синтетический аналог вирусной дцРНК, 
является иммуностимулятором, способным вызы-
вать секрецию интерферонов I типа [6]. Большое 
количество исследований посвящено изучению 
Poly(I:C) и его производных в иммунотерапии 
рака. На мышиных моделях отчетливо показано, 
что Poly(I:C) обладает свойствами адъюванта для 
пептидных вакцин [7–9]. Например, H. Sultan et al. 
сравнивали вакцины с одинаковым антигеном, но 
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несколькими разными адъювантами, являющимися 
агонистами TLR. В результате вакцины, включаю-
щие в качестве адъюванта Poly(I:C), индуцировали 
образование наибольшего количества антигенспе-
цифичных CD8+ Т-клеток [9]. На мышиных моде-
лях Poly(I:C) вызывает замедление роста опухоли 
[10, 11]. Но когда Poly(I:C) оценивался в клиниче-
ском исследовании, R.A. Robinson et al. не обна-
ружили объективного противоопухолевого ответа, 
вероятно, из-за короткого периода полураспада 
полинуклеотида [12]. Создана стабилизированная 
поли-L-лизином и карбоксиметилцеллюлозой фор-
ма Poly(I:C), названная Poly-ICLC. Полученный 
препарат был более устойчив к гидролизу в сыво-
ротке приматов [13]. Но оказалось, что Poly-ICLC 
имеет более высокую токсичность. В дальнейших 
исследованиях авторам удалось снизить токсич-
ность Poly-ICLC за счет снижения дозы препарата 
и изменения способа введения [14, 15]. На данное 
время уже имеется ряд публикаций, где Poly-ICLC 
(Хилтонол) применяется в качестве адъюванта для 
противоопухолевых пептидных вакцин в рамках 
клинических испытаний [16, 17].

Тем не менее в настоящее время количество 
одобренных для клинического применения в 
составе вакцин адъювантов невелико, и потреб-
ность в адъювантах, усиливающих эффективность 
противоопухолевых вакцин, остается острой. В 
ИМБТ ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнад-
зора разработан препарат Ридостин Про, который 
представляет собой комплекс двухцепочечных и 
одноцепочечных рибонуклеиновых кислот из кил-
лерного штамма пекарских дрожжей Saccharomyces 
cerevisiae. Ранее на модели опухоли В16-F10 нами 
показано, что Ридостин Про в качестве адъюванта 
пептидной неоантигенной вакцины имеет эффек-
тивность, сравнимую с Poly(I:C) [18]. Кроме того, 
Ридостин способствует формированию специфи-
ческого гуморального иммунитета [19]. В данной 
работе мы продолжили исследование Ридостина 
Про в качестве адъюванта противоопухолевой 
вакцины, сравнивая его с Poly(I:C), но для имму-
низации применяли пептид TRP2 [20] или овальбу-
мин. Также мы сравнили влияние Ридостина Про 
и Poly(I:C) на цитокиновый профиль сыворотки 
крови и иммунофенотип спленоцитов мышей для 
лучшего понимания иммунологических эффектов, 
вызываемых данными препаратами.

Цель исследования –  сравнить противоопухо-
левую эффективность и иммуногенность вакцин 
с одинаковыми антигенами, но разными адъю-
вантами: Ридостин Про или Poly(I:C); оценить 
влияние Ридостина Про и Poly(I:C) на цитокино-
вый профиль сыворотки и иммунофенотип клеток 
селезенки мышей.

Материал и методы
Мыши и опухолевые модели
Исследование проводили на мышах-самках ли-

нии C57BL/6 весом 20–22 г (мыши предоставлены 

экспериментально-биологической лабораторией 
(виварий) ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина» Минздрава России). Мышей содержали в 
конвенциональном виварии при естественном 
освещении, комнатной температуре воздуха и по-
стоянном доступе к воде и корму. Эксперименты 
проводили в соответствии с этическими требова-
ниями к исследованиям на биологических моделях 
и экспериментальных животных, утвержденными 
в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России. 

