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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Резистентность глиобластомы к существующим методам терапии лимитирует выживаемость 
и повышение качества жизни пациентов с данным диагнозом. Для разработки эффективных способов 
лечения глиобластомы необходимо знать механизмы, определяющие устойчивость опухоли к терапев-
тическим агентам. Виротерапия относится к наиболее активно развивающимся подходам к лечению 
злокачественных новообразований, в том числе глиобластом. Ранее мы показали, что рекомбинантный 
вирус осповакцины VV-GMCSF-Lact обладает цитотоксической активностью in vitro и противоопухо-
левой эффективностью in vivo в отношении глиобластомы человека. Однако исследованные культуры 
клеток глиобластомы обладали разной чувствительностью к онкотоксическому действию вируса. С по-
мощью метода проточной цитометрии мы определили представленность поверхностных маркеров ство-
ловых опухолевых клеток на клетках глиобластомы с различной чувствительностью к VV-GMCSF-Lact, 
а также методом вестерн-блот-анализа оценили уровень белков, способных влиять на проникновение 
вируса в клетки и на эффективность вирусной инфекции. Мы показали, что в культурах клеток, бо-
лее чувствительных к VV-GMCSF-Lact, регистрируется большее количество клеток, несущих маркеры 
стволовых опухолевых клеток, и более низкий уровень активированной киназы Akt. Akt, вероятно, ин-
гибирует апоптоз, индуцируемый лактаптином в клетках, устойчивых к вирусу. Таким образом, можно 
предположить, что чувствительность клеток глиобластомы к онкотоксическому действию VV-GMCSF-
Lact определяется характером и степенью нарушений процессов регуляции гибели клеток различных 
культур. Дополнительное изучение факторов, влияющих на устойчивость глиобластомы к виротерапии, 
позволит проверить эту гипотезу и выявить мишени для противоопухолевой терапии, комбинирован-
ной с VV-GMCSF-Lact.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА глиобластома, механизмы резистентности глиобластомы, онколитические вирусы, 
стволовые опухолевые клетки, VV-GMCSF-Lact.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ СОК – стволовые опухолевые клетки; Akt – серин/треонинкиназа 1; ГМ-КСФ – 
гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор; PI3K – фосфоинозитид-3-киназа; 
PAK1 – p21-активированная киназа; MEM – Minimum Essential Medium (среда Игла); FBS – эмбрио-
нальная сыворотка крупного рогатого скота; CD15 (Lewis X) – 3-фукозил-N-ацетиллактозамин; CD171 – 
молекула адгезии нейральных клеток L1 (L1CAM); PE – фикоэритрин; IC50 – концентрация вируса, вы-
зывающая гибель 50% клеток; CD133 – проминин-1; CD44 – интегральный клеточный гликопротеин; 
VACV – вирус осповакцины.
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ВВЕДЕНИЕ
Глиобластома – наиболее злокачественная опухоль 
центральной нервной системы – характеризуется 
низкой выживаемостью пациентов. Стандартная 
терапия глиобластомы, включающая максимально 
возможную резекцию опухоли с последующей ра-
дио- и/или химиотерапией, не позволяет улучшить 
качество жизни и увеличить выживаемость пациен-
тов с данным диагнозом.

Основную проблему для эффективного лечения 
глиобластомы представляет резистентность опу-
холи к существующим методам терапии. На се-
годняшний день научно-медицинское сообщество 
разрабатывает и продвигает различные подходы 
к терапии глиобластомы, основанные на ингибиро-
вании таргетных молекул, иммунотерапии и дру-
гих методах. Активно развивается такой подход 
к иммунотерапии опухолей, в том числе глиом, 
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как терапия с помощью онколитических вирусов 
[1]. 

Ранее коллективом авторов ИХБФМ СО РАН 
и ГНЦ ВБ «Вектор» был создан рекомбинантный 
штамм вируса осповакцины VV-GMCSF-Lact. VV-
GMCSF-Lact содержит делеции фрагментов генов 
тимидинкиназы и ростового фактора, в районы ко-
торых встроены гены ГМ-КСФ и онкотоксического 
белка лактаптина. Делеция этих генов снижает виру-
лентность вируса по отношению к здоровым клеткам 
и значительно повышает его селективность по от-
ношению к онкотрансформированным. Экспрессия 
ГМ-КСФ способствует развитию противоопухолевого 
иммунного ответа, в то время как экспрессия лактап-
тина, фрагмента каппа-казеина молока человека, ин-
дуцирует апоптотическую гибель опухолевых клеток. 
Ранее было показано, что VV-GMCSF-Lact обладает 
высокой цитотоксической активностью в отношении 
опухолевых клеток человека различного гистогене-
за in vitro и значительной противоопухолевой эф-
фективностью в отношении рака молочной железы 
и глиобластомы человека in vivo [2, 3]. 

