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Применение онколитических вирусов (ОВ) является перспективным методом ингибирования опухолево-
го роста. ОВ оказывают как прямое противоопухолевое, так и косвенное иммуностимулирующее дей-
ствие. Известно, что при онкологических патологиях нарушено распознавание опухолевого антигена
клетками иммунной системы. Стимуляция дендритных клеток (ДК) под действием опухолевых антигенов
совместно с вирусами, возможно, усилит генерацию антиген-специфических лимфоцитов против опухо-
левых клеток, которые в свою очередь могут быть эффективным инструментом противоопухолевых кле-
точных технологий. Цель настоящей работы заключалась в выяснении возможности использования рео-
вируса штамма Р-92 для генерации опухолеспецифических Т-лимфоцитов in vitro. Нами установлено, что
при дифференцировке ДК в присутствии реовируса Р-92 увеличивается выход зрелых ДК. Помимо этого
образец ДК с нагрузкой антигенами HeLa после сокультивирования с лимфоцитами и культурой HeLa не
показал активного цитолитического действия, наблюдали лишь цитостатический эффект, в отличие от
образцов с добавленнным реовирусом Р-92. Таким образом, антиген, представляющий собой культуру
клеток HeLa, культивированную с реовирусом Р-92 в описанных нами условиях, можно предложить в ка-
честве эффективного экспериментального продукта для клеточной иммунотерапии опухолей.
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В последнее время большое внимание уделяется
иммунной системе онкологических больных и ее ак-
тивации с помощью биологической терапии. Биоло-
гические методы лечения, включая иммунотерапию
и терапию онколитическими вирусами (ОВ), по
мнению некоторых авторов, часто являются более
физиологичными и хорошо переносимыми, чем хи-
миолучевая терапия (Schirrmacher, 2018). Примене-
ние ОВ является перспективным методом ингиби-
рования опухолевого роста. Отличительной чертой
ОВ является их способность к избирательному ин-
фицированию и уничтожению раковых клеток (Не-
тёсов и др., 2011), избегая нормальные, что ведет к
стимуляции долгосрочных противоопухолевых им-
мунных реакций (Marelli et al., 2018). Вирусный он-

колизис в сочетании со стандартной терапией рас-
сматривается в литературе в качестве нового эффек-
тивного подхода к лечению рака (Ottolino-Perry et al.,
2010). Существует множество свидетельств об онко-
литических свойствах ряда вирусов из различных се-
мейств, таких как аденовирусы, герпесвирусы, рео-
вирусы, парвовирусы, пикорнавирусы, поксвирусы,
парамиксовирусы (Schirrmacher, 2018). Проводятся
клинические испытания с использованием онколи-
тической виротерапии, например, вакцин Reolysin
(Eissa et al., 2018) и JX-594 (Heinrich et al., 2017). Не-
сколько препаратов на основе вирусов уже использу-
ются в онкотерапии: Rigvir, Oncorine (Нетёсов и др.,
2011), TalimogeneLaherparepvec или T-VEC (Andtbac-
ka et al., 2015; Габдарахманова, 2017; Heinrich et al.,
2017; Marelli et al., 2018). Среди Российских разрабо-
ток необходимо отметить препарат Канцеролизин,
созданный в Научном центре вирусологии и биотех-

Принятые сокращения: ДК – дендритные клетки, ДКВ – денд-
ритно-клеточные вакцины, МНК – мононуклеарные клетки пе-
риферической крови, ОВ – онколитические вирусы, СПЭВ –
культура клеток почек эмбрионов свиньи.
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нологии “Вектор” на основе штамма Adel2 (Разумов
и др., 2013).

Распознавание антигена является важнейшим
звеном иммунного ответа, и, прежде всего, именно
оно нарушено при реакции на опухолевые антигены
в связи с их недостаточной чужеродностью для орга-
низма опухоленосителя. Разработка различных ме-
тодов стимуляции этого процесса является актуаль-
ной задачей для иммунотерапии опухолей. В литера-
туре описан ряд адъювантов в виде химиопрепаратов
или веществ растительного происхождения, приме-
няемых при дендритноклеточной вакцинации (ДКВ)
для усиления иммуногенности (Водолажский и др.,
2017). В этой связи представляют определенную пер-
спективу и ОВ, способные лизировать опухолевые
клетки с высвобождением из них различных антиге-
нов и, кроме того, являющиеся экзогенными анти-
генами. Мы исходили из гипотезы, что стимуляция
ДК под действием таких антигенов способна уси-
лить генерацию антиген-специфических лимфоцитов
против опухолевых клеток, которые в свою очередь
могут быть эффективным инструментом противоопу-
холевых клеточных технологий (Златник и др., 2018).