Для получения моделей опухолей использова-
ли клеточные линии меланомы мышей В16-F10 
и лимфомы мышей EG7-OVA из Биоресурсной 
коллекции ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина» Минздрава России. Клеточные линии 
культивировали в среде RPMI-1640, содержащей 
10 % телячьей эмбриональной сыворотки, 2мМ 
L-глутамина (ПанЭко), антибиотики пенициллин – 
стрептомицин (ПанЭко), при 37 ºС в атмосфере 
5 % СО2. Для открепления B16-F10 с пластика 
использовали раствор Версена. Перед введением 
животным клетки отмывали, подсчитывали и 
разводили до нужной концентрации в бессыво-
роточной среде. Клетки меланомы B16-F10 ино-
кулировали подкожно по 75 тыс. клеток на мышь. 
Клетки лимфомы EG7-OVA вводили подкожно по 
2 млн клеток на мышь. 

Адъюванты, пептиды
Ридостин Про – рибонуклеинат натрия, индук-

тор интерферона пролонгированного действия, 
иммуномодулятор – предоставлен Институтом ме-
дицинской биотехнологии ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора. Состав препарата Ридостин 
Про: комплекс двухцепочечных и одноцепочечных 
РНК из киллерного штамма пекарских дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae с содержанием нуклео-
тидного материала от 70 до 90 %, двуспиральной 
РНК от 10 до 22 % (субстанция для изготовле-
ния лекарственных форм, ФСП № 002021/01 – 
070420090769-08); поливинилпирролидон (ста-
билизатор, обеспечивающий пролонгацию био-
логических эффектов РНК). Лекарственная форма: 
лиофилизат для приготовления раствора для вну-
тримышечного и подкожного введения.

Poly(I:C) (polyinosinic-polycytidylic acid sodium 
salt, P1530-100MG, Sigma) является синтетическим 
аналогом дцРНК.

Пептиды TRP2 180–188 (SVYDFFVWL) и OVA 
257-264 (SIINFEKL) были предоставлены лабора-
торией химического синтеза ФГБУ «НМИЦ онко-
логии им. Н.Н. Блохина» Минздрава России.

Схемы противоопухолевой вакцинации
Для вакцинации против меланомы B16-F10 сам-

кам мышей C57BL/6 соответствующего возраста 
вводили подкожно пептид TRP2 (100 мкг/мышь) 
с одним из адъювантов – Poly(I:C) (50 мкг/мышь) 
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или Ридостином Про (100 мкг/ мышь), или отдель-
но адъюванты. Для вакцинации против лимфомы 
EG7-OVA самкам мышей C57BL/6 соответствую-
щего возраста вводили подкожно рядом с опухолью 
Овальбумин (Sigma) в дозе 100 мкг/мышь с одним 
из исследуемых адъювантов – Poly(I:C) (50 мкг/
мышь) или Ридостином Про (100 мкг /мышь), или 
отдельно адъюванты. 

На модели опухоли B16-F10 исследовали вак-
цинацию TRP2 и/или адъювантами в смешанном 
(профилактическом/терапевтическом) и терапевти-
ческом режимах. При смешанном режиме мышам 
четырехкратно подкожно вводили Ридостин Про 
(n=5), Рoly(I:C) (n=4), Ридостин Про+TRP2 (n=5), 
Рoly(I:C)+TRP2 (n=5), в 0, 7, 14 и 21-й дни экспери-
мента, на 10-й день от начала введения пептида и 
адъювантов мышам перевивали подкожно опухоль 
B16-F10. Мыши контрольной группы (n=8) не по-
лучали препараты. 

Терапевтическую вакцинацию пептидом TRP2 
и/или адъювантами проводили после введения 
опухоли. Мышам подкожно вводили клетки мела-
номы B16-F10, а на 4-е и 10-е сут после перевивки 
опухоли вводили пептид Trp2, Ридостин Про, 
Рoly(I:C), Ридостин Про+Trp2, Рoly(I:C)+Trp2, 
мыши контрольной группы не получали препара-
тов. В каждой группе было по 5 мышей.

На модели опухоли EG7-OVA исследовали 
вакцинацию только в терапевтическом режиме. 
Мышам на 7-е и 14-е сут после перевивки опухоли 
вводили Овальбумин и/или исследуемые адъюван-
ты подкожно рядом с опухолью. В каждой группе 
было по 6 мышей. Мыши контрольной группы не 
получали препараты. Размеры опухолей измеряли 
2–3 раза в нед и рассчитывали объемы опухолевых 
узлов по формуле 

  V = π/6×L×W×H, 

где L, W, H – линейные размеры опухоли.