Однако клетки различных культур глиобласто-
мы как иммортализованных, так и полученных 
из образцов опухолей пациентов (персонализиро-
ванные культуры) обладают разной чувствитель-
ностью к действию VV-GMCSF-Lact. Известно, 
что глиобластомы характеризуются межопухолевой 
и внутриопухолевой гетерогенностью. Некоторые 
молекулярные подтипы глиобластомы, например 
пронейральный, более чувствительны к радиотера-
пии и химиотерапии темозоламидом, однако опре-
деленные типы этого новообразования, в частности 
мезенхимальный молекулярный подтип, устойчи-
вы к стандартной терапии [4, 5]. При этом вопрос 
о формировании резистентности опухолевых клеток 
к вирусной терапии остается открытым [6, 7].

Вирус осповакцины, на основе которого соз-
дан препарат VV-GMCSF-Lact, способен про-
никать в клетки-мишени путем слияния с кле-
точной мембраной либо (при низких значениях 
pH) с мембранами эндосом [8, 9]. Показано также, 
что фосфатидилсерин, представленный на мем-
бране вирусных частиц, позволяет вирусу про-
никать в клетку посредством макропиноцитоза 
за счет мимикрии под апоптотические тельца [10]. 
Эти способы проникновения требуют перестройки 
цитоскелета клетки-мишени и, соответственно, их 
эффективность может зависеть от состояния раз-
личных клеточных сигнальных путей, таких, напри-
мер, как путь PI3K/Akt. Кроме того, на всех этапах 
макропиноцитоза необходима р21-активированная 
киназа PAK1, которая участвует в реорганизации 
цитоскелета и динамике микротрубочек [11].

В данной работе мы исследовали факторы, об-
уславливающие эффективность цитотоксическо-
го действия VV-GMCSF-Lact в отношении клеток 
культур глиобластомы, обладающих разной чув-
ствительностью к действию вируса. Мы оценили 
представленность маркеров стволовых опухолевых 
клеток (СОК) глиобластомы в клетках имморта-
лизованных линий U87 MG и U343 MG и персо-
нализированных культур BR1.20 и BR3.20, а так-
же определили уровень белков, способных влиять 
на эффективность вирусной инфекции в опу-
холевых клетках – элементов сигнального пути 
PI3K/Akt и PAK1. Показано, что в культурах клеток 
глиобластомы, чувствительных к онкотоксическому 
действию VV-GMCSF-Lact, детектируется большее 
количество клеток, несущих маркеры СОК, а также 
более низкий (по сравнению с устойчивыми клет-
ками) уровень активированной протеинкиназы Akt, 
способной ингибировать апоптоз, индуцируемый 
лактаптином.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток глиобластомы
Культуры клеток глиобластомы человека U87 MG, 
U343 MG, BR1.20 и BR3.20 получены из коллекции 
культур клеток ИХБФМ СО РАН (Новосибирск, 
Россия). 

Клетки иммортализованных культур U87 MG 
и U343 MG культивировали в среде альфа-МЕМ 
c добавлением 10% FBS, 2 мМ L-глутамина и рас-
твора антибиотиков-антимикотиков (100 ед./мл пе-
нициллина, 100 мг/мл стрептомицина сульфата, 
0.25 мкг/мл амфотерицина).

Клетки персонализированных культур BR1.20 
и BR3.20 культивировали в среде DMEM/F12 с до-
бавлением 10% FBS, 4 мМ L-глутамина и раствора 
антибиотиков-антимикотиков (200 ед./мл пеницил-
лина, 200 мг/мл стрептомицина сульфата, 0.5 мкг/мл 
амфотерицина). 

Все культуры содержали в CO2-инкубаторе 
при температуре 37.0 ± 1.0оС в атмосфере 5.0 ± 0.5% 
СО2.

