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Введение. Эффективность противоопухолевых неоантигенных пептидных вакцин зависит от наличия в их со-
ставе адъюванта. Poly(I:C), агонист TRL-3, в качестве адъюванта применяется в мышиных моделях противоопу-
холевых вакцин, но имеет ограничения для применения у людей. Поэтому актуален поиск новых эффективных 
адъювантов для включения в состав противоопухолевой неоантигенной пептидной вакцины. Ридостин Про – 
отечественный препарат, который содержит природный комплекс натриевых солей двуспиральных и односпи-
ральных рибонуклеиновых кислот, является агонистом TLR-3, индуктором интерферона; показана его противо-
вирусная активность. В связи с этим представляет интерес исследование Ридостина Про в качестве адъюванта 
в составе пептидных неоантигенных вакцин.
Цель исследования – оценить способность адъювантов Ридостин Про и Poly(I:C) усиливать специфический 
Т-клеточный ответ на неоантигенные синтетические пептиды; определить противоопухолевую эффективность 
неоантигенной пептидной вакцины с адъювантами Ридостин Про или Poly(I:C).
Материалы и методы. Иммуногенность пептидов после вакцинации с адъювантами Ридостин Про или Poly(I:C) 
определяли с помощью метода ELISpot. Противоопухолевый эффект адъювантов Ридостин Про или Poly(I:C) 
оценивали на мышиной модели опухоли В16-F10 по влиянию на скорость роста опухоли и выживаемость мышей.
Результаты. Вакцинация мышей Ридостином Про или Poly(I:C) с неоантигенными пептидами способствовала 
появлению специфического иммунного ответа к пептидам, входившим в состав вакцины. Ридостин Про и в со-
ставе модели вакцины, и при введении без пептида тормозит рост опухоли и увеличивает продолжительность 
жизни мышей с меланомой B16-F10.
Заключение.  Ридостин  Про  способствует  формированию специфического иммунного  ответа на  пептидную 
вакцину,  усиливает ее противоопухолевый эффект. Эти результаты подтверждают, что Ридостин Про может 
оказаться эффективным адъювантом для персонализированных неоантигенных пептидных вакцин.
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Background. The effectiveness of cancer neoantigen peptide vaccines depends on the presence of an adjuvant 
in their composition. Poly(I:C), a TRL-3 agonist, is used as an adjuvant in mouse models of cancer vaccines, but has 
limitations for use in humans. Therefore, the search for new effective adjuvants for inclusion in the composition 
of cancer neoantigen peptide vaccine is relevant. Ridostin Pro is a domestic drug that contains a natural complex 
of sodium salts of double-chiral and single-chiral ribonucleic acids, is an agonist of TLR-3, an inducer of interferon, 
its antiviral activity is shown. In this regard, the study of Ridostin Pro as an adjuvant in the composition of neoan-
tigen peptide vaccines is of interest.
Aim. To evaluate the ability of Ridostin Pro and Poly(I:C) adjuvants enhance the specific T-cell response to neo-
antigen synthetic peptides;  to study the antitumor efficacy of a neoantigen peptide vaccine with Ridostin Pro 
or Poly(I:C) adjuvants.
Materials and methods. Immunogenicity of peptides after vaccination with Ridostin Pro or Poly(I:C) adjuvants 
evaluated with ELISpot. Antitumor effect of Ridostin Pro or Poly(I:C) adjuvants were evaluated on a mouse model 
of the B16-F10 tumor by the effect on the tumor growth rate and survival of mice.
Results. Vaccination of mice with Ridostin Pro or Poly(I:C) with neoantigen peptides contributed to the appear-
ance of a specific immune response to peptides that were part of the vaccine. Ridostin Pro, both as part of a vac-
cine model and when administered without a peptide,  inhibits  tumor growth and  increases the  life expectancy 
of mice with melanoma B16-F10.
Conclusion. Ridostin Pro promotes the formation of a specific immune response to the peptide vaccine, enhances 
the antitumor effect of the vaccine. These results confirm that Ridostin Pro may prove to be an effective adjuvant 
for personalized neoantigen peptide vaccines.
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Введение
Противоопухолевая вакцинотерапия пептидны-

