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Введение. ингибиторы контрольных точек иммунитета занимают особое место среди стратегий иммунотерапии 
онкологических заболеваний. На сегодняшний день наиболее широкое клиническое применение получили анти-
CTLA-4 (CTLA-4 – гликопротеин цитотоксических лимфоцитов 4) и анти-PD-1/PD-L1-терапия (PD-1 – рецептор 
программируемой клеточной гибели 1, PD-L1 – лиганд 1 PD-1). между тем терапия ингибиторами контрольных точек 
иммунитета не всегда оказывается успешной, и многочисленные исследования указывают на необходимость ком-
бинирования ее с другими подходами иммунотерапии, в том числе с цитокинами. Особый интерес в этом отношении 
представляет секреторный циклофилин А (ЦфА). плейотропое иммуностимулирующее действие и противоопухоле-
вый эффект рекомбинантного ЦфА человека (рчЦфА) показаны нами ранее. Наши исследования рчЦфА как противо-
опухолевого фактора указывают на перспективность его использования в химио-иммунотерапии и комбинирован-
ной иммунотерапии онкологических заболеваний.
Цель исследования – оценить противоопухолевые эффекты комбинированной иммунотерапии с использованием 
рчЦфА и ингибиторов контрольных точек иммунитета в модели меланомы В16 in	vivo. 
Материалы и методы. мышам C57BL/6 подкожно прививали клетки меланомы В16. На 6-й и 9-й дни после привив-
ки опухоли вводили внутривенно блокирующие моноклональные антитела к PD-1, PD-L1 и лиганду 2 PD-1 (PD-L2), 
рецептору CTLA-4, белку гена активации лимфоцитов 3 (LAG-3) или молекуле CD276 в дозе 100 мкг/мышь. Рекомби-
нантный ЦфА человека вводили подкожно на 6–10-й дни после прививки опухоли в дозе 100 мкг/мышь. Терапев-
тический эффект сочетанной иммунотерапии оценивали по динамике роста меланомы В16 и выживаемости живот-
ных-опухоленосителей.
Результаты. В комбинации с антителами к CTLA-4 рчЦфА проявлял выраженное и продолжительное синергическое 
противоопухолевое действие до 19-го дня по окончании комбинированной иммунотерапии с увеличением продол-
жительности жизни экспериментальных животных на 70 %. Рекомбинантный ЦфА человека в сочетании с антите-
лами к LAG-3 оказывал синергический терапевтический эффект до 12-го дня после иммунотерапии. Сочетание 
рчЦфА с антителами к PD-L1 и CD276 имело кратковременный эффект до 5-го дня после терапии. комбинирование 
рчЦфА с блокаторами PD-1 и LAG-3 отменяло противоопухолевое действие двойной терапии ингибиторами конт-
рольных точек иммунитета.
Заключение. полученные результаты свидетельствуют о способности рчЦфА значительно усиливать терапевтический 
эффект отдельных ингибиторов контрольных точек иммунитета. Таким образом, рчЦфА может быть предложен в ка-
честве потенциального компонента комбинированной противоопухолевой иммунотерапии.
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Anti-tumor effects of recombinant human cyclophilin A combined with immune checkpoint 
inhibitors in the experimental model of melanoma B16 in vivo

A .A . Kalinina, D .B . Kazansky, L .M . Khromykh

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115522, Russia

C o n t a c t s : Anastasiia Andreevna Kalinina aakalinina89@gmail.com

Introduction. Immune checkpoint inhibitors have an exceptional position in cancer immunotherapy. Currently, anti-CTLA-4 
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) and anti-PD-1/PD-L1 (PD-1 – programmed cell death 1, PD-L1 – 
programmed death 1 ligand 1) therapies are most widely applied in clinical practice. Still, immune checkpoint inhibitors 
therapy is not always successful, and multiple studies have indicated that it should be combined with other 
immunotherapeutic strategies, including cytokines. Secreted cyclophilin A (CypA) could be of particular interest in this 
respect. Previously, we showed that recombinant human CypA (rhCypA) had pleiotropic immunostimulatory activity  
and anti-tumor effects. Studies of rhCypA as an anti-cancer factor pointed to its potential use in cancer 
chemoimmunotherapy and combination immunotherapy. 
Aim. To evaluate anti-tumor effects of combined immunotherapy using rhCypA and immune checkpoint inhibitors in the mouse 
model of melanoma B16 in	vivo.
Materials and methods. C57BL/6 mice were subcutaneously transplanted with melanoma B16. On days 6 and 9 post-
tumor transplantation, monoclonal antibodies to PD-1, PD-L1 and programmed cell death 1 ligand 2 (PD-L2), CTLA-4, 
lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3), or CD276 were intravenously injected into mice at a dose of 100 μg/mouse. 
RhCypA was injected s/c on days 6–10 post-tumor transplantation at a dose of 100 μg/mouse. The therapeutic effects 
of combined immunotherapy were evaluated by melanoma B16 growth dynamics and the survival of tumor-bearing mice. 
Results. In combination with anti-CTLA-4 monoclonal antibodies, rhCypA had the most distinct and prolonged synergic 
anti-tumor effects until day 19 post-immunotherapy, with an increase in animal lifespan of 70 %. When used with anti-LAG-3 
monoclonal antibodies, rhCypA exhibited a synergic therapeutic effect by day 12 post-therapy. Combination  
of rhCypA with anti-PD-L1 or anti-CD276 monoclonal antibodies had short-term synergic effects until day 5 after therapy. 
Recombinant human CypA impeded the anti-tumor effects of dual anti-PD-1 + anti-LAG-3 therapy. 
Conclusion. Our findings pointed out that rhCypA could significantly improve therapeutic effects of individual immune 
checkpoint inhibitors. Therefore, rhCypA could be potentially proposed as a component of combined anti-tumor 
immunotherapy. 
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ВВЕДЕНИЕ
Развитие иммунотерапии, направленной на коррек-

цию иммунного статуса пациента и рестимуляцию про-
тивоопухолевых иммунных ответов, произвело револю-
цию в лечении онкологических заболеваний [1–3]. 
Среди различных подходов к иммунотерапии ингибито-
ры контрольных точек иммунитета (immune checkpoint 
inhibitors, ICIs) занимают особое место [2]. 

