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Разработка новых терапевтических решений на основе применения онколитических вирусов является од-
ним из перспективных и интенсивно развивающихся направлений в современной онкологии, в том числе
и в области лечения низкодифференцированных глиом. Значительная часть исследований направлена на
создание генетически модифицированных улучшенных вариантов известных вирусов с усиленной тера-
певтической активностью. Однако потенциал естественного многообразия вирусов человека по-прежне-
му остается не до конца исчерпанным. Ранее в Ростовском институте микробиологии и паразитологии бы-
ли обнаружены новые штаммы вирусов, описанные впоследствии, как ротавирусы группы К, которые по-
казали выраженную противоопухолевую активность на животных с перевиваемым раком яичника крысы.
С целью дальнейшего изучения перспектив применения вновь открытой группы ротавирусов в лечении
опухолей головного мозга человека в настоящей работе мы предприняли исследование возможности пря-
мого онколотического действия избранных штаммов на культуры глиальных опухолей человека U87MG и
T98G in vitro. По результатам теста с МТТ было продемонстрировано наличие дозозависимой цитотокси-
ческой активности обоих изученных штаммов, максимально выраженной у штамма № 100 в концентра-
ции 108 частиц/мл при действии на культуру клеток U87MG. Данные о цитотоксической активности изу-
ченных штаммов вирусов были подтверждены в тесте на апоптоз с использованием аннексина V, а также
наблюдениями морфологических изменений, свидетельствующих в пользу развития дегенеративных из-
менений в исследуемых культурах клеток под действием ротавирусов группы К.
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Давно известно, что вирусы обладают неодно-
значным эффектом на канцерогенез и опухолевый
рост. У некоторых из них выявлено проонкогенное
действие (вирус папилломы человека), у других –
онколитическое. Последний аспект интенсивно
изучается в различных странах и включает поиск
природных и конструирование искусственных виру-
сов, обладающих противоопухолевыми свойствами.

В настоящее время существует ряд препаратов на
основе онколитических вирусов, одобренных в раз-
ных странах в качестве противоопухолевых средств:

Реолизин (Reolysin, непатогенный изолят на основе
немодифицированного штамма T3D ортореовируса
человека 3 серотипа для лечения глиом), онкорин
(Oncorine, на основе реплицирующегося аденовиру-
са с эффекторным геном р53 дикого типа для лече-
ния больных с назофарингеальными карциномами),
ригвир (Rigvir, на основе онкотропного онколитиче-
ского эховируса для лечения меланомы) (Нетёсов,
2011). Есть положительный опыт применения вак-
цины на основе вируса болезни Ньюкасла (Кешела-
ва и др., 2014; Ситковская и др. 2018а; Schirrmacher,
2018). Среди вирусных конструкций наибольший
интерес привлекает талимоген лагерпарепвек (Tali-
mogene Laherparepvec, или T-VEC) – на основе био-
инженерного реплицирующегося штамма HSV1 с
эффекторным геном GM–CSF для лечения больных

Принятые сокращения: ОВ – онколитические вирусы; HCV –
вирус гепатита С; RVK – ротавирусы группы К; PS – фосфа-
тидилсерин; T98G – клеточная линия мультиформной глиоб-
ластомы человека; T-VEC – противоопухолевая вакцина на
основе генетически модифицированного вируса герпеса;
U87MG – клеточная линия первичной глиобластомы человека.
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с меланомой (Andtbacka et al., 2015; Габдарахманова,
2017; Heinrich et al., 2017; Marelli et al., 2018).