ми неоантигенными вакцинами направлена на ин-
дукцию или активацию Т-клеток, специфически 
распознающих и уничтожающих опухолевые клетки, 
а также на установление долговременной иммуноло-
гической памяти [1]. Однако для усиления действия 
противоопухолевых вакцин требуются эффективные 
адъюванты, и большие надежды возлагаются на ли-
ганды толл-подобных рецепторов (TLR) [2]. Во время 
естественного антимикробного или противовирус-
ного иммунного ответа связывание патогенассоци-
ированных молекулярных паттернов с TLR иници-
ирует активацию антигенраспознающих клеток. Это 
необходимо для адекватной презентации антигена, 
миграции дендритных клеток в лимфатический узел 
и в конечном счете для эффективного праймирования 
Т-клеток. Оптимальный адъювант противоопухоле-
вой вакцины должен обладать свойствами, характер-
ными для патогенассоциированных молекулярных 
паттернов. В дополнение к способности индуциро-
вать Т-клеточный ответ адъювант должен быть без-
опасен и доступен [3].

Poly(I:C) – полиинозиновая-полицитидиловая 
кислота, синтетический аналог двухцепочечной ри-
бонуклеиновой кислоты (РНК), обладает как выра-
женным противовирусным, так и противоопухолевым 
потенциалом [4]. Poly(I:C) и ее модификации уже 
несколько десятилетий изучаются в качестве адъю-

вантов для иммунотерапии рака [5–8]. Двухцепочеч-
ная РНК появляется в клетках при вирусном зараже-
нии, представляя собой либо геном вирусов, либо 
промежуточный продукт репродукции вирусов, и ин-
дуцирует выработку интерферона (ИФН) 1-го типа 
и ряда других цитокинов [9].

В моделях на мышах после введения Poly(I:C) 
наблюдается замедление роста сингенных опухолевых 
имплантатов, что связано с активностью натуральных 
киллеров, дендритных клеток и цитотоксических 
Т-лимфоцитов [10, 11]. Однако клинические иссле-
дования Poly(I:C) в качестве самостоятельного аген-
та для лечения рака не показали ее положительного 
влияния на клинический исход, вероятно из-за ко-
роткого периода полураспада [12]. Стабилизирован-
ная форма Poly-ICLC оказалась в 5–10 раз более 
устойчивой к гидролизу в сыворотке приматов и ин-
дуцировала значительное увеличение уровня ИФН 
в сыворотке крови [13]. Повышенная стабильность 
привела к повышению токсичности. Тем не менее 
оказалось, что токсические эффекты Poly-ICLC мож-
но уменьшить путем снижения дозы и изменения 
пути введения [14, 15]. Недавно были опубликованы 
результаты клинических испытаний пептидных вак-
цин, содержащих в качестве адъюванта Poly-ICLC 
(Хилтонол), для противоопухолевой терапии [16, 17].

В Институте медицинской биотехнологии ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребназдора разработан пре-
парат Ридостин Про, представляющий собой комплекс 
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натриевых солей двуспиральных и односпиральных 
РНК из киллерного штамма пекарских дрожжей 
Saccha romyces cerevisiae. Ридостин Про является улуч-
шенным аналогом препарата ридостин, разрешенно-
го в Российской Федерации для применения в каче-
стве противовирусного и иммуномодулирующего 
средства. Преимуществом Ридостина Про по срав-
нению с синтетическими аналогами двухцепочечной 
РНК является то, что природная двухцепочечная 
РНК при сопоставимой противовирусной и иммуно-
модулирующей активности не обладает способностью 
к кумуляции и гепатотоксичностью [18].