Проточная цитометрия
Клетки, достигшие 60–80% монослоя, собирали 
с культурального пластика и инкубировали с моно-
клональными антителами к CD15 человека, конъ-
югированными с Alexa Fluor 647 (R&D Systems, 
США), и с моноклональными антителами к CD171 
человека, конъюгированными с PE (R&D Systems), 
согласно протоколу производителя. Анализ про-
водили с использованием проточного цитометра 
FACSCantoII (BD Biosciences, США). Данные ана-
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лизировали с помощью программного обеспечения 
FACSDiva (BD Biosciences).

Вестерн-блот-анализ
Уровни белков р85α и р110α, pAktSer473, pAktThr308 

и рPAK1Ser199/204 до и после воздействия вируса (че-
рез 0.5, 1, 2, 6 и 12 ч) оценивали с помощью Вестерн-
блот-анализа. Множественность инфекции состав-
ляла 1 БОЕ/клетку. 

Клетки инкубировали с вирусом, после этого по-
лучали клеточные лизаты с использованием RIPA-
буфера (1% NP40, 150 мM NaCl, 0.1% SDS, 50 мM 
Трис-HCl, pH 7.4) в присутствии ингибиторов про-
теаз и фосфатаз (Pierce Phosphatase Inhibitors 
Mini Tablets, Thermo Scientific, США), cOmplete™ 
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, США). 
Концентрацию белка в полученных лизатах опре-
деляли с использованием коммерческого набора 
Modified Lowry Protein Assay Kit (Thermo Scientific) 
согласно протоколу производителя. Белки разде-
ляли с помощью электрофореза в денатурирую-
щем 10% полиакриламидном геле с использова-
нием камеры для вертикального электрофореза. 
«Мокрый» перенос белков с геля на нитроцеллюлоз-
ную мембрану (0.45 мкм) осуществляли в буфере 
для переноса NuPAGE Transfer Buffer (Invitrogen, 
США) при постоянном токе 400 мА в течение 1 ч. 
Обработку мембран антителами осуществляли с ис-
пользованием инкубатора для нитроцеллюлозной 
мембраны IBind Western Device (Bio-Rad, США). 
Белки детектировали с использованием набора ре-
агентов Novex® ECL Chemiluminescent Substrate 
Reagent Kit (Invitrogen) и системы для хемилю-
минесцентной детекции Amersham™ Imager 600. 
Для нормирования мембраны окрашивали реком-
бинантными моноклональными антителами кролика 
к β-актину. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Популяция CD15 и CD171 положительных 
клеток в культурах U87 MG, U343 MG, BR1.20 
и BR3.20 глиобластомы человека
Ранее нами было показано, что рекомбинантный 
штамм вируса осповакцины VV-GMCSF-Lact с де-
лециями фрагментов генов вирусных тимидинкина-
зы и ростового фактора, в районы которых встро-
ены гены ГМ-КСФ человека и онкотоксического 
белка лактаптина соответственно, обладает высокой 
цитотоксической активностью и противоопухоле-
вой эффективностью в отношении клеток как им-
мортализованных культур глиобластомы человека, 
так и в отношении клеток культур, полученных 
из образцов опухолей пациентов. При этом клет-

ки исследуемых культур обладали разной чувстви-
тельностью к действию вируса [3].

В данной работе мы исследовали некоторые фак-
торы, способные влиять на эффективность воз-
действия вируса на опухолевые клетки. С этой 
целью использовали иммортализованные линии 
глиобластомы U87 MG и U343 MG, а также куль-
туры, полученные из образцов опухолей пациентов 
(персонализированные культуры) BR1.20 и BR3.20. 
Исследуемые клетки обладают разной чувствитель-
ностью к действию онколитического вируса VV-
GMCSF-Lact (табл. 1). 

Различия в цитотоксическом эффекте виру-
са на клетки могут быть связаны, в первую оче-
редь, с различиями в происхождении исследуемых 
культур клеток. Известно, что глиобластомы пред-
ставляют гетерогенную группу злокачественных 
образований с зачастую несхожим ответом на те-
рапию [12]. Кроме того, новообразования этого типа 
характеризуются внутриопухолевыми отличиями 
на молекулярном уровне и сложной организацией 
на клеточном [13]. Согласно иерархической модели, 
СОК глиобластомы находятся на вершине иерар-
хии и вносят значительный вклад в устойчивость 
опухоли к терапии [14]. Например, сигнальный путь 
Notch, играющий важную роль в поддержании фе-
нотипа СОК, вносит вклад в формирование рези-
стентности этих клеток к радиотерапии посред-
ством активации путей PI3K/Akt и Bcl-2, важных 
регуляторов роста и выживания клеток [15]. Ранее 
мы показали, что культуры глиобластомы, харак-
теризующиеся большей чувствительностью к VV-
GMCSF-Lact, содержат больше клеток CD133+ 
и CD133+/CD44+ (рис. 1) [3]. 