В литературе также имеются данные об онколи-
тическом действии вирусов семейства Reoviridae
(Ситковская и др., 2018б). В одном из клинических
испытаний 9 пациентам с глиомами высокой степе-
ни злокачественности и метастазами в мозг в
неоадьювантном режиме внутривенно вводили рео-
вирус. Было показано успешное инфицирование
опухолевых клеток реовирусом (Samson et al., 2018).
Введение онколитического вируса усиливало ин-
фильтрацию опухоли цитотоксическими лимфоци-
тами и стимулировало интратуморальную экспрес-
сию PD-L1, зависимую от интерферона (IFN) I и II
типа. В эксперименте на мышах с перевитыми син-
генными опухолями головного мозга терапия, осно-
ванная на системном введении реовируса и последу-
ющей блокаде оси PD-1/PD-L1, увеличивала выжи-
ваемость (Samson et al., 2018). Помимо этого, было
продемонстрировано, что индуцированные реовиру-
сом провоспалительные противовирусные иммунные
ответы могут быть использованы для терапии гепато-
целлюлярной карциномы, ассоциированной с виру-
сом гепатита С (HCV), а также препятствовать репли-
кации HCV (Samson et al., 2016). Раджани с соавтора-
ми (Rajani et al., 2016) наблюдали повышение
эффективности терапии подкожной меланомы В16 у
мышей при своевременном сочетании реовируса с
антителом против PD-1. В этом исследовании был
показан прямой онколитический эффект вируса, а
также стимуляция эффекторных звеньев иммунной
системы и снижение активности Т-регуляторных
клеток, являющихся естественными супрессорами
иммунного ответа (Rajani, 2016). В другом экспери-
ментальном исследовании, проведенном на мышах,
для терапии меланомы В16 применяли реовирус в
режиме первичной вакцинации в сочетании с анти-
PD-1. Данный подход значительно увеличивал выжи-
ваемость мышей при длительном лечении (Ilett et al.,
2017). В исследовании противоопухолевой эффектив-
ности ингибитора гистондеацетилаз субероилланили-
да гидроксамовой кислоты (SAHA, также известного
как Vorinostat) в сочетании с реолизином (Reolysin), за-
патентованным штаммом реовируса 3 серотипа
(Pelareorep; Oncolytics Biotech Inc), при раке головы и
шеи наблюдали инфильтрацию опухоли иммунными
клетками, в том числе макрофагами, NK-клетками и
CD8+ T-лимфоцитами. Противоопухолевая эффек-
тивность подобной комплексной терапии была вы-
ше, по сравнению с ее отдельными составляющими,
как в случае ксенотрансплантатов опухолей челове-
ка, так и сингенных плоскоклеточных опухолей у
мышей (Jaime-Ramirez et al., 2017). Описано усиле-
ние противоопухолевого действия на резистентные
к реовирусу опухолевые клетки при включении в со-
став реовируса комплекса с катионным реагентом для
трансфекции липосом, что способствует эндо-/лизо-
сомальному выходу вируса (Samson et al., 2017).

В Ростовском институте микробиологии и пара-
зитологии в ходе работы по адаптации ротавирусов
человека группы А к росту на перевиваемых культу-
рах клеток для применения их в качестве вакцины
для детей были обнаружены и выделены штаммы,
получившие рабочее название ротавирусы группы К
(RVK), которые не относились ни к одной из извест-
ных групп ротавирусов человека. Штаммы были
охарактеризованы как ротавирусные электронно-
микроскопическими, серологическими и генетиче-
скими методами (РНК RVK выявлена у детей, боль-
ных инфекционными гастроэнтеритами), аттенуи-
рованы и в настоящее время являются апатогенны-
ми (Колпаков и др., 2014).

Поскольку при введении RVK штамма № 228
крысам с перевитой опухолью яичника было обна-
ружено угнетение образования асцитной жидкости,
высказано предположение о возможном наличии у
них противоопухолевого действия непосредствен-
ного или опосредованного через стимуляцию им-
мунной системы. В пользу последнего говорит раз-
витие дальнейшей невосприимчивости животных к
данной опухоли (Колпаков и др., 2019).

В совместных экспериментах РНИОИ и
РНИ ИМП, проводимых с 2017 г., было показано,
что введение RVK штамма № 228 увеличивает про-
должительность жизни мышей с перевиваемой ме-
ланомой В16/F10 в 1.5–1.8 раза. При этом в опухоли
развиваются морфологические изменения, в том
числе обширные очаги некроза и дистрофические
изменения в клетках (Kolpakov et al, 2019).

По данным литературы вирусы обладают как спо-
собностью к прямому онколизу, так и к стимуляции
противоопухолевых механизмов иммунитета, для
решения вопроса о превалировании одного из этих
эффектов было проведено настоящее исследование.
В нашей работе модель in vitro предполагала изуче-
ние непосредственного онколитического действия
исследуемых вирусов на культуры глиом. Среди всех
опухолей головного мозга, глиомы составляют око-
ло 60%, из которых до 50–70% имеют морфологиче-
ские признаки низкодифференцированных глиом
(High Grade Gliomas III, IV WHO 2016) и наиболее
неблагоприятный прогноз. Системное введение
противоопухолевых биотерапевтических препаратов
при данной патологии не всегда возможно ввиду огра-
ничения, создаваемого гематоэнцефалическим барье-
ром. При этом вирусы, благодаря небольшому разме-
ру, способны преодолевать это препятствие. В литера-
туре описан противоопухолевый эффект вирусов при
лечении этих опухолей (Баклаушев и др., 2015).