Ранее нами была создана модель персонализиро-
ванной пептидной неоантигенной вакцины против 
меланомы мышей B16-F10 [19]. В качестве адъюван-
та при исследовании модели пептидной вакцины 
у мышей мы использовали Poly(I:C) [20–22]. Однако 
для дальнейшей разработки персонализированных 
пептидных неоантигенных вакцин необходим адъю-
вант, показавший безопасность и эффективность 
в клинических испытаниях.

Цель исследования – оценить способность адъю-
вантов Ридостин Про и Poly(I:C) вызывать специфи-
ческий Т-клеточный ответ на неоантигенные синте-
тические пептиды; определить противоопухолевую 
эффективность неоантигенной пептидной вакцины 
с адъювантами Ридостин Про или Poly(I:C).

Материалы и методы
Ридостин Про – рибонуклеинат натрия, индуктор 

интерферона пролонгированного действия, иммуно-
модулятор – предоставлен Институтом медицинской 
биотехнологии ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотреб-
надзора. Состав препарата Ридостин Про: комплекс 
натриевых солей двуспиральных и одноцепочечных 
РНК из киллерного штамма пекарских дрожжей 
Saccha romyces cerevisiae с содержанием нуклеотид-
ного материала от 70 до 90 %, двухспиральной РНК 
от 10 до 22 % (действующее начало); субстанция для 
изготовления ле карственных форм (ФСП № 002021 /  
01 – 070420090769-08); поливинилпирролидон (ста-
билизатор, обеспечивающий пролонгацию биоло-
гических эффектов РНК). Лекарственная форма: 
лиофилизат для приготовления раствора для внутри-
мышечного и подкожного введения.

Poly(I:C) (polyinosinic-polycytidylic acid sodium salt, 
P1530-100MG, Sigma) – синтетический аналог двух-
цепочечной РНК.

Способность Ридостина Про и Poly(I:C) вызывать 
специфический Т-клеточный ответ оценивали с помо-
щью метода ELISpot. Для этого мышам-самкам линии 
C57Bl / 6J весом 20–22 г без опухолей подкожно вводи-
ли модели вакцины, содержащие адъюванты с синте-
тическими неоантигенными пептидами. Для моделей 
вакцины сформировали 2 группы пептидов (табл. 1).

Таблица 1. Две группы пептидов, использовавшихся для оценки способности адъювантов вызывать специфический Т-клеточный ответ

Table 1. Two groups of peptides used to evaluate the ability of adjuvants to elicit a specific T-cell response

Название пептида 
Peptide name

Ген 
Gene

Замена 
Replacement

Последовательность 
Sequence

Пептиды 1 
Peptides 1

g.101573665 Krt75 p.G56A GRISGIGS_A_FGSRSLYNLGGTRRVSIG

g.108075690C>A Ampd2 p.Q666H LSENISHGLLLRKAPVL_H_YLYYLAQIG

g.108814677G>C Nckipsd p.K492N MQTDTQDHQ_N_LCYSALVLAMVFSMGEA

g.110327865C>T Pole p.L1847F TLHNMMKK_F_FLQLIAEFKRLGSSVVYA

g.142664440A>G Wipi2 p.T304A PSQVTEMFNQGRAFA_A_VRLPFCGHKNI

Пептиды 2 
Peptides 2

g.56226589G>T Herc2 p.C4450F GGLAGPDGTKSVFGQM_F_AKMSSFSPDS

g.65813948T>A Pbk p.V145D GSPFPAAVILR_D_ALHMARGLKYLHQEK

g.66708664A>C Lins1 p.K154T MRMLQNSD_T_LLSHMAAKCLASLLYFQL

g.7163330C>T Pcmtd1 p.P222L LAVSFAPLVQ_L_SKNDNGTPDSVGLPPC

g.77174891A>C 2210408I21Rik p.D13A DALQEYSHNSF_A_LQCLLNSFPGDLEFK
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Для проведения исследования животных разде-
лили на группы:

• пептиды 1 + Poly(I:C) (4 мыши);
• пептиды 2 + Poly(I:C) (4 мыши);
• пептиды 1 + Ридостин Про (4 мыши);
• пептиды 2 + Ридостин Про (4 мыши).