Рецептор программируемой клеточной гибели 1 
(PD-1), гликопротеин цитотоксических лимфоцитов 4 
(CTLA-4), белок гена активации лимфоцитов 3 (LAG-3), 
Т-клеточный иммуноглобулин и муциновый домен 3 
(TIM3) и другие молекулы являются ключевыми конт-
рольными точками иммунитета и играют большую роль  
в развитии иммунного ответа, регулируя активацию, про-
лиферацию и функциональную активность Т-лимфоци-
тов и естественных киллеров (NK-клеток) [1, 2, 4–6].  
В микроокружении опухоли Т- и NK-клетки зачастую 
имеют фенотип функционального истощения [1, 4–6], 
который характеризуется высоким уровнем экспрессии 

этих и некоторых других ингибиторных молекул [2, 6]. 
Вследствие этого Т-лимфоциты и NK-клетки не могут 
реализовывать свои эффекторные функции и вовле-
каться в цитотоксический противоопухолевый ответ. 
Кроме того, компоненты опухолевого микроокруже-
ния экспрессируют ряд ингибиторных молекул (на-
пример, лиганды 1 и 2 PD-1 (PD-L1/PD-L2)), которые 
участвуют в негативной регуляции иммунного ответа 
[1, 4, 6]. Ингибиторы контрольных точек иммунитета 
отменяют механизмы индукции анергии Т-лимфоци-
тов и NK-клеток, восстанавливая и поддерживая их 
функциональную активность в супрессорном опухо-
левом микроокружении и стимулируя развитие про-
тивоопухолевых ответов [2, 6]. 

В настоящее время ICI-терапия, в частности с ис-
пользованием анти-PD-1/PD-L1- и анти-CTLA-4-моно-
клональных антител (Мат), широко внедрена в клини-
ческую практику, и ее эффективность подтверждена при 
многих типах опухолей, в том числе меланоме [1, 2, 7]. 
Однако анти-CTLA-4-терапия дает хорошие результаты 
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всего у 15–20 % больных меланомой [8], а у 60–70 % па-
циентов с различными типами рака не наблюдается 
ответ на блокирование PD-1/PD-L1 [9, 10]. Между 
тем экспериментальные данные свидетельствуют  
о синергическом эффекте комбинации нескольких 
ICIs в силу одновременного блокирования различных 
супрессорных путей в Т-клетках [11–13]. Так, соче-
тание блокирующих анти-PD-1- и анти-LAG-3-Мат 
недавно было клинически одобрено для терапии ме-
ланомы IV стадии [14].

Стоит особо отметить, что ICI-терапия может быть 
успешной только в отношении так называемых имму-
нологически «горячих» опухолей, в определенной сте-
пени инфильтрированных NK-клетками и Т-лимфо-
цитами [2, 15]. Между тем ICI-терапия «холодных» 
опухолей оказывается неэффективной в связи с прак-
тически полным отсутствием данных эффекторов им-
мунитета и низким уровнем экспрессии, в частности 
PD-1/PD-L1 в микроокружении опухоли [2, 15]. 

Результаты актуальных исследований указывают 
на необходимость сочетания использования ICIs  
с другими терапевтическими подходами [1, 2, 7, 15, 16]. 
Широкий спектр иммунорегуляторных цитокинов (ин-
терлейкины (ИЛ) 2, 12, 15, интерфероны (ИФН) α и γ), 
фактор некроза опухоли α (ФНО-α)) потенциально 
можно использовать в комбинированной противоопу-
холевой иммунотерапии для повышения эффективно-
сти ICIs [17]. Данные провоспалительные цитокины 
стимулируют антигенное примирование Т-клеток, 
усиливают инфильтрацию опухоли эффекторными 
иммунными клетками и повышают их цитотоксиче-
ские функции. Однако их применение в клинической 
практике весьма ограничено и сопряжено с развитием 
тяжелых побочных эффектов. В настоящее время 
только ИФН-α и ИЛ-2 одобрены для клинического 
использования и включены в протоколы лечения опу-
холей ряда нозологий [17]. Таким образом, остро сто-
ит проблема поиска новых эффективных и более без-
опасных подходов цитокиновой иммунотерапии для 
возможности их комбинирования с ICIs. 

Особый интерес в этом отношении может пред-
ставлять секреторный провоспалительный циклофи-
лин А (ЦфА), который обладает плейотропным имму-
норегуляторным действием. Он стимулирует созревание 
и функционирование дендритных клеток [18], опосре-
дуя таким образом развитие адаптивного иммунного 
ответа. Секреторный ЦфА также участвует в форми-
ровании очага воспаления [19] и регулирует продукцию 
и функции других хемокинов и провоспалительных 
факторов [20]. Ранее мы показали, что рекомбинант-
ный ЦфА человека (рчЦфА) обладает противоопухоле-
вой активностью и способен подавлять рост и метаста-
зирование опухолей различного гистогенеза [21] 
посредством активации врожденного и адаптивного 
звеньев иммунитета [22], а также усиления эффектор-
ных функций опухолеспецифических цитотоксичес-
ких Т-клеток [23]. 

Результаты наших исследований рчЦфА как про-
тивоопухолевого фактора и иммуностимулятора указы-
вают на потенциальную перспективность его использо-
вания в комбинированной химио-иммунотерапии  
и в качестве компонента иммунотерапии для усиления 
эффективности адоптивной Т-клеточной терапии [23]. 

Цель исследования – оценить противоопухолевые эф-
фекты комбинированной иммунотерапии с использова-
нием рчЦфА и ингибиторов PD-1, CTLA-4, LAG-3, PD-
L1, PD-L2 и CD276 в модели меланомы В16 in vivo.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Животные. Самок мышей линии C57BL/6 (18–20 г, 

6–8-недельного возраста) получали из эксперимен-
тально-биологической лаборатории научно-исследо-
вательского института экспериментальной диагности-
ки и терапии опухолей Национального медицинского 
исследовательского центра онкологии им. Н.Н. Бло-
хина. Экспериментальные группы состояли из 4–16 жи- 
вотных.

Клеточные линии, прививка опухоли. Клетки пере-
виваемой меланомы В16 мыши получены из коллек-
ции Национального медицинского исследовательско-
го центра онкологии. Меланому В16 выращивали  
in vitro в среде DMEM (ООО «ПанЭко», Россия), обо-
гащенной 10 % эмбриональной телячьей сыворотки 
(HyClone, США); 0,01 мг/мл ципрофлоксацина (KRKA, 
Словения) и 20 мМ HEPES (ООО «ПанЭко»), при 37 °C 
в атмосфере 5 % CO

2  
до 70–80 % монослоя. Жизнеспо-

собные клетки В16 подсчитывали в смеси трипаново-
го синего и эозина в камере Горяева и вводили под-
кожно мышам C57BL/6 в дозе 3 × 105 клеток/мышь  
в область правой лопатки в 200 мкл фосфатно-солево-
го буфера (PBS). 