ELISpot
Иммуногенность вакцин оценивали методом 

ELISpot с помощью набора для определения 
мышиного IFN-γ (3321-2AW-Plus, Mabtech). 
Мышам-самкам C57BL/6 вводили подкожно TRP2 
c Poly(I:C) (n=3), TRP2 c Ридостином Про (n=3), 
овальбумин с Poly(I:C) (n=3) и овальбумин с Ри-
достином Про (n=3) в 0-й и 7-й дни эксперимента. 
На 12-й день у мышей в каждой группе удаляли 
селезенки и выделяли спленоциты для опреде-
ления количества IFN-γ-продуцирующих клеток. 
Выделенные спленоциты инкубировали 48 ч с 
пептидами TRP2 180–188 (SVYDFFVWL) или OVA 
257-264 (SIINFEKL) (100 мкг/мл), конканавалин 
А (ПанЭко) использовали как положительный 
контроль. Через 48 ч подсчитывали количество 
IFN-γ-продуцирующих клеток.

Цитокиновый профиль сыворотки мышей
Мышам-самкам C57BL/6 подкожно вводили по 

50 мкл физиологического раствора (n=3), 50 мкг 
Poly(I:C) (n=5) или 100 мкг Ридостина Про (n=5). 
Через 6 или 24 ч мышей умерщвляли и собирали 
кровь для получения сыворотки. Уровень цитоки-
нов IL-12p70, TNF, IFN-γ, MCP-1, IL-10, IL-6 иссле-
довали в сыворотке крови у каждой мыши в группе 
с помощью набора BD Cytometric Bead Array (CBA) 
Mouse Inflammation Kit (CatNo. 552364, BD). 

Проточная цитофлуориметрия
Мышам-самкам C57BL/6 подкожно вводили по 

50 мкл физиологического раствора (n=5), 50 мкг 
Poly(I:C) (n=5) или 100 мкг Ридостина Про (n=5). 
Через 24 ч мышей умерщвляли, забирали селезенку 
и готовили суспензию одиночных клеток. В по-
лученной суспензии клеток селезенки проводили 
гипотонический лизис эритроцитов. Далее клетки 
окрашивали антителами (таблица). 

Подсчет проводили на проточном цитоф-
луориметре FACS Canto II с использованием 

Таблица /table 

Антитела, применяемые в работе

antibodies used in the study

Антитело/Name Краситель/Dye Клон/Clone Производитель/Manufacturer
NKp46 (CD335) eFluor450 29A1.4 eBioscience

CD62L eFluor450 MEL-14 eBioscience
CD45 PerCP-Cy5.5 30-F11 Biolegend
CD4 PE-Cy7 GK1.5 Biolegend

CD44 APC-Cy7 IM7 Biolegend
PD-1 (CD279) APC 29F.1A12 Biolegend

CD8 FITC 53-6.7 Biolegend
CD69 PE H1.2F3 Biolegend
CD19 FITC 6D5 Biolegend
CD3 PE 17A2 Biolegend
CD3 APC 17A2 Biolegend

Примечание: таблица составлена авторами.

Note: created by the authors.
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Рис. 1. Противоопухолевый эффект смешанного 
режима вакцинации мышей с меланомой B16-F10: 
размер опухоли ± sem (А); графики выживаемости 
мышей (В). Примечания: * – p<0,01 по сравнению 

с контролем; рисунок выполнен авторами
Fig. 1. antitumor effect of a mixed vaccination regi-

men in mice with B16-F10 melanoma. 
tumor size ± sem (a); mouse survival schedules (B). 
Notes: * – p<0.01 compared to the control; created by 

the authors

программного обеспечения FACSDiva™ (Beсton 
Dickinson). Погибшие клетки исключали из анали-
за по окрашиванию Fixable Viability Stain 510 (BD 
Biosciences). Для блокирования неспецифическо-
го связывания использовали Mouse BD Fc Block 
(2.4G2) (BD Biosciences). Процент исследуемых 
клеток высчитывали от всех живых CD45+ клеток 
селезенки. Стратегия гейтирования представлена 
в [21].

Для статистического анализа использовали 
критерий Манна–Уитни и применяли программу 
STATISTICA v.7. Различия считали достоверными 
при уровне значимости p<0,05.