Одна доза модели вакцины из 5 пептидов (пепти-
ды 1 или пептиды 2) содержала по 100 мкг каждого 
пептида (всего 500 мкг пептидов) в 500 мкл 10 % рас-
твора диметилсульфоксида в физиологическом рас-
творе. Смесь пептидов вводили подкожно. Адъюванты 
растворяли в физиологическом растворе. Одна доза 
Poly(I:C) содержала 50 мкг данного адъюванта в 300 
мкл физиологического раствора, а 1 доза Ридостина 
Про содержала 100 мкг этого адъюванта в 300 мкл 
физиологического раствора. Адъюванты вводили 
подкожно за 5–10 мин до введения смеси пептидов.

Иммунизацию мышей проводили двукратно с не-
дельными интервалами, в 0-й и 7-й дни. На 12-й день 
у мышей забирали селезенки для определения коли-
чества ИФН-γ-продуцирующих клеток методом 
ELISpot с помощью набора для определения мыши-
ного ИФН-γ (3321-2AW-Plus, Mabtech). Спленоциты 
48 ч инкубировали со смесями пептидов 1 или пепти-
дов 2 (100 мкг / мл), Ридостином Про (300 мкг / мл) или 
Poly(I:C) (250 мкг / мл), в качестве положительного 
контроля использовали конканавалин А.

Противоопухолевую эффективность Ридостина 
Про и Poly(I:C) оценивали по торможению роста ме-
ланомы мышей B16-F10 и увеличению продолжи-
тельности жизни мышей. В данном эксперименте 
модели вакцины содержали только 1 пептид (табл. 2).

Для исследования мышей-самок линии C57Bl / 6J 
весом 20–22 г разделили на группы:

• контроль (8 мышей);
• Ридостин Про (6 мышей);
• Poly(I:C) (6 мышей);
• пептид PSKPSFQE + Ридостин Про (5 мышей);
• пептид PSKPSFQE + Poly(I:C) (5 мышей).

Одна доза вакцины содержала 100 мкг пептида 
в 300 мкл 3 % раствора диметилсульфоксида в физио-
логическом растворе. Пептид вводили подкожно. Од-
на доза Poly(I:C) содержала 50 мкг адъюванта в 300 мкл 
физиологического раствора, а 1 доза Ридостина Про – 
100 мкг адъюванта в 300 мкл физиологического рас-
твора. Адъюванты также вводили подкожно, в груп-
пах с пептидом – за 5–10 мин до пептида.

Мышей иммунизировали четырехкратно на 0, 7, 
14 и 21-й дни эксперимента. На 10-й день от начала 
введения препаратов мышам перевивали подкожно 
опухоль B16-F10 по 75 тыс. клеток на мышь. Далее 
измеряли рост меланомы B16-F10 от дня перевивки 
опухоли (0-й день), чтобы оценить торможение роста 
опухоли.

Торможение роста опухоли (ТРО,  %) рассчиты-
вали по формуле:

ТРО (%) = (V
к
 – V

о
) / V

к
 × 100,

где V
к
 – средний объем опухолей в контрольной груп-

пе (мм3), V
о
 – средний объем опухолей в опытной 

группе (мм3).
Также оценивали изменение продолжительности 

жизни мышей в группах, получавших препараты, 
по сравнению с контролем. Увеличение продолжи-
тельности жизни (УПЖ,  %) вычисляли после гибели 
всех животных в опыте по формуле:

УПЖ (%) = (СПЖ
о
 – СПЖ

к
) / СПЖ

к
 × 100,

где СПЖ
к
 – средняя продолжительность жизни жи-

вотных в контрольной группе (дни), СПЖ
о
 – средняя 

продолжительность жизни животных в опытной груп-
пе (дни).