С помощью проточной цитометрии мы оцени-
ли представленность других маркеров СОК: CD15 
и CD171 [16, 17] в клетках культур U87 MG, U343 
MG, BR1.20 и BR3.20, обладающих различной 
чувствительностью к действию VV-GMCSF-Lact 
(рис. 2). 

Таблица 1. Цитотоксическая активность VV-GMCSF-
Lact в отношении клеток глиомы 

Культура клеток IC50*, БОЕ/кл

U87 MG 0.1

U343 MG 0.06

BR1.20 0.006

BR3.20 0.02

*IC
50

 – концентрация вируса, вызывающая гибель 50% 
клеток. 
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Маркер CD15, также известный как SSEA-1, 
или Lewis X, – это углеводная молекула адгезии, 
широко представленная на многих типах плюрипо-
тентных стволовых клеток [18]. В нашем исследова-
нии CD15-позитивные клетки представлены в им-
мортализованных культурах U87 MG и U343 MG 
в количестве 6 и 50.1% соответственно. При этом ко-

личество CD133-позитивных клеток в этих культу-
рах было либо значительно ниже, либо такие клетки 
не детектировались [3]. В 2009 году M. Son и соавт. 
показали, что культуры клеток глиобластомы, по-
лученные из образцов опухолей пациентов, могут 
не содержать CD133-позитивных стволовых опухо-
левых клеток. Однако в этих культурах представ-

Рис. 1. Профили экспрессии CD133 и CD44 и их совместная экспрессия в культурах клеток MG1, BR1.20, 
BR3.20, U343 MG и U87 MG. Суспензии клеток инкубировали с PE-конъюгированными анти-CD133 и APC-
конъюгированными анти-CD44-антителами и анализировали с помощью проточной цитометрии. Верхние 
квадранты (Q1, Q2) – популяция CD44-положительных клеток; правые квадранты (Q2, Q3) – популяция 
CD133-положительных клеток. Клетки, положительные по обоим маркерам, представлены в правом верхнем 
квадранте (Q2). Фиолетовой стрелкой обозначено снижение чувствительности клеток исследуемых культур 
к VV-GMCSF-Lact [3]
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Рис. 2. Представленность маркеров CD15 и CD171 в культурах клеток U87 MG, U343 MG, BR1.20 и BR3.20. 
Суспензии клеток инкубировали с PE-конъюгированными анти-CD171 и FITC-конъюгированными анти-CD15-
антителами и анализировали с помощью проточной цитометрии
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лены клетки со свойствами, сходными со свойствами 
стволовых клеток и обладающие туморогенным по-
тенциалом при трансплантации иммунодефицитным 
мышам [19]. Таким образом, маркер CD15 можно 
рассматривать как альтернативный вариант CD133 
для выделения и характеризации стволовых клеток 
глиобластомы. 

Маркер CD171, или L1CAM, относится к семей-
ству иммуноглобулин-подобных молекул клеточной 
адгезии, он играет важную роль в развитии ней-
ральных клеток, выживаемости и миграции опу-
холевых клеток [20, 21]. Известно, что в клетках 
глиобластомы CD171 опосредует развитие радио- 
и химиорезистентности [22, 23]. Стоит отметить, 
что культура BR1.20, единственная из исследуемых 
культур, содержит CD171-позитивные клетки. 

Таким образом, наиболее чувствительной к дей-
ствию VV-GMCSF-Lact оказалась культура BR1.20, 
клетки которой отличаются более высоким со-
держанием не только маркеров CD133 и CD44, 
но и CD171, который участвует в поддержании вы-
живания и клоногенности CD133-позитивных СОК 
за счет позитивной регуляции Olig2, ведущей к сни-
жению экспрессии опухолевого супрессора p21 [24]. 
CD133, известный как проминин-1, играет важную 
роль в клеточном росте, пролиферации и патофи-
зиологии опухолей [25]. Также показано, что попу-
ляция CD133+ клеток устойчива к радиотерапии 
за счет более эффективной работы системы репа-
рации [26]. Фосфорилирование цитоплазматическо-
го домена CD133 приводит к его связыванию с p85, 
регуляторной субъединицей PI3K, и последующей 
активации сигнального пути PI3K/Akt [27]. Согласно 
опубликованным данным, активация сигнального 
пути PI3K/Akt является одним из ведущих процес-
сов, обуславливающих эффективность проникнове-
ния вирусных частиц VACV в клетку и репликацию 
вируса на ранних этапах инфекции [28–30]. 