Результаты и обсуждение
Противоопухолевый эффект
При применении адъювантов с TRP2 в сме-

шанном (профилактическом/терапевтическом) 
режиме против меланомы B16-F10 обнаружили 
торможение роста опухолей и увеличение про-
должительности жизни у мышей по сравнению с 
контролем (рис. 1). Ридостин Про и Рoly(I:C) при 
введении без пептида замедляли рост опухолей 
статистически значимо по сравнению с контролем 
(р<0,01) (рис. 1А), а при введении адъювантов с 
TRP2 опухоли не развились ни у одной из мышей. 
Отмечено увеличение продолжительности жизни 
мышей после применения адъювантов, причем 
положительный эффект был более выражен для 
Ридостина Про (рис. 1Б). После лечения пептидом 
TRP2 с Ридостином Про и с Poly(I:C) отсутствие 
опухолей у мышей детектировали более 100 дней 
(рис.1Б).

Далее мы исследовали эффективность вакци-
нации пептидом TRP2 с адъювантами в терапев-

тическом режиме, что является более вероятным 
вариантом применения противоопухолевых вакцин 
в клинических условиях. После введения мышам 
клеток меланомы B16-F10 на 4-е и 10-е сут произ-
водилось введение адъювантов с пептидом TRP2 
или без него, и одного пептида без адъювантов. 

Пептид TRP2 при применении без адъювантов 
не оказывал противоопухолевого эффекта (рис. 2). 
Введение одних адъювантов, а также адъювантов 
с пептидами статистически значимо вызывало 
торможение роста опухоли у мышей по сравнению 
с контрольной группой и с группой, получавшей 
только TRP2 (р<0,05) (рис. 2), однако при терапев-
тическом режиме применения не было достигнуто 
излечение мышей в группах, получавших TRP2 
с адъювантами, как было показано при режиме, 
когда две вакцинации проводили до перевивки 
опухоли и две после.

Полученные нами результаты по противоопу-
холевой эффективности Poly(I:C) и TRP2 согла-
суются с имеющимися литературными данными. 
J. Castle et al. показано, что введение в терапев-
тическом режиме отдельно Poly(I:C) приводило к 
некоторому торможению роста опухоли, а введение 
Poly(I:C) с пептидом TRP2 вызывало более сильное 
торможение роста B16-F10 [22]. Исходя из имею-
щихся данных, вакцинация одним пептидом TRP2 
с адъювантом в терапевтическом режиме хотя и 
давала некоторый положительный эффект, но он не 
был слишком значительным. В то же время H. Lam 
et al. показано, что добавление дополнительных 
иммуногенных пептидов к TRP2 при вакцинации 
с адъювантом в терапевтическом режиме приво-
дило к достаточно выраженным положительным 
эффектам на модели меланомы B16-F10 [23]. 
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Рис. 2. Противоопухолевый эффект терапевти-
ческой вакцинации мышей с меланомой B16-F10. 
Размер опухоли  ±  sem. Примечания: * – p<0,05 

по сравнению с контролем; рисунок выполнен 
авторами

Fig. 2. antitumor effect of mice therapeutic vaccina-
tion with B16-F10 melanoma. tumor size ± sem. 

Notes: * – p<0.05 compared to the control; 
created by the authors

Рис. 3. Противоопухолевый эффект терапев-
тической вакцинации мышей с лимфомой eg7. 
Размер опухоли ± sem. Примечания: * – p<0,05 
по сравнению с контролем; рисунок выполнен 

авторами
Fig. 3. antitumor effect of therapeutic mice vaccina-

tion with eg7 lymphoma. tumor size ± sem. 
Notes: * – p<0.05 compared to the control; 

created by the authors

На модели опухоли EG7-OVA (клеточная линия 
лимфомы, экспрессирующая овальбумин) мы ис-
следовали вакцинацию овальбумином с адъюван-
тами также в терапевтическом режиме применения. 
Мышам перевивали подкожно по 2 млн клеток 
EG7, а на 7-е и 14-е сут после перевивки опухоли 
вводили исследуемые препараты. Овальбумин без 
адъювантов не вызывал торможения роста опухоли 
(рис. 3). Адъюванты без овальбумина вызывали 
торможение роста опухоли, причем Ридостин 
Про статистически значимо, по сравнению с кон-
тролем (р=0,01). Введение адъювантов совместно 
с овальбумином также приводило к торможению 
роста уже имеющейся опухоли, статистически 
значимому по сравнению с контрольной группой, 
причем Ридостин Про (р=0,004) в качестве адъю-
ванта в данном случае был более эффективным, 
чем Рoly(I:C) (р=0,03) (рис. 3). 