Результаты и обсуждение
Оценивали влияние на продукцию ИФН-γ Ридо-

стина Про и Poly(I:C) в качестве адъювантов в соста-
ве 2 моделей вакцины, каждая из которых отличалась 
по пептидному составу (см. табл. 1). Оказалось, что 
Ридостин Про эффективнее, чем Poly(I:C), повышал 
иммуногенность пептидов и в модели вакцины с пепти-
дами 1, и в модели с пептидами 2 (рис. 1). Также по-
казана специфичность действия пептидов, входящих 
в состав обеих моделей вакцины с обоими адъюванта-
ми: в спленоцитах мышей, которых иммунизировали 
вакциной с пептидами 1, добавление in vitro пеп тидов 
2 не вызывало усиления продукции ИФН-γ, а в спле-
ноцитах мышей, которых иммунизировали вакциной 
с пептидами 2, добавление в лунки планшета с клет-
ками пептидов 1 также не вызывало увеличения ко-
личества ИФН-γ-продуцирующих клеток. Интерес-
но, что модель с пептидами 1 при использовании 
адъюванта Poly(I:C) оказалась слабоиммуногенна, 

Таблица 2. Пептид для оценки противоопухолевого эффекта моделей вакцины с адъювантами Ридостин Про или Poly(I:C)

Table 2. Peptide for evaluating the antitumor effect of vaccine models with adjuvants Ridostin Pro or Poly(I:C)

Название пептида 
Peptide name

Ген 
Gene

Замена 
Replacement

Последовательность 
Sequence

PSKPSFQE Kif18b p.K739N PSKPSFQEFVDWE_N_VSPELNSTDQPFL
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тогда как при использовании в качестве адъюванта 
Ридостина Про наблюдалось увеличение количества 
ИФН-γ-продуцирующих клеток.

Исследование противоопухолевой эффективности 
моделей вакцины, содержащих пептид PSKPSFQE, 
показало, что и Ридостин Про, и Poly(I:C) в составе 

вакцины, а также при одиночном применении вызы-
вали торможение роста меланомы B16-F10 у мышей 
(рис. 2, табл. 3).

Ридостин Про при введении без пептида уве-
личивал процент выживаемости мышей с меланомой 
B16-F10 несколько эффективнее, чем Poly(I:C) (рис. 3, а). 

Рис. 1. Изменение количества интерферон-γ-продуцирующих клеток при стимуляции in vitro спленоцитов мышей, получавших разные модели 
вакцины: пептиды 1 с адъювантом Poly(I:C) (а); пептиды 2 с адъювантом Poly(I:C) (б); пептиды 1 с адъювантом Ридостин Про (в); пептиды 
2 с адъювантом Ридостин Про (г). In vitro стимуляция: 1 – контроль; 2 – Ридостин Про; 3 – Poly(I:C); 4 – пептиды 1; 5 – пептиды 2

Fig. 1. Changes in the number of interferon-γ-producing cells during in vitro stimulation of splenocytes of mice treated with different vaccine models: 
peptides 1 with adjuvant Poly(I:C) (а), peptides 2 with adjuvant Poly(I:C) (б), peptides 1 with adjuvant Ridostin Pro (в), peptides 2 with adjuvant Ridos-
tin Pro (г). Stimulation in vitro: 1 – control; 2 – Ridostin Pro; 3 – Poly(I:C); 4 – peptides 1; 5 – peptides 2

Таблица 3. Противоопухолевая эффективность адъювантов и моделей вакцины с адъювантами