Целью настоящего исследования являлось изу-
чение возможного онколитического действия рота-
вирусов группы К на клеточных линиях глиобла-
стом in vitro.
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Культура клеток. Клеточная линия T98G была по-
лучена из Коллекции культур клеток позвоночных
(КККП) ФГБУН Института цитологии РАН. Кле-
точная линия U87MG была получена из лаборато-
рии пролиферации клеток Института молекулярной
биологии им. В.А. Энгельгардта РАН.

Культуры клеток T98G и U87MG выращивали в
культуральных флаконах с площадью поверхности
75 см2 (Biofil, Китай) в 15 мл питательной среды
DMEM без пирувата (Gibco, США), с добавлением
10% эмбриональной бычьей сыворотки (Биолот,
Россия), 1% раствора пенициллин-стрептомицина
(Биолот, Россия), 1% незаменимых аминокислот
(NEAA, Biological Industries, Израиль). Посевная до-
за клеток составляла 4 × 104 кл/см2. Культивирова-
ние клеток проводили в инкубаторе “Binder” (Гер-
мания) при 37°C и 5.5% СО2.

Вирусы. В работе были использованы штаммы
ротавирусов, ранее выделенные в Ростовском ин-
ституте микробиологии и паразитологии, получив-
шие рабочее название ротавирусы группы К (RVK).
Штаммы были охарактеризованы как ротавирусные
с помощью электронно-микроскопических, сероло-
гических и генетических методов, аттенуированы и в
настоящее время являются апатогенными (Колпа-
ков и др., 2014).

Аттенуацию RVK человека проводили путем мно-
гократных пассажей (более 80) на гетерологичной
культуре перевиваемых клеток эмбриона свиньи
(СПЭВ). Апатогенность аттенуированных штаммов
проверяли на белых беспородных мышах и крыся-
тах, вводя им внутримышечно по 0.3 мл и 0.6 мл
штаммов RVK соответственно, что составило бес-
прецедентно огромную величину – 30 мг на 1 г веса
для мышей и 15 мг на 1 г веса у крысят. При этом все
физиологические показатели, поведение, аппетит,
активность и температура тела экспериментальных
животных не отличались от таковых у контрольных
животных в течение всего срока наблюдения – 30 сут.

Подготовка клеток для морфологического анализа.
Клеточные линии T98G и U87MG были пассирова-
ны в концентрации 105 клеток/мл на предметные
стекла в чашки Петри (диаметр 6 см) в питательной
среде DMEM без пирувата и без сыворотки. Через
24 ч из лунки декантировали культуральную среду и
добавляли по 100 мкл суспензии вируса в концентра-
ции 108 частиц/мл в питательной среде DMEM без
сыворотки, в контрольные лунки вносили равное
количество среды без вируса. Через 5 мин в чашки
Петри вносили по 2 мл среды для культивирования.
Эксперимент повторяли три раза. После 72 ч культи-
вирования при 37°С в атмосфере 5.5% СО2 клетки
фиксировали в 4%-ном водном растворе парафор-
мальдегида (Sigma, США) в течение 30 мин при ком-
натной температуре. Далее покровные стекла с фик-
сированными клетками отмывали в фосфатном бу-

фере, окрашивали в растворе гематоксилина по
Гаррисону, обезвоживали в спиртах восходящей кон-
центрации и монтировали на предметные стекла в
среде для заключения гистологических препаратов.
Клетки анализировали с помощью инвертированно-
го микроскопа Leica DM IL LED.