Схема введения рекомбинантного циклофилина А 
человека. Рекомбинантный ЦфА человека получали, как 
описано ранее [24]. Для его изучения как самостоятель-
ного противоопухолевого фактора исследуемый белок 
вводили подкожно в дозе 100 мкг/мышь на 3–7-й дни 
после прививки меланомы В16. Контрольным живот-
ным без терапии аналогично вводили PBS.

Выделение опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов. 
На 10-й день по окончании рчЦфА-монотерапии  
(17-й день после прививки опухоли) мышей умерщвляли 
методом цервикальной дислокации и извлекали подкож-
ные опухолевые узлы меланомы В16. Опухолевую ткань 
механически гомогенизировали до одноклеточной  
суспензии в 10 мл среды RPMI-1640 (ООО «ПанЭко», 
Россия). Полученную суспензию клеток наслаивали на 
раствор фиколла (плотностью 1,09 г/см3) (ООО «Пан-
Эко») (1:1 по объему) и центрифугировали при 200g  
20 мин при 22 °C. Затем отбирали клетки в интерфазе 
и дважды промывали бессывороточной средой 
RPMI-1640 при 200g 5 мин при 4 °C. Выделенные опу-
холь-инфильтрирующие лимфоциты (ОИЛ) ресуспен-
дировали в PBS и использовали для цитофлуориме-
трического анализа. 
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Цитофлуориметрический анализ. В работе исполь-
зовали флуоресцентно меченные моноклональные 
антитела: анти-CD3/FITC (клон 145-2C11), анти-
CD8/Pacific blue (клон 53-6.7), анти-CD4/APC (клон 
RM4-5), анти-CTLA-4/PE (клон UC10-4F10-11) и анти-
LAG-3/PE (клон C9B7W) фирмы BD Pharmingen 
(США), а также анти-PD-1/PE-Cy7 (клон J43) фирмы 
eBioscience (США). Пробы клеток ОИЛ (5 × 105) ин-
кубировали с блокирующими антителами Fc block 
(клон 2.4G2, BD Pharmingen, США) (10 мин при 4 °C)  
и окрашивали флуоресцентно меченными антителами 
(40 мин при 4 °C). Анализ проводили на проточном 
цитофлуориметре FACS Canto II (BD Bioscience, США) 
в программе FACSDiva 6.0 (BD Bioscience, США). Лей-
коциты выделяли по показателям прямого (FSC-A)  
и бокового (SSC-A) светорассеяния с последующим вы-
делением одиночных клеток по показателям FSC-H про-
тив FSC-A. Для окрашивания мертвых клеток использо-
вали набор LIVE/DEAD Fixable Yellow Dead Cell Stain 
(Invitrogen, США). Мертвые клетки исключали из ана-
лиза по окрашиванию Yellow Dead Cell Stain и по пока-
зателям светорассеяния. Экспрессию поверхностных 
маркеров оценивали в популяции живых одиночных 
лейкоцитов. Обработку данных проводили в программе 
Flow Jo 7.6 (TreeStar Inc., США).

Блокирующие моноклональные антитела. В работе 
использовали блокирующие Мат фирмы Bioxcell 
(США): анти-PD-L1 (клон 10F.9G2), анти-PD-L2 
(клон TY25), анти-CD276 (клон MJ18), анти-PD-1 
(клон J43), анти-CTLA-4 (клон 9D9) и анти-LAG-3 
(клон С9B7W).

Схемы комбинированной иммунотерапии. Для про-
ведения комбинированной иммунотерапии меланомы 
В16 с использованием рчЦфА и ICIs были сформиро-
ваны следующие экспериментальные группы: 1) анти-
CTLA-4; 2) анти-CTLA-4 + рчЦфА; 3) анти-LAG-3;  
4) анти-LAG-3 + рчЦфА; 5) анти-PD-1 + анти-LAG-3; 
6) анти-PD-1 + анти-LAG-3 + рчЦфА; 7) анти-PD-L1; 
8) анти-PD-L1 + рчЦфА; 9) анти-CD276; 10) анти-
CD276 + рчЦфА; 11) анти-CD276 + анти-PD-L2;  
12) анти-CD276 + анти-PD-L2 + рчЦфА. Моноклональ-
ные антитела вводили внутривенно в дозе 100 мкг/мышь  
на 6-й и 9-й дни после прививки опухоли, рекомбинант-
ный ЦфА человека – подкожно в дозе 100 мкг/мышь  
на 6–10-й дни после прививки меланомы В16. В каче-
стве контроля животным аналогично вводили только 
соответствующие Мат или рчЦфА. Контрольным мы-
шам без терапии подкожно вводили 200 мкл PBS  
по схеме, аналогичной введению рчЦфА.

Оценка противоопухолевого эффекта терапии in vivo . 
Для оценки противоопухолевого эффекта терапии ис-
пользовали показатели торможения роста опухоли 
(ТРО, %) и увеличения продолжительности жизни 
(УПЖ, %) животных-опухоленосителей. Торможение 
роста опухоли рассчитывали по формуле:

ТРО = (V
PBS 

− V
терапия

) × 100/V
PBS

,

где V
PBS

 – средний объем опухоли (мм3) в контрольной 
группе (без терапии); V

терапия 
– средний объем опухоли 

в группе терапии.
Объем опухоли рассчитывали как произведение 

трех перпендикулярных диаметров опухолевого узла, 
измеренных c помощью штангенциркуля.

Увеличение продолжительности жизни рассчиты-
вали по формуле:

УПЖ = (СПЖ
терапия

 − СПЖ
PBS

) × 100/СПЖ
PBS

,

где СПЖ
PBS

 – средняя продолжительность жизни (дни) 
мышей-опухоленосителей в контрольной группе (без 
терапии); СПЖ

терапия
 – средняя продолжительность 

жизни мышей-опухоленосителей в группе терапии.
При оценке СПЖ проводили ежедневный монито-

ринг состояния экспериментальных животных, отмечая 
заметное сокращение потребления корма, низкую по-
движность, вялость, некротические язвы в опухолевых 
узлах, для исключения мышей с поведенческими или 
клиническими изменениями. Летаргических мышей-
опухоленосителей выводили из эксперимента, и день 
эвтаназии считали днем гибели животного. Противоопу-
холевое действие комбинированной иммунотерапии 
признавали значимым при ТРО ≥50 % в течение не менее 
7 дней по окончании терапии или УПЖ ≥25 % [25]. 