Ранее нами была показана онколитическая ак-
тивность реовируса Р-92 in vitro на нескольких опу-
холевых клеточных линиях (Ситковская и др.,
2018б); мы предполагаем, что полученные опухоле-
вые лизаты можно использовать при создании кле-
точных продуктов для иммунотерапии опухолей.

Цель настоящей работы заключалась в изучении
возможности использоваться реовирус штамма Р-92
для генерации опухолеспецифических Т-лимфоци-
тов in vitro.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Исследовали эффективность нагрузки

незрелых дендритных клеток (ДК) онколитическим
реовирусом человека Р-92 (предположительно 3-го се-
ротипа). Данный вирус выделен от больного инфекци-
онным гепатитом, адаптирован к росту на культуре
СПЭВ, при многократных пассажах утратил патоген-
ность, охарактеризован электронно-микроскопиче-
скими, серологическими методами и с помощью ПЦР
(Колпаков, Колпакова, 2014). Депонирован в Государ-
ственной коллекции вирусов Научно-исследова-
тельского института вирусологии им. Д.И. Иванов-
ского РАМН как производственный штамм (№ 2363
от 17.02.2003 г.). Для нашей работы реовирус челове-
ка Р-92 был предоставлен С.А. Колпаковым. Культу-
ра клеток HeLa получена из Российской коллекции
культур клеток позвоночных Института цитологии
РАН (Санкт-Петербург).

Получение мононуклеарных клеток (МНК) и лим-
фоцитов. Из локтевой вены здоровых доноров с по-
мощью вакутейнера производили забор перифери-
ческой крови в объеме 100 мл в пробирки BD
Vacutainer® CPT™, содержащие раствор фиколла

(Ficoll™ Hypaque™ Solution, плотность 1.077), забу-
ференный антикоагулянт гепарин натрия и инерт-
ный гелевый барьер (Becton Dickinson, США). Про-
бирки с материалом центрифугировали 25 мин при
1700 g. Во время центрифугирования гель образует
физический барьер между МНК в плазме и эритро-
цитами и гранулоцитами. Из фракции, оседающей
над градиентом плотности (мутное белесое кольцо)
дозатором отбирали суспензию МНК. Полученные
клетки отмывали раствором Хенкса (Биолот, Рос-
сия) и пассировали в 2 культуральных флаконах Т75
(Biofil, Китай) для 2-х часовой адгезии моноцитов в
питательной среде RPMI-1640 (Биолот, Россия), по-
сле чего питательную среду с неприкрепленными
клетками (лимфоцитами) переносили в стерильные
центрифужные пробирки и аликвотировали по
10 млн кл./мл в криопробирки, замораживали при
‒80°С для дальнейших исследований.

Дифференцировку моноцитов в незрелые ДК про-
водили по общепринятой методике в течение 7 сут в
питательной среде для дифференцировки ДК (Cell-
Genix, Германия), добавляя на 1-, 3- и 5-е сут куль-
тивирования интерлейкин-4 (IL-4; 20 нг/мл, SCI Store,
Россия) и гранулоцитарно-макрофагальный колоние-
стимулирующий фактор (ГМ-КСФ; 72 нг/мг, SCI
Store, Россия) (Балдуева и др., 2012). Через 7 сут куль-
тивирования клетки снимали со дна флакона раство-
ром Версена для проведения иммунофенотипирова-
ния методом проточной цитофлуориметрии с помо-
щью проточного цитофлуориметра (FACSCantoII,
Becton Dickinson, США) с использованием панели мо-
ноклональных антител к антигенам дифференциров-
ки: CD14 (FITC), CD1a (PE), CD80 (PE-Cy7), CD11c
(APC), CD45 (APC-Cy7) (Becton Dickinson, США).
Ключевым маркером для определения доли незре-
лых ДК являлся CD1a.