Уровни белков р85α и р110α, pAktSer473, pAktThr308 

и рPAK1Ser199/204 в клетках U87 MG и U343 MG 

до и после воздействия вирусного препарата 
Вирус осповакцины способен проникать в клетку-
хозяина как посредством полного слияния мембран 
и рН-зависимого эндоцитоза, так и по механизму 
макропиноцитоза за счет взаимодействия остатков 
фосфатидилсерина на вирусной мембране с ре-
цепторами, ассоциированными (сопряженными) 
с G-белком клетки, что ведет к активации ниже-
лежащих сигнальных путей, таких, как PI3K/Akt, 
реорганизации цитоскелета клетки-хозяина и по-
следующему проникновению вируса внутрь клетки. 
Показано, что ингибирование PI3K приводит к сни-
жению количества проникших в клетку вирионов 

[10]. Кроме того, на всех стадиях макропиноцитоза 
задействована P21-активированная киназа РАК1, 
перемещение которой на плазматическую мембра-
ну приводит к активации множества эффекторов, 
необходимых для образования макропиносом [11]. 

Исследование уровня белков р85α и р110α (ре-
гуляторной и каталитической субъединиц PI3K) 
в клетках U87 MG и U343 MG показало, что отно-
сительный уровень этих белков как в контрольной 
точке, так и при увеличении времени инкубации 
с вирусом выше в клетках U343 MG, более чувстви-
тельных к действию VV-GMCSF-Lact (pис. 3, 4). 
Более высокий уровень р85α и р110α, вероятно, 
обуславливает образование большего количества 
гетеродимеров PI3K и, соответственно, активацию 
сигнального каскада PI3K/Akt, который (соглас-
но опубликованным данным) участвует не толь-
ко в проникновении вируса осповакцины в клет-
ку, но и необходим на ранних стадиях репликации 
вируса [28]. Кроме того, наиболее чувствительные 
к вирусу клетки U343 MG имеют более высокий 
уровень pAktSer473 и рPAK1Ser199/204 (аутофосфорили-
рование РАК1 по данным сайтам предотвращает 
переход киназы в неактивную конформацию [31]). 
При этом с увеличением времени инкубации кле-
ток обеих линий с вирусом уровни данных белков 
возрастали. Показано, что PAK1 участвует в реор-
ганизации цитоскелета и динамике микротрубочек, 
опосредуя блеббинг клеточной мембраны [32], а ин-
гибирование этого фермента снижает эффектив-
ность инфицирования клеток вирусом осповакцины 
[10]. Фосфорилирование Akt по серину в положении 
473 осуществляет комплекс mTORC2 [33]. Известно, 
что консервативный белок поксвируса F17, секве-
стируя Raptor и Rictor, нарушает регуляцию mTOR, 
что ведет к сверхактивации комплекса mTORC2 
[34]. Таким образом, можно предположить, что более 
высокий уровень pAktSer473 в чувствительных к VV-
GMCSF-Lact клетках U343 MG свидетельствует 
о более эффективном проникновении вируса в клет-
ки, опосредованном PI3K и РАК1. Однако стоит от-
метить, что для полной активации Akt необходимо 
ее фосфорилирование по остатку треонина в поло-
жении 308. При взаимодействии остатков фосфати-
дилсерина, локализованных на вирусной мембране, 
с рецепторами, ассоциированными (сопряженными) 
с G-белком клетки-хозяина, формируются гетеро-
димеры р85-р110 (PI3K). Впоследствии PI3K пре-
вращает фосфатидилинозитол-4,5-бифосфат (PIP2) 
в фосфатидилинозитол-3,4,5-трифосфат (PIP3). 
После связывания плекстрин-подобного домена Akt 
с PIP3 Akt фосфорилируется по Thr308 киназой 
PDK1 [35, 36]. Уровень фосфорилированной Akt был 
выше в клетках U87 MG, более устойчивых к дей-
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ствию VV-GMCSF-Lact как в контрольной точке, 
так и при увеличении времени инкубации с виру-
сом, что может свидетельствовать о более высоком 
уровне полностью активированной Akt в данных 
клетках. Фосфорилированная по обоим сайтам Akt 
активирует комплекс mTORC1 как косвенно, через 
инактивацию TSC2, так и напрямую, посредством 
фосфорилирования PRAS40 [37]. Эти процессы при-
водят к увеличению синтеза белка и блокированию 
системы апоптоза. Akt регулирует апоптотические 
процессы, ингибируя каспазы-9 и -3 [38]. При этом 
лактаптин, экспрессируемый VV-GMCSF-Lact, ин-
дуцирует апоптотическую гибель клеток по ми-
тохондриальному пути. Показано, что инкубация 
клеток аденокарциномы молочной железы челове-
ка МCF-7 с рекомбинантным аналогом лактаптина 