МТТ-тест. Онколитическое действие RVK штам-
мов № 100 и № 228 определяли в цитотоксическом
тесте с МТТ на двух клеточных линиях глиом
U87MG и T98G. Клетки были пассированы на 24-х
луночные планшеты (Biofil, Китай) по 1 × 105 клеток
на лунку в питательной среде DMEM без пирувата
(Gibco, США) и без сыворотки. Через 24 ч в лунки
вносили серии кратных разведений вирусов с кон-
центрациями 108, 107, 106 и 105 частиц/мл следующим
образом: из лунки декантировали культуральную
среду и добавляли по 100 мкл суспензии вируса в пи-
тательной среде DMEM без сыворотки, в контроль-
ные лунки вносили равное количество среды без ви-
руса. Через 5 мин, в течение которых происходила
адгезия вирусных частиц на поверхности клеток, в
лунки вносили по 1 мл культуральной среды. Каж-
дый вариант опыта ставили в 8 повторах. После 72 ч
культивирования при 37°С в атмосфере 5.5% СО2
проводили тест с МТТ по стандартной методике. Из-
мерение оптической плотности раствора формазана
производили на ИФА-ридере Stat Fax 2100 (Aware-
ness Technology, США) при длине волны 492 нм в
трех повторах. Расчет жизнеспособности произво-
дили по формуле:

где ОПэксп, ОПконтр, ОПкс – значения оптической
плотности раствора формазана в эксперименталь-
ных лунках, в контроле без воздействия и в контроле
среды (без клеток), соответственно.

Проточная цитофлуориметрия. В 6-луночные
планшеты (Biofil, Китай) пассировали клетки линий
U87MG по 2 × 105 клеток на лунку в питательной
среде DMEM без пирувата (Gibco, США) и без сыво-
ротки. Через 24 ч в лунки вносили вирусы в серии
кратных разведений с концентрациями 108, 107, 106 и
105 частиц/мл, далее, как в МТТ-тесте. После 72 ч
культивирования при 37°С в атмосфере 5.5% СО2
проводили анализ на апоптоз. С флакона снимали
как прикрепленные, так и неприкрепленные клетки
с использованием раствора Версена, при наличии
клеточных кластеров они легко распадались на еди-
ничные клетки при пипетировании. Количество
клеток, находящихся на различных стадиях апопто-
за, оценивали на проточном цитофлуориметре
FACSCantoII (BD, США) с использованием Annexin
V-FITC Apoptosis Detection Kit (BD Pharminogen,
США). В процессе апоптоза в клетках происходит
транслокация мембранного фосфолипида фосфати-
дилсерина (PS) с внутренней стороны плазматиче-
ской мембраны на внешнюю. Аннексин V представ-

( )
( ) ( )эксп кс контр кс

доля жизнеспособных клеток %
ОП ОП / ОП ОП 100%,

=
= −− ×
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ляет собой Са2+-зависимый фосфолипид-связываю-
щий протеин, обладающий высокой аффинностью к
PS, и связывающийся с мембранами, содержащими
PS. Пропидиум йодид (PI) – витальный краситель,
позволяющий различать дифференцировки живые и
мертвые клетки. Интерпретацию результатов окра-
шивания производили следующим образом: Annexin
V+/PI- – клетки, подвергшиеся апоптозу, Annexin
V+/PI+ – клетки на поздней стадии апоптоза, Annexin
V–/PI+ – некротизированные клетки, Annexin V–/PI– –
живые клетки. Дополнительно для исключения не-
жизнеспособных клеток применяли 7-амино-акти-
номицин D (7-AAD).

РЕЗУЛЬТАТЫ

МТТ-тест. Результаты МТТ-теста представлены
на рис. 1, из которого видно, что оба вируса облада-
ют дозозависимым действием на исследуемые куль-
туры. В случае низкой концентрации (105 частиц/мл)

RVK штамма № 228 количество живых клеток по ре-
зультатам МТТ-теста несколько увеличивалось (на
6–8%) для обеих культур. При воздействии на куль-
туру U87MG увеличение концентрации RVK № 100
до 106, 107, 108 частиц/мл приводило к снижению
данного показателя со 100% в контроле до 59.3 ± 5.6,
52.2 ± 9.0 и 62.9 ± 3.8% соответственно (t > 2.0). У
штамма № 228 статистически значимого литическо-
го эффекта на данную культуру не установили, не-
смотря на снижение количества живых клеток на
36% (рис. 1а).

При культивировании с клетками линии T98G
оба штамма вирусов демонстрировали сходные ре-
зультаты. Однако литическая активность для штам-
ма № 100 оказалась менее выраженной, чем в случае
линии U87MG (рис. 1б). Повышение концентрации
RVK до 108 частиц/мл не приводило к дальнейшему
изменению результата МТТ-теста; в обеих культурах
и при использовании обоих штаммов наблюдали вы-
ход на “плато”. Полученные кривые имеют прибли-
женно сигмовидную форму, характерную для боль-
шинства цитотоксических агентов, однако нам не
удалось вычислить IC50.