Можно отметить, что вакцины с Ридостином 
Про имели небольшое преимущество в противо-
опухолевой эффективности, по сравнению с вакци-

нами с Poly(I:C). Данное явление можно частично 
объяснить тем, что Ридостин Про включает в себя 
не только двухцепочечную РНК (лиганда TLR-3), 
но и одноцепочечную РНК. В результате чего до-
полнительно вовлекаются такие рецепторы, как 
TLR-7 и TLR-8 [24], что может усилить иммунный 
ответ. 

Иммуногенность
Способность адъювантов усиливать Т-клеточ-

ный иммунный ответ исследовали при вакцинации 
мышей совместно с пептидом TRP2 или с оваль-
бумином. Ридостин Про и Poly(I:C) повышали 
иммуногенность пептида TRP2 и овальбумина. 
Важно отметить, что адъюванты повышали им-
муногенность только тех пептидов, которые вхо-
дили в состав вакцины. Например, если мышей 
вакцинировали пептидом TRP-2 c адъювантами, 
то при культивировании спленоцитов in vitro до-
бавление пептида OVA не повышало количество 
IFN-γ-продуцирующих клеток относительно кон-
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Рис. 5. Влияние стимуляции пепти-
дами oVa или tRp2 на продукцию 

спленоцитами iFN-γ в каждой группе 
вакцинированных мышей. 

Примечания: * – р<0,05; ** – p<0,01; 
рисунок выполнен авторами

Fig. 5. impact of stimulation with oVa or 
tRp2 peptides on iFN-γ production by 

splenocytes in each group of vaccinated 
mice. Notes: * – p<0.05; ** – p<0.01; 

created by the authors

Рис. 6. Влияние адъювантов на 
уровень цитокинов в сыворотке 

крови мышей: 1 – физраствор; 2 – 
poly(i:c); 3 – Ридостин Про. 

Примечания: * – р<0,05; **p<0,01; 
рисунок выполнен авторами

Fig. 6. impact of adjuvants on cytokine 
levels in mouse serum: 1 – saline; 

2 – poly(i:c); 3 – Ridostin pro. Notes: 
* – p<0.05; **p<0.01; created by the 

authors
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троля. Если вакцина состояла из овальбумина и 
адъювантов, добавление пептида TRP-2 также не 
вызывало увеличения продукции IFN-γ (рис. 4, 5). 
Таким образом, Ридостин Про и Poly(I:C) оди-
наково повышали иммуногенность и TRP2, и 
овальбумина. 

Индукция цитокинов in vivo 
введением Poly(I:C) или Ридостина Про
Далее оценили воздействие Ридостина Про и 

Poly(I:C) на уровни сывороточных цитокинов IL-
12p70, TNF, INF-γ, MCP-1, IL-10, IL-6. Для этого 
мышей иммунизировали однократно и через 6 и 
24 ч оценивали цитокиновый профиль в сыворотке 
(рис. 6). Оказалось, что в целом через 6 ч Ридо-
стин Про более выраженно, чем Poly(I:C), повы-
шал концентрацию всех 6 цитокинов. Через 24 ч 
концентрация цитокинов в сыворотке снижалась, 
хотя в случае Ридостина Про концентрация TNF и 
MCP-1 не достигала контрольных значений. 

С одной стороны, если учесть, что Poly(I:C) и Ри-
достин Про показали незначительно отличающуюся 
противоопухолевую эффективность на мышиных 
моделях, более низкая концентрация цитокинов в 
сыворотке для Poly(I:C) может считаться некоторым 
преимуществом, так как может свидетельствовать о 
более низкой токсичности. С другой стороны, когда 
Poly(I:C) оценивался в клиническом исследовании, 
не было обнаружено объективного противоопухо-
левого ответа, вероятно, из-за короткого периода 
полураспада полинуклеотида [12]. В то же время 
его более токсичный аналог Poly-ICLC [13, 25], 
который, как и Ридостин Про, обладает пролонги-
рованным действием, применяется в клинических 
испытаниях как адъювант противоопухолевых пеп-
тидных вакцин [16, 17]. В исследовании на приматах 
показано, что Poly-ICLC вызывал существенное 
повышение уровня интерферона в сыворотке крови, 
по сравнению с Poly(I:C) [13].