U87 MG    U343 MG

K 0.5  1    2   6   12 ч K 0.5  1   2    6  12 ч
p110α

p85α
pPAKSer199/Ser204

pAktSer473

pAktThr308

β-актин

Рис. 3. Содержание белков р85α и р110α, pAktSer473, 
pAktThr308 и рPAK1Ser199/204 в клетках иммортализованных 
культур U87 MG и U343 MG. Вестерн-блот. Дорож-
ки: К – лизаты контрольных клеток; 0.5, 1, 2, 6 и 12 
ч – лизаты клеток, инкубированных с VV-GMCSF-Lact 
в течение различных промежутков времени

Рис. 4. От-
носительные 
уровни белков 
р85α и р110α, 
pAktSer473, 
pAktThr308 
и рPAK1Ser199/204 
в клетках 
иммортализо-
ванных культур 
U87 MG и U343 
MG до и по-
сле инкубации 
с VV-GMCSF-
Lact (*p <0.05, 
**р <0.01,  
***р <0.001)
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RL2 приводит к увеличению в них уровня актив-
ной формы каспазы-9 [39]. Таким образом, устойчи-
вость клеток глиобластомы U87 MG к действию VV-
GMCSF-Lact может быть обусловлена активностью 
киназы Akt, которая ингибирует апоптоз, индуциру-
емый лактаптином. 

Уровни белков р85α и р110α, pAktSer473, pAktThr308 

и рPAK1Ser199/204 в клетках BR1.20 и BR3.20 
до и после воздействия вирусного препарата 
Уровни белков р85α и р110α в клетках BR1.20 
и BR3.20 изменялись в зависимости от продолжи-
тельности инкубации с вирусом (рис. 5, 6). В клет-
ках BR1.20 уровень р85α незначительно повышался 
к 12 ч инкубации, в клетках BR3.20 – повышался 
к 6 ч инкубации, а затем снижался к 12 ч. Уровень 
р110α в клетках BR1.20 в среднем оставался на од-
ном уровне в течение 12 ч инкубации, а в клетках 
BR3.20 снижался к 12 ч. При этом в более устой-
чивых к действию VV-GMCSF-Lact клетках BR3.20 
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Рис. 6. От-
носительные 
уровни белков 
р85α и р110α, 
pAktSer473, 
pAktThr308 

и рPAK1Ser199/204 

в клетках 
персонализиро-
ванных культур 
BR1.20 и BR3.20 
до и после инку-
бации c VV-
GMCSF-Lact. 
(*p <0.05)