Проточная цитофлуориметрия. На клеточной ли-
нии U87MG нами были проведены дополнительные
исследования интенсивности процессов апопто-
за/некроза и жизнеспособности клеток после воз-
действия обоими штаммами RVK для уточнения ре-
зультатов МТТ-теста (рис. 2).

Исследование уровня апоптоза в культуре клеток
U87MG после воздействия RVK штаммов № 100 и
228 в различных концентрациях показало значи-
тельное снижение жизнеспособности клеток при
действии RVK штамм № 100 в сравнении с контро-
лем и воздействием RVK штамм № 228. Наибольший
цитотоксический эффект на клеточную линию был
достигнут при концентрации RVK штамма № 100
108 частиц/мл. В этом случае количество живых кле-
ток (33.2%) было меньше в 2.3 раза, чем в контроле
(75.9%), доля клеток, находящихся на поздней ста-
дии апоптоза увеличивалась по сравнению с контро-
лем в 3.7 раз (46.4 и 12.4% соответственно), а на ран-
ней стадии апоптоза – в 1.8 раз (19.6 и 10.9% соответ-
ственно).

Результаты анализа уровня апоптоза в культуре
клеток U87MG в контроле и после воздействия RVK
штаммов № 100 и 228 представлены на рис. 3. После
воздействия на культуру U87MG RVK штамма
№ 228 в концентрации вирусных частиц 107 ча-
стиц/мл доля клеток на поздней стадии апоптоза
увеличивалась в 1.9 раз по сравнению с контролем
(23.3 и 12.4% соответственно) (рис. 3в).

Были обнаружены различия в цитотоксическом
действии RVK штаммов № 100 и 228 на клетки линии
U87MG при использовании вирусных частиц в мак-
симальной концентрации (108 частиц/мл) (рис. 3).
Так, жизнеспособность клеток после действия раз-
ных штаммов RVK различалась в 1.9 раз (доля живых

Рис. 1. Дозозависимое цитотоксичное действие штаммов
RVK на клеточные линиий глиальных опухолей. а –
Культура клеток U87MG, б – культура клеток T98G. Вер-
тикальные отрезки – ошибка среднего.
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клеток составляла 65.3% живых клеток после дей-
ствия RVK штамма № 228 и 33.2% после действия
RVK штамма № 100). В образце с RVK штамма № 100
было в 1.6 раз больше (19.6%) клеток на ранней ста-
дии апоптоза (11.8% после воздействия RVK штамма
№ 228) и в 2.1 раз больше (46.4%) клеток на поздней
стадии апоптоза (22% после воздействия RVK штам-
ма № 228).

Морфология клеток. Исследование морфологии по-
казало ряд различий между клетками, культивирован-
ными с добавлением RVK штаммов № 100 и № 228,

между собой и в сравнении с контрольными образ-
цами.

Так, на препаратах с клетками линии U87MG на-
блюдали образование клеточных кластеров мульти-
полярной формы с длинными отростками. В контро-
ле визуализировали густо заселенные крупные кле-
точные кластеры вариабельного размера и формы
(сферической, бобовидной) с четкими округлыми
краями. Кластеры клеток соединялись между собой
тонкими отростками в количестве от 2 до 10 штук
(рис. 4а).

Рис. 2. Сравнение показателей жизнеспособности клеток U87MG в контрольном образце и после воздействия 108 частиц
RVK штамм № 100. Сверху показано распределение клеток по параметрам прямого и бокового светорассеяния (FSC и SSC).
Снизу показано распределение клеток, окрашенных с помощью аннексина V (Ann V) и пропидия иодида (PI). Синим цветом
выделены живые клетки. Q1 – некротизированные клетки, Q2 – клетки на поздней стадии апоптоза, Q3 – живые клетки, Q4
– клетки на ранней стадии апоптоза.
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После воздействия RVK штамма № 228 кластеры
клеток U87MG заметно уменьшались в размере. На-
блюдали клеточные скопления сферической, оваль-
ной и полигональной формы. Отмечали разрастание
отростков и образование “густых” сетей. Границы
клеточных кластеров были менее сглаженными в
сравнении с контрольным образцом (рис. 4б).