Статистический анализ. Данные представлены  
как среднее ± стандартная ошибка среднего. 
Статистичес кий анализ проводили с использованием 
непарного t-критерия Стьюдента. Предварительно 
осуществляли проверку нормальности распределения 
выборок с использованием теста Колмогорова–Смир-
нова для подтверждения корректности использования 
t-критерия Стьюдента. Различия признавали значи-
мыми при p ≤0,05.

РЕзУЛьТАТы
Анализ экспрессии маркеров PD-1, CTLA-4 и LAG-3 

на Т-лимфоцитах, инфильтрирующих меланому В16 под 
действием рекомбинантного циклофилина А человека. 
Ранее мы показали, что рчЦфА значительно подавляет 
рост меланомы В16 in vivo при воздействии на ранних 
этапах ее формирования [21]. Для выяснения механиз-
мов реализации противоопухолевого эффекта рчЦфА  
и оценки перспективности его использования в комбина-
ции с ICIs для иммунотерапии меланомы В16 был прове-
ден анализ Т-клеток в микроокружении данной опухоли 
по окончании рчЦфА-монотерапии (рис. 1).

Результаты исследования показали, что под дейст-
вием рчЦфА в инфильтрате меланомы В16 наблюда-
лось усиленное накопление Т-клеток, доля которых  
в составе ОИЛ была в 2,2 раза выше по сравнению  
с контрольной группой (PBS) (рис. 1, а). При этом  
в образцах ОИЛ в группе рчЦфА-монотерапии в 1,7 раза 
возросло относительное количество CD4+-Т-клеток  
по сравнению с контролем (рис. 1, б) без значимых из-
менений в относительном количестве CD8+-Т-клеток 
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(рис. 1, в), что указывает на снижение доли двойных 
негативных CD4–CD8–-Т-клеток в опухолевом ин-
фильтрате меланомы В16 под действием рчЦфА.

Анализ экспрессии PD-1 показал, что под действием 
рчЦфА доля CD4+PD-1+-Т-клеток в составе ОИЛ не из-
менилась по сравнению с контролем (PBS) (рис. 1, г).  
При этом в группе рчЦфА-монотерапии относительное 
количество CD8+PD-1+-Т-лимфоцитов среди ОИЛ было 
больше в 2,7 раза по сравнению с контрольной группой 

(PBS) (рис. 1, д). Стоит особо отметить, что уровень экс-
прессии PD-1 в CD8+-Т-клетках был сопоставим в груп-
пах контроля и рчЦфА-монотерапии и в 4,1 раза превы-
шал уровень экспрессии в CD4+-Т-клетках (табл. 1). Это 
может указывать на большую чувствительность CD8+-Т-
лимфоцитов к супрессорному микроокружению опухоли 
и анти-PD-1-PD-L1/PD-L2-терапии. 

Доля CD4+CTLA-4+- и CD8+CTLA-4+-Т-клеток  
в инфильтрате опухоли была сопоставима в обеих экс- 

Рис. 1. Влияние рекомбинантного циклофилина А человека (рчЦфА) на экспрессию рецептора программируемой клеточной гибели 1 (PD-1), глико-
протеина цитотоксических лимфоцитов 4 (CTLA-4) и белка гена активации лимфоцитов 3 (LAG-3) в Т-клетках, инфильтрирующих меланому В16: 
относительное количество (%) CD3+-Т-клеток (а), CD4+- и CD8+-Т-клеток (б); PD-1+-, CTLA-4+- и LAG-3+-клеток в популяции CD4+- (в)  
и CD8+-Т-клеток (г). Мышам C57BL/6 прививали подкожно меланому В16. На 3–7-й дни после прививки подкожно вводили рчЦфА в дозе 100 мкг/мышь. 
На 17-й день после прививки меланомы (10-й день по окончании рчЦфА-монотерапии) выделяли опухоль-инфильтрирующие лимфоциты и анализиро-
вали методом проточной цитофлуориметрии. Данные получены в трех независимых экспериментах и представлены как среднее ± стандартная 
ошибка среднего (n = 6–16). *р ≤0,05. **р ≤0,01 (непарный t-критерий Стьюдента). PBS – фосфатно-солевой буфер
Fig. 1. Effects of recombinant human cyclophilin A (rhCypA) on the expression of programmed cell death 1 (PD-1), cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 
(CTLA-4), and lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) in T cells in the melanoma B16 tumor infiltrate: the relative count (%) of CD3+ T cells (а), CD4+  
and CD8+ T cells (б), PD-1+, CTLA-4+, and LAG-3+ cells in the population of CD4+ T-lymphocytes (в) and CD8+ T-lymphocytes (г). C57BL/6 mice were 
transplanted subcutaneously with melanoma B16. On days 3–7 post-tumor transplantation, rhCypA was injected subcutaneously at the dose of 100 µg/mouse. 
On day 17 post-tumor transplantation (day 10 after rhCypA-monotherapy), tumor-infiltrating lymphocytes were recovered and analyzed by flow cytometry. 
Data were obtained in three independent experiments and shown as mean ± standard error of the mean (n = 6–16). *р ≤0,05. **р ≤0,01 (unpaired Student’s 
t-test). PBS – phosphate-buffered saline
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периментальных группах и составила 5–7 % (см. рис. 1, г) 
и 8–12 % (см. рис. 1, д) соответственно. Курсовое введение 
рчЦфА также не оказало влияния на уровень экспрессии 
данного маркера, который был одинаковым в CD4+- 
и CD8+-Т-клетках (см. табл. 1). 

Стоит особо отметить, что под действием рчЦфА  
в микроокружении меланомы В16 снизилось относитель-
ное количество Т-клеток, экспрессирующих маркер 
истощения LAG-3 (см. рис. 1, д). В популяции CD4+- 
Т-лимфоцитов доля LAG-3+-клеток в группе рчЦфА-
монотерапии была в 3,6 раза ниже по сравнению с контр-
олем (PBS) (см. рис. 1, д), что коррелировало также  
со значимо более низким уровнем экспрессии данного 
маркера (см. табл. 1). Относительное количество 
CD8+LAG-3+-Т-клеток снизилось в 1,8 раза по сравне-
нию с контрольной группой (PBS) (см. рис. 1, д), но уро-
вень экспрессии LAG-3 не изменился (см. табл. 1).