После снятия клетки пересевали в 3 флакона Т25
(по 1.5 × 105 клеток в каждый) в кондиционную среду
после дифференцировки моноцитов в незрелые ДК,
добавляли IL-4 (20 нг/мл, SCI Store, Россия), грану-
лоцитарно-макрофагальный колониестимулирую-
щий фактор (GM-CSF, 72 нг/мг, SCI Store, Россия),
фактор некроза опухолей (TNFα; 20 нг/мл, SCI
Store, Россия), а также антигенную нагрузку, инди-
видуальную для каждого из трех флаконов: только
лизат культуры клеток HeLa (контроль); реовирус
совместно с лизатом клеток HeLa, полученный в ре-
зультате лизирования реовирусом клеток HeLa при
совместном культивировании (экспериментальный
образец 1), как описано ранее (Ситковская и др.,
2018б); только реовирус, культивируемый в стан-
дартной культуре клеток СПЭВ (эксперименталь-
ный образец 2). Через 48 ч нагруженные ДК снимали
с культуральных флаконов раствором Версена и
проводили фенотипирование с использованием па-
нели моноклональных антител к антигенам диффе-
ренцировки: CD80 (PE-Cy7), CD83 (APC), CD86
(PE), HLA-DR (PE-Cy7), CD197 (FITC), CD45
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Рис. 1. Экспрессия маркера CD83 дендритными клетка-
ми (ДК; правые гистограммы) через 48 ч после нагрузки
различными антигенами. В качестве негативного кон-
троля использованы лимфоциты (левые гистограммы).
Данные проточной цитометрии. а – Антигенная нагруз-
ка ДК только лизатом клеток HeLa; б – антигенная на-
грузка ДК реовирусом и лизатом HeLa; в – антигенная
нагрузка ДК только реовирусом.
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(APC-Cy7) (Becton Dickinson, США), позволяющей
охарактеризовать созревание ДК.

Сокультивирование ДК, аутологичных лимфоцитов
и клеток HeLa. В течение 5 сут проводили сокульти-
вирование полученных зрелых ДК с аутологичными
лимфоцитами в соотношении 3 : 1 в лунках 6-луноч-
ных планшетов в питательной среде RPMI-1640
(Биолот, Россия), содержащей 10% телячьей эмбри-
ональной сыворотки (Биолот, Россия), после чего в
образцы вносили по 1.5 × 105 клеток HeLa в качестве
клеток-мишеней. Культуру клеток HeLa культиви-
ровали в питательной среде RPMI-1640 (Биолот,
Россия), содержащей 10% телячьей эмбриональной
сыворотки (Биолот, Россия) и 0.5% пенициллина-
стрептомицина (Биолот, Россия). Через 48 ч все
клетки из образцов собирали и проводили оконча-
тельное фенотипирование с использованием панели
моноклональных антител к антигенам дифференци-
ровки: CD80 (PE-Cy7), CD83 (APC), CD86 (PE),
HLA-DR (PE-Cy7), CD38 (PE), CD25 (APC), CD127
(PE), CD3 (PerCP-Cy5-5; FITC), CD4 (PE-Cy7;
FITC), CD8 (APC-Cy7), CD16/56 (PE), CD19 (APC),
CD45 (PerCP-Cy5-5) (Becton Dickinson, США). Ко-
личество погибших и живых клеток-мишеней опре-
деляли в гемоцитометре с помощью окрашивания
трипановым синим.

Все этапы культивирования клеток проводили в
условиях 5% СО2 при температуре 37°C.

РЕЗУЛЬТАТЫ
На этапе получения незрелых ДК маркер CD1a

был обнаружен на 25% клеток, что говорит об эф-
фективной дифференцировке моноцитов в незре-
лые ДК.

Результаты иммунофенотипирования после эта-
па антигенной нагрузки ДК показали, что при нали-
чии реовируса в образцах увеличивается доля зрелых
и активированных ДК по сравнению с контролем, о
чем можно судить по экспрессии маркера CD83
(рис. 1) и коэкспрессии маркеров CD86 и HLA-DR
(рис. 2а). Показатели экспрессии ключевого поверх-
ностного антигена зрелых ДК (CD83) были макси-
мальными после нагрузки ДК реовирусом (98.1%).

При исследовании влияния ДК (после нагрузки
антигенами различных вариантов) на процессы ак-
тивации лимфоцитов через 1 сут после совместного
культивирования зрелых ДК и лимфоцитов наблю-
дали наибольшую экспрессию маркера ранней
активации CD38 на CD8+-лимфоцитах, наблюдае-
мую при использовании ДК, нагруженных лизатом
HeLa, полученном при действии реовируса. В той же
пробе наблюдали наиболее высокие показатели ко-
экспрессии активационных маркеров на CD4+-лим-
фоцитах, однако они были ниже по сравнению с
CD8+-клетками, составляя 4.2% для лимфоцитов
CD4+CD38+ и 1.0% для лимфоцитов CD4+HLA-
DR+. Наибольшее количество T-регуляторных кле-
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ток с фенотипом CD4+CD25+CD127low отмечено в
контроле (HeLa без реовируса) (рис. 2б).