Поэтому на данном этапе нельзя точно сказать, 
что более низкие значения провоспалительных 
цитокинов указывают на преимущество Poly(I:C) 
над Ридостином Про. Можно отметить, что при 
сравнении с литературными данными уровень ци-
токинов при воздействии Ридостина Про был ниже, 
чем при использовании других агонистов TLR-3 
[26]. Однако полученные результаты требуют 
внимательно отнестись к дальнейшему изучению 
воздействия препарата Ридостин Про на иммунную 
систему, подбору дозы и способа введения.

Влияние Ридостина Про и Poly(I:C) 
на иммунофенотип спленоцитов 
Для лучшего понимания иммунологических 

процессов, происходящих после применения 
Poly(I:C) и Ридостина Про, оценивали иммуно-
фенотип клеток селезенки мыши через 24 ч после 
однократного введения препаратов. Двумя моле-
кулами адгезии, которые связаны с дифференци-
ровкой CD4+- и CD8+- Т-клеток, являются CD44 и 
CD62L. Иммунофенотип CD44– CD62L+ характе-
рен для наивных CD8+- Т-клеток (Tn). В результате 
инфицирования или иммунизации на антиген-
активированных CD8+- Т-клетках повышается 
экспрессия CD44 и теряется CD62L, такие клетки 
становятся эффекторными Т-клетками (Teff). 
После разрешения инфекции популяция клеток 
CD8+- Teff сокращается, и происходит формиро-
вание клеток памяти. Среди CD8+- T-клеток выде-
ляют Т-клетки центральной памяти (Tcm) CD44+ 
CD62L+ и Т-клетки эффекторной памяти (Tem) 
CD44+ CD62L–. Схожая стратегия применяется и 
для оценки дифференцировки CD4+- Т-клеток. Но 
метод проточной цитофлуориметрии позволяет 
отчетливо определить только две популяции: Tn 
и Tem [27]. 

Для CD4+- и CD8+- Т-клеток после введения 
Poly(I:C) обнаружено статистически значимое 

Рис. 4. Примеры изменения количества 
iFN-γ-продуцирующих спленоцитов мы-

шей из разных групп после in vitro 
стимуляции tRp2 или oVa. Примечание: 

микрофото выполнено авторами
Fig. 4. examples of changes in the number 
of iFN-γ-producing mouse splenocytes from 
different groups after in vitro stimulation with 
tRp2 or oVa. Note: created by the authors
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снижение количества клеток Tem и увеличение 
Тn, по сравнению с физраствором, и не отмечено 
значимых изменений для Tcm. После введения 
Ридостина Про получены схожие данные. Можно 
отметить большее увеличение Тn и снижение Tem 
среди CD4+- и CD8+- Т-клеток после воздействия 
Poly(I:C), по сравнению с Ридостином Про, но зна-
чимой разница между препаратами была только для 
CD4+ и CD8+ Тn (рис. 7). K. Bahl et al. показали, что 
через 12 ч после введения мышам Poly(I:C) проис-
ходило уменьшение количества Т-клеток памяти в 
селезенке за счет их апоптотической гибели [28], 
но через 1 сут Poly(I:C) начинает стимулировать 
пролиферацию CD44+- CD8+- Т-клеток памяти [29]. 
Вероятно, это происходит для удаления ненужных 
Т-клеток памяти, чтобы на их месте могли за счет 
пролиферации появиться Т-клетки, специфичные 
к нужным антигенам. Имеющихся в литературе 
данных недостаточно, чтобы точно определить, в 
какой момент времени после воздействия Poly(I:C) 
Т-клетки памяти перестают погибать и начинают 
пролиферировать. Если предположить, что этот 
срок примерно равен суткам, полученные нами 
данные могут свидетельствовать об очень схожей 
тенденции по снижению Т-клеток памяти для обо-
их препаратов, но для Ридостина Про она выражена 
несколько слабее, чем для Poly(I:C).

Рис. 7. Влияние Ридостина Про 
и poly(i:c) на популяции Т-клеток 

памяти в селезенке мышей: 
1 – физраствор; 2 – poly(i:c); 

3 – Ридостин Про;
А – количество клеток, выражен-
ное в процентах для tn, tem, tcm 
от всех cd8+/cd3+/cd45+ клеток 
селезенки; В – количество клеток, 
выраженное в процентах для tn 
и tem от всех cd4+/cd3+/cd45+ 
клеток селезенки; С – количество 

cd8+ Т-клеток памяти в селезенке 
мышей через 24 ч после введения 

препаратов (примеры точечных 
графиков).