Оценка противоопухолевых эффектов рекомбинант-
ного циклофилина А человека в комбинациях с блокиру-
ющими антителами анти-CTLA-4, анти-LAG-3 и анти-
PD-1. Результаты нашего исследования показали, что 
меланома В16 в достаточной степени инфильтрирова-
на CD4+- и CD8+-Т-клетками, экспрессирующими 
молекулы PD-1, CTLA-4 и LAG-3 (см. рис. 1). С уче-
том эффекта рчЦфА как самостоятельного противо-
опухолевого фактора его сочетание с ICIs может ока-
зать синергический терапевтический эффект в этой 
экспериментальной модели. Для подтверждения дан-
ной гипотезы была проведена комбинированная  
рчЦфА + ICI-терапия меланомы В16 начиная с 6-го дня 
после прививки опухоли (рис. 2, 3). 

При анти-CTLA-4-терапии и рчЦфА-монотерапии 
наблюдалось подавление роста опухоли на 43 и 53 %  

до 14-го дня после терапии (24-й день после прививки 
опухоли) соответственно (см. рис. 2, а, б). При сочетанной 
иммунотерапии с использованием рчЦфА и анти-CTLA-4 
блокирующих антител был отмечен сильный и продол-
жительный эффект подавления роста меланомы В16 до 
29-го дня после прививки опухоли (19-й день по оконча-
нии терапии): ТРО составил 88–99 % на 3–5-й дни, 
80–84 % на 7–14-й дни и 69–75 % на 17-й и 19-й дни по 
окончании терапии (см. рис. 2, а, б). Кроме того, комби-
нированная иммунотерапия увеличила продолжитель-
ность жизни экспериментальных животных на 70,4 % 
(рис. 2, в). Полученные данные указывают на выражен-
ный синергический терапевтический эффект рчЦфА  
в комбинации с анти-CTLA-4-терапией. 

Курсовое введение рчЦфА в комбинации с анти-
LAG-3-терапией оказало значительный противоопу-
холевый эффект: показатели ТРО составили 69 %  
на 12-й день; 88,1 % на 14-й и 55 % на 19-й день после 
прививки меланомы В16 (5, 7 и 12-й дни по окончании 
терапии соответственно) (см. рис. 3, а). Поскольку тера-
певтический эффект анти-LAG-3-терапии не наблюдал-
ся при использованном режиме введения ICIs (см. рис. 3, 
а), полученные данные указывают на синергическое 
действие рчЦфА и анти-LAG-3-Мат. 

В нашей работе, как и в ряде других исследований, 
наблюдалась низкая эффективность анти-LAG-3-тера-
пии. Однако было показано, что блокирование одно-
временно PD-1 и LAG-3 позволяло достигнуть наи-
лучших терапевтических эффектов [26–28]. В связи  
с этим далее мы оценили действие рчЦфА в сочетании 
одновременно с анти-PD-1- и анти-LAG-3-Мат (рис. 3, б). 
Двойная ICI-терапия вызвала значительное подавле-
ние роста опухоли с ТРО >90 % на 3–5-й дни и 72 % 

Таблица 1. Уровень экспрессии рецептора программируемой клеточной гибели 1 (PD-1), гликопротеина цитотоксических лим-
фоцитов 4 (CTLA-4) и белка гена активации лимфоцитов 3 (LAG-3) в Т-клетках, инфильтрирующих меланому В16,  
после курсового введения рекомбинантного циклофилина А человека (рчЦфА)

Table 1. The expression level of programmed cell death 1 (PD-1), cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), and lymphocyte-activation gene 3 
(LAG-3) in T cells in the melanoma B16 infiltrate after the course recombinant human cyclophilin A injection (rhCypA)

Маркер 
Marker

Контроль (PBS) 
Control (PBS)

РчЦфА 
rhCypA

CD4+-Т-клетки 
CD4+ Т cells

CD8+-Т-клетки 
CD8+ Т cells

CD4+-Т-клетки 
CD4+ Т cells

CD8+-Т-клетки 
CD8+ Т cells

PD-1 550,4 ± 67,5 2285 ± 118,6 486,7 ± 59,7 2295 ± 166,7

CTLA-4 198 ± 17,6 202 ± 19,2 284 ± 48,1 228 ± 21,8

LAG-3 409,4 ± 51,6 345,5 ± 56,9 179,3 ± 24,5* 244,6 ± 45,1

*р ≤0,01 при сравнении с контрольной группой (PBS) (непарный t-критерий Стьюдента).
Примечание . Данные получены в трех независимых экспериментах и представлены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего (n = 6–9). PBS – фосфатно-солевой буфер. 
*р ≤0.01 compared to the control group (PBS) (unpaired Student’s t-test). 
Note . Data were obtained in three independent experiments and shown as mean ± standard error of the mean (n = 6–9). PBS – phosphate-buffered 
saline.
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Рис. 2. Синергический противоопухолевый эффект рекомбинантного циклофилина А человека (рчЦфА) в комбинации с анти-CTLA-4 блокиру-
ющими антителами в модели меланомы В16 in vivo: а – средний объем опухоли (мм3) в указанные сроки после прививки меланомы В16; б – индек-
сы торможения роста опухоли (%) в указанные сроки после прививки меланомы В16; в – динамика гибели животных и показатель увеличения 
продолжительности жизни (УПЖ) (%). Мышам C57BL/6 прививали подкожно меланому В16. На 6-й и 9-й дни после прививки опухоли вводили 
внутривенно блокирующие моноклональные антитела к CTLA-4 в дозе 100 мкг/мышь. Рекомбинантный циклофилин А человека вводили подкож-
но на 6–10-й дни после прививки опухоли в дозе 100 мкг/мышь. В качестве контроля мышам аналогично вводили только анти-CTLA-4 монокло-
нальные антитела или рчЦфА. Животным без терапии вводили фосфатно-солевой буфер (PBS) аналогично схеме введения рчЦфА. Представле-
ны данные одного из двух репрезентативных экспериментов как среднее ± стандартная ошибка среднего (n = 5−7)
Fig. 2. Synergic anti-tumor effects of recombinant human cyclophilin A (rhCypA) and anti-CTLA-4 blocking antibodies in the melanoma B16 model in vivo: 
а – the mean tumor volume (mm3) at the indicated time points post-tumor transplantation; б – tumor growth inhibition indices (%) at the indicated time points post-tumor 
transplantation; в – the survival curve of tumor-bearing mice and the increase in life span index (LSI) (%). C57BL/6 mice were subcutaneously transplanted with 
melanoma B16. On days 6 and 9 post-tumor transplantation, blocking monoclonal antibodies to CTLA-4 were injected intravenously at the dose of 100 µg/mouse. 
Recombinant human cyclophilin A was injected subcutaneously at the dose of 100 µg/mouse on days 6–10 post-tumor transplantation. Mice similarly dosed with anti-
CTLA-4 monoclonal antibodies or rhCypA only were used as controls. Mice without therapy were injected with phosphate-buffered saline (PBS) similarly to rhCypA 
injections. Data of one of two representative experiments are shown as mean ± standard error of the mean (n = 5−7) 
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на 7-й день по окончании терапии (13–15-й и 17-й дни 
после прививки меланомы В16 соответственно)  
(см. рис. 3, б). Однако комбинированная рчЦфА +  
+ ICI-терапия не подавила роста меланомы В16,  
и на всем сроке наблюдения (до 20-го дня после при-
вивки опухоли) средний объем опухоли в данной груп-
пе был сопоставим со значениями в контроле (PBS) 
(см. рис. 3, б). Полученные данные свидетельствуют  
об отмене противоопухолевых эффектов двойной  
анти-PD-1 + анти-LAG-3-терапии при ее комбиниро-
вании с курсовым введением рчЦфА.

