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Исследование механизмов резистентности глиобластомы важно для разработки эффективных пре-
паратов для лечения этого онкологического заболевания. Вопрос о формировании устойчивости
глиобластомы к онколитическим вирусам остается открытым. При глиобластоме ингибитор апо-
птоза XIAP в большинстве случаев высокоэкспрессирован и участвует в формировании лекарствен-
ной резистентности опухоли, наряду с другими нарушениями в каскадах программируемой клеточ-
ной гибели. Нами показано, что гибель клеток глиобластомы под действием рекомбинантного ви-
руса осповакцины VV-GMCSF-Lact происходит преимущественно по апоптотическому пути.
Однако в клетках, более устойчивых к VV-GMCSF-Lact, активация путей клеточной гибели проис-
ходит на более поздних стадиях развития вирусной инфекции. Кроме того, общий уровень белка
XIAP повышен в клетках культур, устойчивых к действию вируса.
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На сегодняшний день одним из наиболее пер-
спективных подходов к лечению опухолей счита-
ется виротерапия – иммунотерапевтический ме-
тод, основанный на опосредованной вирусом ги-
бели опухолевых клеток и индукции иммунного
ответа организма [1]. В настоящее время множе-
ство онколитических вирусов проходит клиниче-
ские испытания в качестве потенциальных аген-
тов для лечения опухолей головного мозга, в том
числе глиобластомы – одной из наиболее агрес-
сивных опухолей центральной нервной системы
(ЦНС). Однако пока ни один препарат не одоб-
рен для применения в клинике. Самая большая
проблема в лечении глиобластомы состоит в раз-
витии лекарственной резистентности опухоли;
при этом вопрос о формировании устойчивости к
онколитическим вирусам остается открытым.

Коллективом авторов ИХБФМ СО РАН и Го-
сударственного научного центра вирусологии и

биотехнологии “Вектор” (Россия) разработан ре-
комбинантный штамм VV-GMCSF-Lact вируса
осповакцины, который содержит делеции фраг-
ментов в генах вирусных белков: тимидинкиназы
и фактора роста; в эти области встроены гены
гранулоцитарно-макрофагального колониести-
мулирующего фактора (GM-CSF) человека и
апоптозиндуцирующего белка лактаптина соот-
ветственно [2]. Ранее нами показано, что штамм
VV-GMCSF-Lact обладает цитотоксической актив-
ностью in vitro и противоопухолевой эффективно-
стью in vivo в отношении клеток иммортализован-
ных и персонализированных культур клеток глиоб-
ластомы человека [3]; при этом чувствительность
различных культур к действию вируса неодинакова.

Известно, что опухолевые клетки, в частности
клетки глиобластомы, характеризуются наруше-
ниями сигнальных каскадов клеточной гибели,
что может в той или иной степени опосредовать
эффективность терапии с помощью онколитиче-
ского вируса VV-GMCSF-Lact. Изучение меха-
низмов, определяющих устойчивость опухолевых
клеток к действию онколитического вируса, поз-
волит разработать эффективные стратегии лече-

Сокращения: БОЕ – бляшкообразующая единица; RIPK-1,3 –
взаимодействующая с рецептором протеинкиназа-1,3; SMAC
(Diablo) – второй митохондриальный активатор каспаз;
XIAP – ассоциированный с X-хромосомой ингибитор апо-
птотических белков.
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ния с применением соответствующих препаратов
для комбинированной терапии.

Цель исследования – анализ путей гибели
клеток иммортализованных и персонализиро-
ванных культур глиобластомы, обладающих раз-
личной чувствительностью к VV-GMCSF-Lact, под
действием вируса.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Вирусный препарат

Рекомбинантный вирус осповакцины
VV-GMCSF-Lact любезно предоставлен
Г.В. Кочневой (ГНЦ ВБ “Вектор” Роспотребнад-
зора, Новосибирская область, Россия).

Культивирование иммортализованных 
культур клеток U87 MG и U343 MG

Клетки иммортализованных культур U87 MG
и U343 MG глиобластомы человека (Коллекция
культур клеток ИХБФМ СО РАН, Новосибирск)
культивировали в среде Alpha-MEM с добавлени-
ем 10% эмбриональной сыворотки крупного рога-
того скота (FBS), 2 мM L-глютамина (GlutaMAX) и
раствора антибиотика-антимикотика (100 ед/мл
пенициллина, 100 мг/мл стрептомицина сульфа-
та, 0.25 мкг/мл амфотерицина).