Примечания: * – р<0,5, ** – р<0,01; 
рисунок выполнен авторами

Fig. 7. impact of Ridostin pro and 
poly(i:c) on memory t-cell popula-

tions in mice spleen: 1 – saline; 
2 – poly(i:c); 3 – Ridostin pro; 

a – number of cells expressed as a 
percentage for tn, tem, tcm of all 
cd8+/cd3+/cd45+ spleen cells; 

B – number of cells expressed as a 
percentage for tn and tem from all 
cd4+/cd3+/cd45+ spleen cells; 

c – number of cd8+ memory t cells 
in mouce spleen after 24 hours of 

drug administration (examples of dot 
graphs).

Notes: * – p<0.5, ** – p<0.01; created 
by the authors

Рецептор запрограммированной гибели клеток 
1 (PD-1) (англ. Programmed cell death 1; CD279) 
является одной из важнейших молекул иммунных 
контрольных точек. PD-1 экспрессируется на акти-
вированных CD4+ и CD8+- Т-клетках и некоторых 
других иммунных клетках. Взаимодействие PD-1 
с его лигандом PD-L1 необходимо для развития 
иммунной толерантности, предотвращения чрез-
мерной активности иммунных клеток [30, 31]. 
После воздействия Poly(I:C) и Ридостина Про 
нами обнаружено небольшое, но статистически 
значимое повышение PD-1 на CD8+- Т-клетках, 
по сравнению с физраствором. Это может быть 
связано с повышением некоторых цитокинов 
в сыворотке [32]. Между препаратами не было 
значимой разницы, хотя Ридостин Про вызывал 
большее повышение PD-1 на CD8+- Т-клетках. 
На CD4+- Т-клетках изменения количества PD-1 
положительных клеток не имели статистической 
значимости для обоих препаратов (рис. 8).

CD69 является маркером ранней активации лим-
фоцитов, его экспрессия быстро индуцируется на 
поверхности Т-лимфоцитов после стимуляции [33]. 
По поводу влияния CD69 на активацию иммунитета 
имеются различные данные. Более ранние исследо-
вания отмечают иммуноактивирующую роль CD69 
[34]. Позднее была выявлена его иммунорегулятор-
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Рис. 8. Влияние Ридостина 
Про и poly(i:c) на количество 
cd8+ и cd4+ Т-клеток, экс-

прессирующих pd-1 (А) и cd69 
(В) от всех cd3+/cd45+ клеток 
селезенки мышей, а также на 
общее количество Т-, В-, NK-
клеток от всех cd45+ клеток 

селезенки (С): 1 – физраствор; 
2 – poly(i:c); 3 – Ридостин Про.

Примечания: * – р<0,5, ** – 
р<0,01; рисунок выполнен 

авторами
Fig. 8. impact of Ridostin pro 

and poly(i:c) on the number of 
cd8+ and cd4+ t cells express-
ing pd-1 (a) and cd69 (B) from 
all cd3+/cd45+ cells in mouse 
spleen, and on the total number 
of t, B, NK cells from all cd45+ 

cells in spleen (c): 1 – saline; 2 – 
poly(i:c); 3 – Ridostin pro. 

Notes: * – р<0.5, ** – р<0.01; 
created by the authors

ная функция, например, в отсутствие CD69 у мышей 
проявляется более сильный противоопухолевый 
иммунитет [35]. Имеются данные, что Poly(I:C) 
может усиливать экспрессию CD69 на поверхно-
сти CD4 Т-клеток в селезенке [36], но в указанной 
публикации Poly(I:C) вводился мышам внутрибрю-
шинно. В литературе есть данные о значительном 
повышении количества CD69+- Т-клеток после вну-
тривенного введения Poly(I:C) [37]. Нами ранее по-
казано повышение CD69 на Т-клетках мышей после 
многократного подкожного введения Poly(I:C) [21]. 
После однократного подкожного введения Poly(I:C) 
нами не отмечено увеличения количества CD69+-
клеток среди популяции CD4+- Т-клеток. Среди 
CD8+- Т-клеток после инъекции Poly(I:C) отмечено 
небольшое, но значимое повышение количества 
клеток CD69+. Подкожное введение Ридостина Про 
вызвало выраженное повышение количества CD69+- 
Т-клеток как в популяции CD4+, так и в популяции 
CD8+, что было статистически значимо. Также нами 
обнаружено значимо более высокое количество 
CD69+-клеток среди CD4+- и CD8+- Т-клеток после 
введения Ридостина Про по сравнению с Poly(I:C) 