Наибольшее влияние на морфологические при-
знаки культуры клеток U87MG оказало сокультиви-
рование с RVK штамма № 100. Отмечали признаки

Рис. 3. Жизнеспособность клеток и уровень апоптоза в
культуре U87MG после воздействия RVK штаммов № 100
и 228 в различных концентрациях. а – Доля живых кле-
ток (%), б – доля клеток, погибших путем апоптоза (%), в
– доля клеток на поздней стадии апоптоза (%).
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Рис. 4. Влияние RVK штамма № 100 и штамма № 228 на
морфологию клеточной линии U87MG. Окрашивание
гематоксилином. К – клеточный кластер. Стрелкой обо-
значена сеть из клеточных отростков. а – Контрольные
клетки без воздействия, б – клетки после воздействия
RVK штамма № 228, в – клетки после воздействия RVK
штамма № 100. Об. 100×.
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гибели клеток: клетки легко откреплялись от по-
верхности культурального пластика при малейшем
колебании слоя питательной среды и смены положе-
ния флакона с горизонтального на вертикальное.
Наблюдали рыхлость и выраженную гранулярность
клеточных кластеров. После культивирования с
RVK штамма № 228 отростки клеток выглядели ме-
нее плотными, с распадающимися сетями и некото-
рым количеством гранул в них (рис. 4в).

При исследовании клеток линии T98G на кон-
трольных препаратах выявляли крупные отростчатые
клетки вытянутой полигональной формы с хорошо
различимыми базофильными ядрами и ядрышками,
базофильной цитоплазмой. Клетки располагались
довольно близко друг к другу, образуя “завихрения”,
которые часто описываются при гистологическом ис-
следовании опухолевой ткани больных глиобласто-
мой (рис. 5а). На большем увеличении наблюдали
четко очерченные границы клеток, встречали ядра с
неправильным контуром, неравномерно извили-
стым, иногда с глубокими вырезками (рис. 5б).

В образцах после воздействия RVK штамма № 100
клетки имели эпителиоподобную морфологию. В от-
личие от контрольных препаратов клетки располага-
лись ровным монослоем без “завихрений” (рис. 5в).
Встречали большое количество атипичных (“урод-
ливых”) сегментированных базофильных ядер, гра-
ницы цитоплазмы были расплывчатыми, контуры
клеток менее четкими, чем в контрольном образце,
но различимыми (рис. 5г).

Общая картина препаратов клеток T98G после
сокультивирования с RVK штамма № 228 (рис. 5д)
совпадала с описанной выше морфологической кар-
тиной, характерной для клеток, культивированных с
RVK штамма № 100. Однако на большем увеличении
морфология клеток имела ряд отличий. Так, клетки
приобретали вытянутую овальную форму, тесно
прилегали друг к другу, цитоплазма выглядела “раз-
мытой” без возможности определения клеточных
границ (рис. 5е). Мы предполагаем, что в результате
действия ротавируса происходила индукция форми-
рования синцития, подобное явление описывается
при исследовании вируса болезни Ньюкасла (Abdul-
lah et al, 2014). Также есть вероятность увеличения
объема цитоплазмы вследствие репликации ротави-
руса в клетках, так как известно, что репликация
всех вирусов семейства Reoviridae осуществляется в
цитоплазме клетки (Fields et al., 1991).

ОБСУЖДЕНИЕ

Одним из инновационных подходов к терапии
низкодифференцированных глиом является приме-
нение онколитических вирусов (ОВ) (Павлова и др.,
2014). Доклинические исследования на опухолевых
клеточных линиях и на модельных животных с экс-
периментальными опухолями человека (включая
экспериментальные глиомы) показывают высокий

терапевтический потенциал ОВ, который превосхо-
дит возможности всех существующих клинико-экс-
периментальных методов терапии. Низкая вероят-
ность развития внутренней резистентности в опухо-
левых клетках к ОВ и отсутствие значительных
побочных эффектов даже при высоких дозах систем-
ного введения делают их особо привлекательными
для генно-инженерной разработки улучшенных ва-
риантов с высокой терапевтической активностью
(Wollmann et al., 2012; Cheema et al., 2013).

С каждым годом потенциал противоопухолевой
терапии с применением ОВ увеличивается, что под-
тверждается недавним одобрением вакцины T-VEC
для лечения пациентов с прогрессирующей мелано-
мой (Collichio et al., 2014; Andtbacka et al., 2015, 2016;
Johnson et al., 2015). В ряде исследований показано,
что ОВ помимо прямого онколиза способны восста-
навливать микроокружение опухоли (Gujar et al.,
2018; Samson et al., 2018; Bourgeoisdaigneault et al.,
2018; Cavalcante et al., 2018, Ситковская и др., 2018а).
Продолжается поиск и исследование новых онколи-
тических вирусов. Нами проведено изучение дей-
ствия ротавирусов ранее не исследованной группы К
на две линии глиом in vitro.