Культивирование персонализированных 
культур клеток BR1.20 и BR3.20

Клетки персонализированных культур BR1.20
и BR3.20 глиобластомы человека (Коллекция куль-
тур клеток ИХБФМ СО РАН) культивировали в
среде IMDM с добавлением 10% FBS, 4 мM L-глю-
тамина (GlutaMAX) и раствора антибиотика-
антимикотика (100 ед/мл пенициллина, 100 мг/мл
стрептомицина сульфата, 0.25 мкг/мл амфоте-
рицина) и 5 мкл MITO + SERUM EXTENDED
(SACCO system, Италия).

Анализ апоптоза в клетках глиобластомы 
человека под действием VV-GMCSF-Lact

В лунки 12-луночных планшетов, содержа-
щих по 2 × 105 клеток/лунка, вносили препарат
VV-GMCSF-Lact с множественностью инфек-
ции 1 бляшкообразующая единица (БОЕ) на клет-
ку. Клетки в присутствии вирусного препарата
инкубировали при 37°С 24 ч и анализировали ме-
тодом проточной цитометрии. Апоптотические
клетки идентифицировали на проточном цито-
метре FACSCantoII с использованием коммерче-
ского набора FITC Annexin V Apoptosis Detection
kit I и программного обеспечения FACSDiva (BD
Biosciences, США).

Коиммунопреципитация
В лунки 6-луночных планшетов, содержащих по

106 клеток/лунка, вносили препарат VV-GMCSF-
Lact с множественностью инфекции 1 БОЕ/клет-
ка. Клетки инкубировали при 37°С в течение 12,
24, 36, 48 и 72 ч. В качестве контроля использова-
ли клетки, культивируемые в ростовой среде без
добавления вируса. Клетки лизировали в буфере
RIPA (1% NP-40, 150 мM NaCl, 0.1% SDS, 50 мM
Трис-HCl, pH 7.4) в присутствии ингибиторов про-
теаз и фосфатаз. Коиммунопреципитацию прово-
дили с использованием агарозных частиц Protein
A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
США) и антител к каспазе-8 (Invitrogen, США) или
XIAP (Invitrogen). Полученные иммунопреципи-
таты использовали для дальнейшего анализа.

Иммуноблотинг
Электрофоретическое разделение белков прово-

дили в денатурирующем 10%-ном ПААГ (SDS-
PAAG) с использованием камеры для вертикаль-
ного электрофореза. Для переноса белков с геля
на нитроцеллюлозную мембрану (0.45 мкм) ис-
пользовали камеру для электропереноса (Bio-
Rad, США) с использованием буфера NuPAGE
Transfer Buffer (Thermo Fisher Scientific, США).

Мембраны помещали в прибор IBind Western
Device (Thermo Fisher Scientific) и инкубировали
сначала с антителами, специфичными к исследу-
емым белкам: каспазе-8, RIPK1, RIPK3, XIAP и
SMAC, ‒ а затем со вторичными антителами. В
качестве первичных антител использовали поли-
клональные кроличьи антитела к RIPK1, RIPK3,
каспазе-8 и XIAP, моноклональные кроличьи ан-
титела к SMAC (все производства Invitrogen). В
качестве вторичных антител использовали конъ-
югированные с пероксидазой хрена (HRP) поли-
клональные антитела козы против IgG кролика и
поликлональные антитела козы против IgG мы-
ши соответственно. Все антитела – производства
Invitrogen. После промывки мембран проводили
детекцию белков с использованием набора реа-
гентов Novex® ECL Chemiluminescent Substrate
Reagent kit (Invitrogen) и системы для хемилюми-
несцентной детекции Amersham™ Imager 600 (GE
Healthcare Life Sciences, США). Для нормирова-
ния полученных данных использовали монокло-
нальные кроличьии антитела к β-актину (Invitro-
gen). Результаты иммуноблотинга анализировали
в программе GelAnalyzer.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ апоптоза в клетках глиобластомы 

человека под действием VV-GMCSF-Lact
Клетки иммортализованных (U87 MG и

U343 MG) и персонализированных (BR1.20 и
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BR3.20) культур глиобластомы человека, обладаю-
щие различной чувствительностью к VV-GMCSF-
Lact (табл. 1), инкубировали с онколитическим
вирусом (MOI = 1 БОЕ/клетка) в течение 24 ч.
Для исследования апоптотических процессов ис-
пользовали проточную цитометрию с двойным
окрашиванием: аннексином V и йодидом пропи-
дия. Этот метод позволяет дифференцировать по-
пуляции живых и погибших клеток, а также кле-
ток, находящихся на ранних стадиях апоптоза, и
количественно определить их содержание [4].