Table 3. Antitumor efficacy of adjuvants and vaccine models with adjuvants

Воздействие 
Impact

Торможение роста опухоли,  % 
Inhibition of tumor growth,  %

Увеличение про-
должительности 

жизни, % 
Increase in life 
expectancy, %

15-е сутки 
15th day

18-е сутки 
18th day

23-и сутки 
23rd day

28-е сутки 
28th day

31-е сутки 
31st day

Ридостин Про 
Ridostin Pro

88 88 95 93 90 23

Poly(I:C) 100 82 88 86 78 1

Ридостин Про + PSKPSFQE 
Ridostin Pro + PSKPSFQE

82 93 94 95 95 25

Poly(I:C) + PSKPSFQE 89 91 93 89 90 31
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Одна из 6 мышей в группе, получавшей Ридостин 
Про, прожила более 90 дней. Однако в группе, полу-
чавшей вакцину с Ридостином Про, все мыши в итоге 
погибли, а в группе, получавшей вакцину с Poly(I:C), 
наблюдали излечение 1 из 5 мышей, она прожила 
более 90 дней (рис. 3, б).

Из литературы известно о способности Poly(I:C) 
усиливать специфический иммунный ответ на пептиды, 
входящие в состав вакцин [6]. Например, в исследова-
нии H. Sultan и соавт. [23] при сравнении адъювантных 
свойств Poly(I:C) с некоторыми ее аналогами Poly(I:C) 
продемонстрировала наилучшие результаты. В нашей 
работе мы показали, что Ридостин Про тоже способен 

к антигенспецифическому праймированию Т-клеток, 
причем даже немного лучше, чем Poly(I:C).

В работе C. Castle и соавт. [24] описан противо-
опухолевый эффект пептидной вакцины, содержащей 
такой же, как в нашем исследовании, пептид PSKPS-
FQE и адъювант Poly(I:C), на модели мышиной мела-
номы B16-F10. Вакцина вызывала более сильное замед-
ление роста опухоли, чем введение только Poly(I:C). Мы 
в нашей работе наблюдали схожий эффект, хотя у нас 
были небольшие отличия в постановке эксперимента 
по сравнению с указанной публикацией.

Насколько нам известно, способность Ридостина 
Про усиливать иммуногенность пептидов, а также 

Рис. 2. Влияние адъювантов (а) и моделей вакцины с адъювантами (б) на рост меланомы B16-F10

Fig. 2. The effect of adjuvants (а) and vaccine models with adjuvants (б) on the growth of melanoma B16-F10

Рис. 3. Влияние адъювантов (а) и моделей вакцины с адъювантами (б) на выживаемость мышей с B16-F10

Fig. 3. The effect of adjuvants (а) and vaccine models with adjuvants (б) on the survival of mice with B16-F10
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замедлять рост меланомы при применении в составе 
неоантигенной вакцины показана нами впервые. Не-
которые отличия в эффективности Poly(I:C) и Ридо-
стина Про можно объяснить небольшой выборкой 
животных или тем, что Ридостин Про содержит кро-
ме двухцепочечной также и односпиральную РНК, 
что допускает вовлечение в иммунный ответ TLR-7 
и TLR-8 (помимо TLR-3) и может объяснить его по-
вышенную иммуностимулирующую активность [25, 
26]. В связи с этим заслуживают дальнейшего более 
детального изучения иммунологические процессы, 
вызываемые введением в состав пептидной неоанти-
генной противоопухолевой вакцины Ридостина Про 
в качестве адъюванта.

Заключение
Включение Ридостина Про в качестве адъюван-

та в состав нескольких моделей пептидной неоанти-
генной вакцины с разными пептидами показало, 
что он более эффективно усиливает иммуногенность 
пептидов, чем препарат сравнения Poly(I:C). Вакцина 
с адъювантом Ридостин Про, так же как и с Poly(I:C), 
замедляла рост меланомы В16-F10 и увеличивала 
среднюю продолжительность жизни мышей с опу-
холями.

Хотя это только начало исследований Ридостина 
Про, полученные результаты показывают высокий 
потенциал данного препарата в качестве адъюванта 
для пептидных неоантигенных вакцин.
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