Итак, оценка способности исследуемых вариан-
тов ДК активировать лимфоциты показала преиму-
щество ДК, нагруженных лизатом HeLa, получен-
ном под действием реовируса, на Т-цитотоксиче-
ское звено уже через 1 сут сокультивирования, перед
контрольным вариантом.

Далее оценивали цитотоксическое действие со-
культивируемых лимфоцитов и ДК против клеток-
мишеней (клеток HeLa). Для этого на 5-е сутки со-
культивирования ДК и лимфоцитов к ним добавля-
ли культуру HeLa по 1.5 × 105 клеток (в соотношении
с ДК 1 : 1) и продолжали культивирование.

Отмеченные различия нашли реализацию на фи-
нальном этапе исследования, а именно, при оценке
цитотоксического действия сокультивируемых лим-
фоцитов и ДК (контрольные и экспериментальные
образцы) против клеток-мишеней (клеток HeLa).
После 48-часового сокультивирования зрелых ДК,
аутологичных лимфоцитов и клеток-мишеней
HeLa, клетки всех образцов собирали, считали и
проводили иммунофенотипирование. В контроль-
ном варианте опухолевые клетки сохранялись в ко-
личестве, равном первоначально внесенному, хотя в
этих же образцах отмечали наибольшую популяцию
зрелых ДК (81.9%). Напротив, в обоих эксперимен-
тальных вариантах опухолевые клетки полностью
отсутствовали; при этом в них обнаружено более вы-
сокое количество Т-лимфоцитов по сравнению с
контролем (рис. 2в).

ОБСУЖДЕНИЕ
Введение дендритных клеток, нагруженных опу-

холевыми антигенами, с целью активации цитоток-
сических лимфоцитов для распознавания и элими-
нации опухолевых клеток, известно как одно из со-
временных иммунотерапевтичеcких воздействий,
получающих все большее развитие и в России, и в
мире (Балдуева и др., 2012; Vasaturo et al., 2013). Од-
нако препятствием для эффективной реализации это-
го метода является иммуносупрессия, формирующая-
ся в микроокружении опухоли (Teng et al., 2015).

В настоящее время возрастает интерес к приме-
нению вирусов, способных к естественному онколи-
зу, причем их противоопухолевое действие может
частично опосредоваться через иммунную систему
(Heinrich et al., 2017; Ситковская и др., 2018а; Santry
et al., 2018). Ряд апатогенных вирусов обладает двух-
фазным действием: онколитическим и иммуномо-
дулирующим, в ходе которого происходит высво-
бождение антигенов при лизисе опухолевых клеток
и развитие иммунного ответа на них, при этом сам
вирус может служить адъювантом. Хотя при поиске
оптимальных для поставленной цели ОВ учитывает-
ся возможность индукции максимального противо-
опухолевого и минимального противовирусного им-

Рис. 2. Влияние разных вариантов антигенной нагрузки
на иммунофенотип ДК и лимфоцитов. а – Доля активи-
рованных ДК (%) после нагрузки различными антигена-
ми; б – доля активированных Т-киллеров CD8+/CD38+ и
Т-регуляторных клеток (T regs) через 1 сут после сокуль-
тивирования с ДК, нагруженными различными антиге-
нами; в – доля Т-клеток CD3+ через 2 сут после сокуль-
тивирования с ДК, нагруженными различными антиге-
нами при совместном культивировании ДК, лимфоцитов
и клеток HeLa.
Столбцы: 1 – антигенная нагрузка ДК лизатом HeLa; 2 –
антигенная нагрузка ДК реовирусом и лизатом HeLa; 3 –
антигенная нагрузка ДК реовирусом. Цифры над столб-
цами – доля клеток (%).
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мунитета (Schirrmacher, 2018), даже при развитии от-
вета на вирус его адъювантное действие должно
привести к ответу и на антигены опухолевых клеток,
реализуясь в лизисе последних.

Для нас представляла интерес возможность объ-
единения таких подходов, как онколитическая ви-
ротерапия и противоопухолевая вакцинация с пер-
спективой потенцирования их эффектов. Известна
работа (Schirrmacher et al., 2017), выполненная в
условиях надлежащей производственной практики
GMP (good manufacturing practice) по получению ДК,
нагруженных лизатом аутологичных опухолевых кле-
ток, инфицированных вирусом болезни Ньюкасла;
авторы предполагают, что такой биотерапевтиче-
ский продукт может демонстрировать не только ло-
кальный противоопухолевый, но и системный анти-
метастатический эффект.