Противоопухолевые эффекты рекомбинантного ци-
клофилина А в комбинации с блокирующими антителами 
анти-PD-L1, анти-CD276 и анти-PD-L2. Известно, что 
меланома В16 и компоненты ее микроокружения экс-
прессируют ингибиторные молекулы PD-L1, PD-L2  
и CD276 [16, 29–31], что опосредует подавление эф-
фекторных функций опухоль-инфильтрирующих  
Т-клеток [1, 4, 6]. 

В нашей работе при анти-PD-L1-терапии наблю-
дался незначительный противоопухолевый эффект  
с торможением роста меланомы В16 на 58,9 % только 

УПЖ = 70,4 % / 
LSI = 70,4 %
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Рис. 3. Эффекты комбинации рекомбинантного циклофилина А человека (рчЦфА) и блокаторов белка гена активации лимфоцитов 3 (LAG-3)  
и рецептора программируемой клеточной гибели 1 (PD-1) на рост меланомы В16 in vivo. Мышам C57BL/6 прививали подкожно меланому В16.  
На 6-й и 9-й дни после прививки опухоли внутривенно вводили блокирующие моноклональные антитела (Мат) к молекуле LAG-3 (а) или одновре-
менно к LAG-3 и PD-1 (б) в дозе 100 мкг/мышь каждого Мат. Рекомбинантный циклофилин А человека вводили подкожно на 6–10-й дни после 
прививки опухоли в дозе 100 мкг/мышь. В качестве контроля мышам аналогично вводили только Мат или рчЦфА. Животным без терапии вво-
дили фосфатно-солевой буфер (PBS) аналогично схеме введения рчЦфА. На указанные сроки после прививки меланомы В16 измеряли объем опухоли (мм3) 
и рассчитывали показатели торможения роста опухоли (%) после сочетанной иммунотерапии с использованием рчЦфА и анти-LAG-3-Мат (а)  
или комбинации анти-LAG-3- и анти-PD-1-Мат (б). Представлены данные одного из двух репрезентативных экспериментов как среднее ±  
± стандартная ошибка среднего (n = 4–7)
Fig. 3. Effects of recombinant human cyclophilin A (rhCypA) in combination with inhibitors of lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3) and programmed cell 
death 1 (PD-1) on melanoma B16 growth in vivo. C57BL/6 mice were subcutaneously transplanted with melanoma B16. On days 6 and 9 post-tumor 
transplantation, blocking monoclonal antibodies (mAbs) to LAG-3 (а) or simultaneously to LAG-3 and PD-1 (б) were injected intravenously at the dose  
of 100 µg/mouse each mAb. Recombinant human cyclophilin A was injected subcutaneously at the dose of 100 µg/mouse on days 6–10 post-tumor transplantation. 
Mice similarly dosed with mAbs or rhCypA only were used as controls. Mice without therapy were injected with phosphate-buffered saline (PBS) similarly  
to rhCypA injections. At the indicated time points post-tumor transplantation, the tumor volume (mm3) was measured and tumor growth inhibition indices (%) 
were calculated after the combined immunotherapy with rhCypA and anti-LAG-3 mAbs (a) or the combination of anti-LAG-3 and anti-PD-1 mAbs (б). Data 
of one of two representative experiments are shown as mean ± standard error of the mean (n = 4–7)
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на 3-й день по окончании терапии (13-й день после 
прививки опухоли) (рис. 4, а). Результаты других ис-
следований также показали кратковременный эффект 
анти-PD-L1-терапии [32]. Введение блокирующих 
анти-CD276-антител не привело к подавлению роста 
меланомы В16 (рис. 4, б). Напротив, начиная с 5-го 
дня по окончании терапии (15-й день после прививки 

опухоли) отмечена тенденция к стимуляции роста опу-
холи в группе анти-CD276-терапии (см. рис. 4, б). 