(рис. 8). Имеются литературные данные, что IFN-I 
типа индуцируют экспрессию CD69 во многих ти-
пах клеток [37]. Можно предположить, что более 
высокие уровни CD69 на Т-клетках могут быть 
связаны с более сильной выработкой некоторых 
цитокинов после введения Ридостина Про, по срав-
нению с Poly(I:C).

Также определяли CD3+- Т-клетки, NK-клетки 
с помощью маркера NKp46+/CD3– [38] и CD19+- 
В-клетки (рис. 8). Нами обнаружено, что как после 
введения Poly(I:C), так и после введения Ридостина 
Про значимо снижалось количество Т- и NK-
клеток и значимо повышалось количество В-клеток 
по сравнению с физраствором. При этом указанные 
изменения проявлялись сильнее после введения 
Ридостина Про, где количество Т- и NK-клеток 
было значимо меньше, а количество В-клеток 
значимо выше по сравнению с Poly(I:C). Снижение 
общего количества Т-клеток частично можно объ-
яснить уменьшением количества Т-клеток памяти 
за счет апоптоза. Возможно, одной из причин сни-
жения количества NK-клеток и части Т-клеток в 
селезенке может быть их миграция.
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Таким образом, сравнение иммунофенотипа 
клеток селезенки после введения исследуемых 
адъювантов показало, что оба препарата снижали 
количество Tem и повышали Tn. Хотя указанные 
эффекты были сильнее выражены после примене-
ния Poly(I:C), тем не менее можно сказать о схожих 
тенденциях в изменении количества Т-клеток 
памяти. Оба адъюванта не влияли на количество 
маркера PD-1 на CD4+- Т-клетках и немного по-
вышали его количество на CD8+-клетках, стати-
стически значимой разницы между препаратами в 
данном случае не обнаружено. Но Ридостин Про 
значительно сильнее повышал количество маркера 
CD69 на CD4+- и CD8+- Т-клетках, по сравнению 
с Poly(I:C). Это можно объяснить тем, что после 
введения Ридостина Про значительнее повышается 
уровень интерферонов в сыворотке, а известно, что 
IFN-I индуцируют экспрессию CD69 во многих 
типах клеток [37]. Нами обнаружено, что после 
введения адъювантов мышам в селезенке повыша-
лось количество В-клеток и снижалось количество 
Т- и NK-клеток, для Ридостина Про эта тенденция 
была выражена сильнее. 

В итоге можно отметить, что, за исключением 
влияния на экспрессию маркера CD69, тенденции 
в изменении иммунофенотипа клеток селезенки в 
целом схожи для обоих адъювантов. 

Заключение
Проведено сравнение препарата Ридостин 

Про с препаратом Poly(I:C) в качестве возмож-
ных адъювантов для противоопухолевых вакцин. 
Указанные препараты показали приблизительно 
равную способность к антиген-специфическому 
праймированию Т-клеток. Противоопухолевый 
эффект вакцин, имеющих в составе Ридостин 
Про, оказался немного сильнее по сравнению с 
вакцинами, содержащими Poly(I:C). При этом Ри-
достин Про сильнее повышал уровни цитокинов в 
сыворотке крови мышей, по сравнению с Poly(I:C). 
Препараты вызывали схожие по тенденциям из-
менения иммунофенотипа селезенки, за исклю-
чением влияния на экспрессию маркера CD69. 
Вакцины, содержащие Ридостин Про, обладали 
противоопухолевой эффективностью и способ-
ностью к антиген-специфическому праймирова-
нию Т-клеток. В то же время наблюдаемое после 
воздействия Ридостина Про повышение уровня 
цитокинов в сыворотке крови мышей требует 
внимательно отнестись к дальнейшему изучению 
его влияния на иммунную систему, подбору дозы 
и способа введения. Это показывает, что Ридостин 
Про заслуживает дальнейшего изучения в качестве 
адъюванта для вакцин. 
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