Установлена дозозависимая цитотоксическая ак-
тивность обоих изученных штаммов, максимально
выраженная у RVK штамма № 100 концентрации 108

частиц/мл при действии на культуру клеток U87MG.
В МТТ-тесте кривые выживаемости имели прибли-
женно сигмовидную форму, характерную для боль-
шинства цитотоксических агентов, хотя и не удалось
вычислить IC50, т. к. показатели количества погиб-
ших клеток культуры не превышали 50%. Клеточная
линия U87MG при культивировании в среде без сы-
воротки образовывала слабо прикрепленные к кле-
точному пласту кластеры. В связи с этим в ходе про-
ведения теста с МТТ при отборе среды часть клеток
терялась, а числа прикрепленных к субстрату клеток
оказалось недостаточно для количественной оцен-
ки. Так как с МТТ-тестом не было достигнуто одно-
значных результатов, мы провели дополнительное
исследование уровня апоптоза на проточном цито-
флуориметре в более чувствительной к ротавирусам,
исходя из наших данных, культуры клеток –
U87MG. Как и при МТТ-исследовании наибольшее
угнетение на рост клеток оказывали RVK штамма №
100 в концентрации 108 частиц. При этом уровень
живых клеток составил меньше 50%, а именно
33.2%, остальная доля клеток (66.8%) находилась на
разных стадиях апоптоза, и мы считали их погибши-
ми. Следовательно, проведение дополнительных те-
стов способствовало определению IC50.

Нами были показаны некоторые морфологиче-
ские изменения опухолевых клеток и характера их
роста после воздействия разными штаммами RVK.
Активное образование отростков клеток U87MG
(глиофибрил), одной из функций которых, как из-
вестно, является опорная функция, мы связываем с
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Рис. 5. Влияние RVK штамма № 100 и штамма № 228 на морфологию клеточной линии T98G. Окрашивание гематоксилином.
а, б – Контрольные клетки без воздействия, в, г – клетки после воздействия RVK штамма № 100, д, е – клетки после воздей-
ствия RVK штамма № 228. а, в, д – об. 100×, б, г, е – об. 200×.
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механизмами увеличения опухолевыми клетками
адгезии к поверхности покровного стекла. Подоб-
ным, предположительно, можно объяснить и умень-
шение размера кластеров, вероятно, за счет сокра-
щения количества клеток в них. В условиях без воз-
действия вирусных частиц наблюдали наибольший
диаметр кластеров, однако в этом случае сокращает-
ся доля клеток, контактирующих с поверхностью
культуральной посуды, от общего числа клеток в
кластере. Иначе говоря, чем больше кластер, тем
меньше его адгезивные способности. Зачастую коле-
бательные движения питательной среды в контроль-
ных образцах провоцировали открепление агрегиро-
ванных клеток U87MG. Однако нельзя исключать,
что причиной уменьшения числа клеток в кластерах
послужил вирусный онколиз, то есть прямое цито-
литическое действие RVK.

Изменения морфологии T98G после воздействия
штаммами RVK были менее выражены по сравне-
нию с U87MG.

Следует отметить, что наблюдаемый характер ро-
ста культуры с образованием слабо прикрепленных
кластеров клеток является нетипичным для линии
U87MG согласно описанию, приводимому Евро-
пейской коллекцией аутентифицированных клеточ-
ных культур (The European Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC)), однако подобное явление
было описано также рядом других авторов. Получа-
емые клеточные кластеры были охарактеризованы
как онкосферы, формируемые постоянно присутству-
ющими в культуре U87MG опухоль-инициирующими
клетками, количество и онкосферообразующая спо-
собность которых контролируются эпигенетическими
факторами и зависят от условий культивирования
(Kozono et al., 2015). Для получения онкосфер доста-
точно перенести культуру в специальную среду для
культивирования нейросфер, уменьшить количе-
ство сыворотки в стандартной среде культивирова-
ния или выращивать культуру в условиях низкой ад-
гезии, при этом наблюдается увеличение экспрессии
маркера стволовых клеток опухоли CD133 в получа-
емых онкосферах и усиление туморогенности обра-
зующих их клеток (Ledur et al., 2012; Kozono et al.,
2015). Более того, данная особенность линии
U87MG делает эту культуру удобным источником
опухоль-инициирующих клеток, получаемых путем
выделения спонтанных онкосфер или методом сепа-
рации по CD133, что достаточно широко использу-
ется при создании in vitro и in vivo моделей для иссле-
дования биологии опухолевых стволовых клеток
глиом (Zhou et al., 2011; Ledur et al., 2012; Ruggieri
et al. 2012; Kozono et al., 2015; Lamour et al., 2015;
Zhang et al., 2017; Jung et al., 2018). На основании име-
ющихся у нас данных пока сложно сделать одно-
значный вывод о природе образующихся в нашем
эксперименте клеточных кластеров в культуре
U87MG, и потребуются дополнительные исследова-
ния, чтобы установить связь получаемых нами
структур с опухоль-инициирующими клетками. Од-