Комбинированная иммунотерапия с использова-
нием рчЦфА и анти-PD-L1-Мат улучшила противо-
опухолевые эффекты ICI-терапии с торможением ро-
ста меланомы В16 на 86,8–93,5 % до 15-го дня после 
прививки опухоли (5-й день по окончании терапии) 
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Рис. 4. Влияние комбинации рекомбинантного циклофилина А и блокаторов лигандов 1 (PD-L1) и 2 (PD-L2) рецептора программируемой клеточ-
ной гибели 1 и молекулы CD276 на рост меланомы В16 in vivo. Мышам C57BL/6 подкожно прививали меланому В16. На 6-й и 9-й дни после при-
вивки опухоли внутривенно вводили блокирующие моноклональные антитела (Мат) к молекулам PD-L1 (а), CD276 (б) или одновременно CD276 
и PD-L2 (в) в дозе 100 мкг/мышь каждого Мат. Рекомбинантный циклофилин А вводили подкожно на 6–10-й дни после прививки опухоли в дозе 
100 мкг/мышь. В качестве контроля мышам аналогично вводили только Мат или рчЦфА. Животным без терапии вводили фосфатно-солевой 
буфер (PBS) аналогично схеме введения рчЦфА. На указанные сроки после прививки меланомы В16 измеряли объем опухоли (мм3) и рассчитывали 
показатели торможения роста опухоли (%) после комбинированной иммунотерапии с использованием рчЦфА и анти-PD-L1-Мат (а), анти-
CD276-Мат (б) или комбинации анти-CD276- и анти-PD-L2-Мат (в). Представлены данные одного из двух репрезентативных экспериментов 
как среднее ± стандартная ошибка среднего (n = 4–7)
Fig. 4. Effects of recombinant human cyclophilin A (rhCypA) in combination with programmed cell death-ligand 1 (PD-L1), programmed cell death-ligand 2 
(PD-L2), and CD276 inhibitors on melanoma B16 growth in vivo. C57BL/6 mice were subcutaneously (s/c) transplanted with melanoma B16. On days 6 and 9 
post-tumor transplantation, blocking monoclonal antibodies (mAbs) to PD-L1 (а), CD276 (б), or simultaneously to CD276 and PD-L2 (в) were injected 
intravenously at the dose of 100 µg/mouse each. Recombinant human cyclophilin A was injected subcutaneously at the dose of 100 µg/mouse on days 6–10 
post-tumor transplantation. Mice similarly dosed with mAbs or rhCypA only were used as controls. Mice without therapy were injected with phosphate-buffered 
saline (PBS) similarly to rhCypA injections. At the indicated time points post-tumor transplantation, the tumor volume (mm3) was measured and tumor growth 
inhibition indices (%) were calculated after the combined immunotherapy with rhCypA and anti-PD-L1 mAbs (a), anti-CD276 mAbs (б), or the combination 
of anti-CD276 and anti-PD-L2 mAbs (в). Data of one of two representative experiments are presented as mean ± standard error of the mean (n = 4–7)
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(см. рис. 4, а). Как было отмечено выше, курсовое вве-
дение рчЦфА индуцирует накопление в опухоли 
CD8+PD-1+-Т-клеток (см. рис. 1, д), предположитель-
но более чувствительных по сравнению с CD4+- 
Т-лимфоцитами к анти-PD-1/PD-L1-терапии в связи 
с высоким уровнем экспрессии PD-1 (см. табл. 1). Этот 
эффект рчЦфА может обусловливать его синергичес-
кое действие в сочетании с анти-PD-L1-антителами (см. 
рис. 4, а). 

При сочетании рчЦфА и анти-CD276-Мат наблю-
далось подавление роста меланомы В16 на 93–95 %  
до 15-го дня после прививки опухоли (см. рис. 4, б). 
Стоит отметить, что, несмотря на усиление эффектив-
ности анти-PD-L1- и анти-CD276-ICI-терапии при 
сочетании с курсовым введением рчЦфА, синергиче-
ское действие комбинированной иммунотерапии бы-
ло кратковременным, и ее эффекты отмечались толь-
ко на ранних сроках (до 5-го дня) после окончания 
терапии (рис. 4, а, б).

С учетом исходной неэффективности анти-CD276-
терапии (см. рис. 4, б) на следующем этапе работы мы 
оценили противоопухолевое действие комбинации 
блокирующих антител анти-CD276 и анти-PD-L2  
(см. рис. 4, в). Одновременное введение двух ICIs вы-
звало значительное подавление роста меланомы В16: 
показатель ТРО составил 99,8 % на 3–5-й дни и 84,2 % 
на 10-й день по окончании терапии (13, 15 и 20-й дни 
после прививки опухоли соответственно) (см. рис. 4, в). 
Рекомбинантный циклофилин А не проявил аддитив-
ных эффектов в комбинации с двумя ICIs на ранних 
сроках по окончании терапии (3–5-й дни), и показатели 
ТРО при рчЦфА + ICI-терапии были сопоставимы  
с аналогичными показателями при ICI-терапии (рис. 4, в). 
Однако начиная с 10-го дня по окончании комбиниро-
ванной иммунотерапии (20-й день после прививки опу-
холи) наблюдалась отмена эффекта блокирующих ан-
тител с тенденцией к стимуляции роста меланомы  
в этой экспериментальной группе (см. рис. 4, в).

ОбСУжДЕНИЕ
В данном исследовании был оценен противоопу-

холевый эффект комбинированной иммунотерапии  
с использованием рчЦфА и блокаторов функциональ-
но различных контрольных точек иммунитета.

Гликопротеин цитотоксических лимфоцитов 4 
(CTLA-4) экспрессируется на всех активированных Т-
лимфоцитах [11, 33] и регуляторных Т-клетках (Treg) 
[33]. Посредством связывания с лигандами CD80  
и CD86 на антигенпрезентирующих клетках CTLA-4 по-
давляет активацию и пролиферацию Т-клеток [33, 34]. 
Блокирование данного рецептора элиминирует или сни-
жает активность Treg и обусловленную этим иммуно-
супрессию, а также усиливает эффекторные функции 
Т-клеток [11, 33]. 

Белок гена активации лимфоцитов 3 (LAG-3) экс-
прессируют истощенные Т-клетки в опухолевом ми-

кроокружении [11]. При взаимодействии LAG-3  
с его лигандами подавляется передача сигнала от Т-
клеточного рецептора, ингибируется Т-клеточная про-
лиферация и продукция ИФН-γ [33]. Блокирование 
LAG-3 стимулирует инфильтрацию опухоли CD8+- 
Т-клетками, усиливает продукцию ИФН-γ, подавляет 
активность Treg в опухолевом микроокружении [33], 
а также улучшает функциональную активность ден-
дритных клеток, макрофагов и NK-клеток [11].

Рецептор программируемой клеточной гибели 1 
(PD-1) преимущественно экспрессируется на прими-
рованных антигеном активированных Т-клетках [11]. 
Данный рецептор взаимодействует с PD-L1 и PD-L2, 
что приводит к подавлению активации и пролиферации 
Т-клеток и снижению продукции цитотоксических цито-
кинов [12]. Стоит отметить, что PD-L1 регулирует не-
сколько ингибиторных путей в Т-клетках, взаимодейст-
вуя, помимо PD-1, с CD80 и CD86 [11]. Лиганд PD-1 
также индуцирует формирование и усиливает иммуносу-
прессорные функции Treg [12]. Блокирование взаимодей-
ствия PD-1 с PD-L1/PD-L2 отменяет анергию Т-клеток 
и стимулирует их эффекторные функции [11]. 