Однако ранее, используя широкую панель опухо-
левых культур клеток in vitro, мы не обнаружили вы-
раженного цитопатического действия вируса болез-
ни Ньюкасла, тогда как аналогичные эксперименты
с реовирусом штамма Р-92 продемонстрировали ак-
тивный лизис опухолевых клеток (Ситковская и др.,
2018б). В связи с этим, а также на основании данных
о его апатогенности (Колпаков, Колпакова, 2014),
мы предприняли генерацию дендритных клеток с
помощью реовируса.

Результаты нашей работы показали, что исполь-
зование реовируса для нагрузки незрелых ДК спо-
собствует стимуляции их созревания, а также экс-
прессии поверхностных маркеров, ответственных за
презентацию антигена Т-клеткам (CD86, HLA-DR).
ДК, нагруженные лизатом HeLa, полученным под
действием реовируса, при сокультивировании с лим-
фоцитами способствуют не только их активации, но и
снижению среди них доли иммуносупрессивных Т-ре-
гуляторных клеток. По-видимому, более активная сти-
муляция лимфоцитов (преимущественно CD8+) та-
кими ДК приводит к полной гибели опухолевых кле-
ток-мишеней при сокультивировании с ними.
Сохранность опухолевых клеток в контрольном ва-
рианте сокультивирования может свидетельствовать
о цитостатическом эффекте, так как пролиферации
клеток не наблюдали, однако и лизис их не обнару-
жен. Несмотря на то, что контрольный вариант ан-
тигена индуцирует максимальное количество ДК с
иммунофенотипом зрелых клеток, цитотоксичности
в отношении клеток-мишеней не было отмечено, что,
по нашему предположению, связано с недостаточно
эффективной межклеточной кооперацией антиген-
презентирующих и антиген-распознающих клеток в
данном случае. Вероятно, ДК вакцины с антигенной
нагрузкой, проводимой общепринятым методом,
лишь ингибируют рост и развитие опухолевых кле-

ток, возможным исходом чего может являться ин-
дукция апоптотических механизмов.

Реовирус Р-92 не только подавляет развитие опу-
холевых клеток, но и оказывает прямое литическое
действие, что представляется критичным при необ-
ходимости уменьшения опухолевой массы.

Таким образом, антиген, представляющий собой
культуру клеток HeLa, культивированную с реови-
русом Р-92, можно предложить в качестве эффек-
тивного экспериментального продукта для клеточ-
ной иммунотерапии опухолей.
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THE IN VITRO EFFECT OF ONCOLYTIC REOVIRUS P-92 ON DENDRITIC CELLS 
MATURATION AND THE GENERATION OF TUMOR-SPECIFIC T-LYMPHOCYTES

A. O. Sitkovskayaa, *, E. Yu. Zlatnika, I. V. Mezhevovaa, E. S. Bondarenkoa, S. A. Kolpakovb,
E. P. Kolpakovab, and I. A. Novikovaa

aRostov research institute of oncology, Rostov-on-Don, 344037 Russia
bRostov Research Institute of Microbiology and Parasitology of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, 344000 Russia

*E-mail: grankina.anastasia@mail.ru

The use of oncolytic viruses (OV) is a promising method of inhibiting tumor growth. OV have both direct antitumor
and indirect immunostimulatory effects. It is known that in cancer pathologies, the recognition of a tumor antigen
by cells of the immune system is impaired. Stimulation of dendritic cells (DC) under the action of tumor antigens
together with viruses may enhance the generation of antigen-specific lymphocytes against tumor cells, which, in
turn, can be an effective tool of antitumor cell technologies. The aim of the research was to study the possibility of
using reovirus strain P-92 for the generation of tumor-specific T-lymphocytes in vitro. Our work has shown that the
presence of reovirus P-92 with DC differentiation increases the yield of mature DCs. In addition, sample loading
DCs with HeLa antigen after co-culture with lymphocytes and HeLa, showed no active cytolytic action, only a cy-
totoxic effect was observed, in contrast to the samples with the addition of reovirus P-92. Thus, an antigen, which is
a HeLa cell culture incubated with reovirus P-92 under the conditions described above, can be proposed as an ef-
fective experimental product for the cellular immunotherapy of tumors.

Keywords: oncolytic viruses, biotherapy, reovirus P-92, dendritic cells, antigen-specific lymphocytes
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