нако такие очевидные параллели с данными, приво-
димыми в процитированных выше источниках, как
сходство морфологии указанных кластеров и выра-
женная связь их формирования с понижением уров-
ня сыворотки в среде культивирования, позволяют
нам сделать предварительные выводы о сходстве на-
блюдаемых явлений и исключить возможность арте-
факта, связанного с заражением исследуемой куль-
туры микоплазмой или другими патогенами.

В ходе нашего исследования была отмечена раз-
ная чувствительность культур глиом к исследован-
ным ротавирусным штаммам, а также разная актив-
ность этих штаммов с более выраженным литиче-
ским действием RVK на клетки U87MG. Различия в
реактивности использованных в исследовании кле-
точных линий описаны и при других воздействиях,
что обусловлено известной разницей в биологии
U87MG и T98G, в частности различиями в строении
белка р53 (Hadjipanayis et al., 2005) или экспрессии
онкосуппрессорного гена PTEN (Zhang et al., 2007).
Какими особенностями исследованных нами линий
обусловлена их различная чувствительность к RVK,
пока сложно сказать. Известно, что литическая ак-
тивность вирусов зависит, как от способности ви-
русной частицы прикрепляться к поверхности клет-
ки, так и от наличия специфических внутриклеточ-
ных факторов, обеспечивающих интернализацию и
пролиферацию вируса. Рецепторами к ротавирусам,
обеспечивающими адгезию вирусных частиц на
мембране клеток, являются остатки сиаловой кис-
лоты (Haselhorst et al., 2009), количество и состав ко-
торых на поверхности клеток зависят от активности
сиалилтрансфераз. Дальнейшая судьба вирусных ча-
стиц определяется взаимодействием множества
мембранных и цитоплазматических белков, участву-
ющих в процессах везикулярного транспорта, про-
цессинга РНК, связывания кальция, работы протон-
ной помпы, синтеза и хранения липидов и многих
других факторов (Green et al., 2016). Особенности ра-
боты любого из этих механизмов могут определять
разницу в восприимчивости клеток U87MG и T98G
к RVK, однако на настоящий момент они остаются
мало изученными.

Таким образом, мы допускаем возможность он-
колитического действия RVK на клетки T98G при
увеличении концентрации штаммов ротавирусов
группы K, использованных к нашей работе. При
этом онколитический эффект штаммов RVK на
клетки U87MG не вызывает сомнений.
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The development of new oncolytic viruses based therapeutic approaches is one of the promising and rapidly devel-
oping areas in modern oncology, including in the treatment of low-grade gliomas. The genetically modified im-
proved variants of known viruses with enhanced therapeutic activity are now created. However, the potential of the
natural diversity of human viruses is still not fully exhausted. Earlier, new strains of viruses were discovered at the
Rostov Institute of Microbiology and Parasitology, later described as rotaviruses of the K group, which showed sig-
nificant antitumor activity in animals with transplanted human ovarian cancer. Here, we study in vitro the direct on-
colytic effects of selected viral strains on human glial tumor cultures U87MG and T98G. According to the MTT test,
the presence of dose-dependent cytotoxic activity of both studied strains was demonstrated, especially for the strain
№ 100 at a concentration of 108 particles/ml after the U87MG cell culture expose. The data were confirmed by f low
cytometry. The cytotoxic activity of the studied strains of viruses was confirmed in an apoptosis test using annexin
V. The morphological observations also verify the development of degenerative changes observed in the studied cell
cultures under the influence of the group K rotaviruses.
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