Наряду с PD-L1 и PD-L2 различные клетки опу-
холевого микроокружения экспрессируют другую ин-
гибиторную молекулу – CD276 (B7-H3) [11, 13, 33]. 
CD276 подавляет пролиферацию CD4+- и CD8+- 
Т-лимфоцитов, а также снижает продукцию ИФН-γ  
и ряда цитокинов, в том числе ИЛ-2 [13, 33]. Было по-
казано, что блокирование В7-H3 подавляет активность 
Treg, усиливает активацию эффекторных Т-клеток  
и стимулирует инфильтрацию опухоли NK-клетками 
и CD8+-Т-лимфоцитами [11, 13].

Результаты нашего исследования показали, что 
наиболее выраженное и продолжительное противо-
опухолевое действие иммунотерапии меланомы В16 
наблюдалось при использовании рчЦфА в сочетании  
с блокаторами CTLA-4 и LAG-3 (см. рис. 2, 3, а). По-
скольку CTLA-4 широко экспрессируется на Т-клетках 
организма, анти-CTLA-4-терапия оказывает системный 
эффект по сравнению с ингибитором LAG-3 [11, 33]. 
Вследствие этого рчЦфА + анти-CTLA-4-терапия была 
значительно эффективнее рчЦфА + анти-LAG-3-тера-
пии, она вызывала более сильное и пролонгированное 
подавление роста опухоли и значительно улучшала по-
казатели выживаемости экспериментальных животных 
(см. рис. 2). Наблюдаемый синергический эффект ком-
бинированной иммунотерапии, возможно, был обуслов-
лен костимуляторным действием рчЦфА в отношении 
Т-лимфоцитов [23], эффекторные функции которых 
поддерживались за счет блокирования данных ингиби-
торных рецепторов. Кроме того, рчЦфА мог усилить 
действие ICI-терапии посредством модуляции опухоле-
вого микроокружения и обогащения его функциональ-
но активными эффекторами (см. рис. 1). 

Многочисленные экспериментальные данные сви-
детельствуют о перспективности использования 
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комбинации нескольких ICIs для достижения наилуч-
ших терапевтических эффектов [11–13]. В частности, 
комбинированная анти-PD-1- + анти-LAG-3-иммуно-
терапия одобрена для лечения метастатической мела-
номы [14]. Стоит особо отметить, что в нашей работе 
при оценке сочетанного действия рчЦфА одновремен-
но с анти-PD-1- и анти-LAG-3-Мат наблюдалась  
рчЦфА-опосредованная отмена противоопухолевого 
эффекта двойной ICI-терапии (см. рис. 3, в). Исходя  
из этого можно предположить, что блокирование одно-
временно двух супрессорных путей в Т-клетках в опухо-
левом микроокружении [34] в сочетании с воздействием 
иммуностимулирующего рчЦфА [22, 23] вызывает из-
быточную активацию Т-лимфоцитов, что может при-
вести к их активационному апоптозу или анергии. 

При этом интересно, что рчЦфА в комбинации 
одновременно с анти-CD276- и анти-PD-L2-Мат  
не отменял эффекта двойной ICI-терапии (см. рис. 4, в). 
Поскольку ингибиторные молекулы CD276, PD-L1 
 и PD-L2 экспрессируются на опухолевых [12, 13, 33], 
антигенпрезентирующих (дендритных клетках и ма-
крофагах) [11, 34] и стромальных клетках опухолевого 
микроокружения [11, 33], их блокаторы действуют  
на Т-лимфоциты опосредованно. Вследствие этого 
при сочетанном действии рчЦфА и данных ICIs под-
держание функциональной активности Т-клеток мо-
жет быть менее эффективным по сравнению с комби-
нированным эффектом рчЦфА и ICIs, блокирующими 
ингибиторные рецепторы непосредственно на Т-клет-
ках (CTLA-4, PD-1, LAG-3). На это может указывать 
краткосрочность синергического действия рчЦфА  
в комбинации с анти-PD-L1- или анти-CD276-анти-
телами (см. рис. 4, а, б) по сравнению с рчЦфА +  

+ анти-CTLA-4- и рчЦфА + анти-LAG-3-иммуноте-
рапией (см. рис. 2, 3, а). 

зАКЛючЕНИЕ
Изучение механизмов противоопухолевой актив-

ности рчЦфА выявило его способность стимулировать 
накопление Т-клеток в инфильтрате меланомы В16  
и модулировать экспрессию отдельных контрольных 
точек иммунитета в микроокружении данной опухоли 
(см. рис. 1, табл. 1). Ранее также было показано, что 
рчЦфА усиливает эффекторные функции опухолеспе-
цифических цитотоксических Т-лимфоцитов [23].  
В совокупности эти эффекты рчЦфА могут обусловли-
вать его синергию в комбинации с ICIs, действие ко-
торых направлено на отмену анергии Т-клеток и под-
держание их функциональной активности. Наиболее 
выраженное и пролонгированное синергическое про-
тивоопухолевое действие наблюдалось при сочетании 
рчЦфА с ингибиторами CTLA-4 и LAG-3. Между тем 
комбинация рчЦфА одновременно с блокаторами  
PD-1 и LAG-3 приводит к отмене противоопухолевых 
эффектов как рчЦфА-монотерапии, так и двойной 
ICI-терапии предположительно из-за индукции акти-
вационного апоптоза или анергии Т-клеток в опухо-
левом микроокружении вследствие получения ими 
избыточных костимуляторных сигналов. 

Результаты данной работы косвенно указывают на 
способность рчЦфА регулировать функциональную 
активность Т-клеток в микроокружении опухоли  
и свидетельствуют о перспективности его использова-
ния в комбинации с отдельными блокаторами конт-
рольных точек иммунитета для иммунотерапии онко-
логических заболеваний.
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The study protocol was approved by the local Ethical committee on animal experimentation of the N.N. Blokhin National Medical Research Center  
of Oncology, Ministry of Health of Russia.
The study was performed in accordance with ethical principles adopted by the European Convention for the protection of vertebrate animals used  
for experimental and other scientific purposes.
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