Рис. 5. Анализ содержания белков р85α и р110α, 
pAktSer473, pAktThr308 и рPAK1Ser199/204 в клетках персона-
лизированных культур BR1.20 и BR3.20. Вестерн-блот. 
Дорожки: К – лизаты контрольных клеток; 0.5, 1, 2, 6 
и 12 ч – лизаты клеток, инкубированных с VV-GMCSF-
Lact в течение различных промежутков времени
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уровень p110α в контрольной точке (клетки без воз-
действия вируса) был выше. Уровень PAK1 в бо-
лее чувствительных клетках BR1.20 повышался 
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к 0.5 ч инкубации с вирусом, затем снижался к 1 ч 
и снова возрастал к 12 ч. В то же время в клет-
ках BR3.20 уровень РАК1 снижался к 1 ч инку-
бации с VV-GMCSF-Lact, возрастал к 2 ч и снова 
снижался к 12 ч. Количество pAKTSer473 в клетках 
обеих культур возрастало к 1 ч инкубации, сни-
жалось к 2 ч и снова возрастало к 12 ч. Уровень 
pAktThr308 напротив снижался к 1 ч, повышался к 2 ч 
и снова снижался к 12 ч инкубации в клетках обе-
их культур (рис. 5, 6). Однако к 2 и 12 ч инкубации 
с VV-GMCSF-Lact уровень pAktThr308 был значи-
тельно выше в более устойчивых к действию ви-
руса клетках BR3.20. Таким образом, определение 
уровня описанных белков показало, что уровни р85α 
и р110α (регуляторная и каталитическая субъеди-
ницы PI3K соответственно), pAktSer473 и рPAK1Ser199/204 
изменяются со временем инкубации, не различаясь 
существенно в клетках BR1.20 и BR3.20. Однако 
важно отметить, что уровень pAktThr308 в клетках 
BR3.20, более устойчивых к действию вируса, был 
выше и достоверно отличался от уровня pAktThr308 

в клетках BR1.20 к 2 и 12 ч инкубации с вирусом. 
Таким образом, молекулярные механизмы, регу-

лирующие активацию PI3K и РАК1 и последующее 
проникновение вируса в опухолевые клетки, могут 
значительно различаться в разных клеточных мо-
делях глиобластомы: в клетках иммортализован-
ных и персонализированных культур. В процессы, 
опосредующие эффективность проникновения ви-
руса осповакцины в клетку, могут быть вовлечены 
и другие молекулярные события. Например, клет-
ки глиобластомы часто содержат делеции или му-
тации в гене опухолевого супрессора PTEN, кото-
рый в свою очередь ингибирует активацию Akt [40, 
41]. Также показано, что в клетках глиобластомы 
на высоком уровне экспрессируется PDK1, которая 
может активировать PAK1 и вовлечена в процессы 
реорганизации цитоскелета [42–44]. 

При  этом эффективность проникновения 
VV-GMCSF-Lact в клетки глиобластомы не озна-
чает, что вирус проявляет выраженное онкоток-
сическое действие, поскольку для достижения 
цитотоксического эффекта вирус должен успеш-
но реплицироваться в клетке. VV-GMCSF-Lact со-
держит делеции в генах вирусной тимидинкиназы 
и ростового фактора, что не позволяет ему репли-
цироваться в здоровых, нормально делящихся клет-

ках. Однако опухолевые клетки также могут разли-
чаться уровнем ростовых факторов и других белков, 
необходимых для репликации вирусной ДНК и по-
следующей сборки новых вирусных частиц, что бу-
дет определять противоопухолевую эффективность 
VV-GMCSF-Lact в отношении разных опухолей. 

На основании полученных данных мы можем 
заключить, что в клетках глиобластомы человека, 
устойчивых к действию VV-GMCSF-Lact, повышен 
уровень активированной киназы Akt, которая инги-
бирует митохондриальный путь апоптоза, что, ве-
роятно, снижает эффективность цитотоксического 
действия рекомбинантного вируса, экспрессирующе-
го трансген лактаптин – индуктор апоптоза по ми-
тохондриальному пути. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Полученные нами результаты позволяют предполо-
жить, что клетки глиобластомы человека, чувстви-
тельные к онколитическому вирусу VV-GMCSF-
Lact, отличаются меньшей степенью нарушений 
в каскадах программируемой клеточной гибели. 

Механизмы резистентности глиобластомы к стан-
дартной терапии интенсивно изучаются. Однако 
на сегодняшний день вопрос о формировании устой-
чивости глиобластомы к онколитическим вирусам 
остается открытым [6, 7]. Механизмы действия ви-
руса осповакцины, на основе которого создан ре-
комбинантный штамм VV-GMCSF-Lact, достаточно 
хорошо изучены. Также изучены процессы, проис-
ходящие в клетке-хозяине при проникновении в нее 
патогена. Как известно, опухолевые клетки, в част-
ности СОК, характеризуются нарушениями во мно-
гих сигнальных путях, в регуляции клеточного цик-
ла и каскадах программируемой клеточной гибели. 
Детальное изучение механизмов, способных вносить 
вклад в эффективность терапии с помощью VV-
GMCSF-Lact, позволит выявить возможные марке-
ры опухолей, чувствительных к вирусному препа-
рату, а также вероятные мишени комбинированной 
с VV-GMCSF-Lact терапии. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 
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