Согласно полученным данным (рис. 1), доля
погибших клеток и находящихся на ранних стадиях
апоптоза тем больше, чем чувствительнее культура
глиомы к действию VV-GMCSF-Lact (см. табл. 1).

Известно, что кроме прямого лизиса клеток,
инфицированных поксвирусами, к которым от-
носится вирус осповакцины, гибель опухолевых
клеток может проходить как по пути некроптоза
[5, 6], так и апоптоза [7, 8]. Ранее Bidgood & Mer-
cer [9] показали, что лизис клеток под действием
вируса осповакцины наступает через 72 ч после
инфицирования, а наблюдаемая нами гибель кле-
ток глиобластомы уже в первые сутки инкубации
с VV-GMCSF-Lact может быть следствием акти-
вации программируемых путей клеточной гибе-
ли: апоптоза и некроптоза. Кроме того, ранее по-
казано, что при воздействии VV-GMCSF-Lact на
клетки трижды негативного рака молочной желе-
зы MDA-MB-231 популяция апоптотических кле-
ток была больше, чем в клетках, инкубированных
с рекомбинантным штаммом VV-GMCSF-dGF,
который не экспрессировал лактаптин [2]. Как вид-
но из данных, приведенных на рис. 1, в исследован-
ных нами культурах превалируют клетки, пози-
тивные только по Аннексину V (Q3), из чего мож-
но сделать вывод о преобладании апоптотического

пути гибели клеток глиобластомы под действием
VV-GMCSF-Lact.

Экспрессия белков, участвующих в процессах 
клеточной гибели под действием VV-GMCSF-Lact

Как было отмечено ранее, вирус осповакцины
может активировать различные пути клеточной
гибели. Некроптоз представляет собой регулиру-
емый некроз, опосредованный белками RIPK1 и
RIPK3. RIPK1, как активатор RIPK3, будучи рас-
щеплен каспазой-8, индуцирует ингибирование
некроптоза [10–12]. Так, Nailwal & Chan сообща-
ли [13], что инфицированные вирусом осповак-
цины RIPK1/3-дефицитные клетки устойчивы к
некроптозу.

В клетках иммортализованных культур U87 MG
и U343 MG и персонализированных культур
BR1.20 и BR3.20 нами исследованы уровни бел-
ков RIPK1 и RIPK3, соосажденных в комплексе с
каспазой-8, на разных временных интервалах ин-
кубации клеток с VV-GMCSF-Lact. Используя

Таблица 1. Цитотоксическая активность VV-GMCSF-
Lact в отношении клеток глиомы 
Table 1. Cytotoxic activity of VV-GMCSF-Lact for glioma
cells

*Примечание: IC50 – концентрация вируса, вызывающая ги-
бель 50% клеток. 
*Note: IC50 is the virus concentration that causes the death of 50%
of the cells.

Культура клеток IC50*, БОЕ/клетка

U87 MG 0.1
U343 MG 0.06
BR1.20 0.006
BR3.20 0.02

Рис. 1. Анализ апоптотических процессов в клетках иммортализованных и персонализированных культур глиобласто-
мы человека, вызванных онколитическим вирусом VV-GMCSF-Lact. Проточная цитометрия: Q2 – погибшие клетки;
Q3 – клетки, находящиеся на ранних стадиях апоптоза; Q4 – живые клетки. Окрашивание Аннексином V (ось Х) и йо-
дидом пропидия (ось Y). 
Fig. 1. Analysis of apoptotic processes in cells of immortalized and patient-derived human glioblastoma cultures exposed to the
oncolytic virus VV-GMCSF-Lact. Flow cytometry: Q2 – dead cells; Q3 – cells at early stages of apoptosis; Q4 – living cells.
Staining with Annexin V (X-axis) and propidium iodide (Y-axis).
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технологию коиммунопреципитации и последую-
щий анализ методом иммуноблотинга, мы обнару-
жили, что при обработке вирусом VV-GMCSF-Lact
уровень активированной каспазы-8 в клетках
U343 MG, более чувствительных к действию ви-
руса по сравнению с U87 MG, повышался через
12 ч и снижался через 48 ч инкубации, в то время
как уровень белка RIPK3, наоборот, снижался че-
рез 12 ч и возрастал к 48 ч (рис. 2). Известно, что
активная каспаза-8 ингибирует некроптоз, рас-
щепляя не только RIPK1 и RIPK3, но и CYLD
[14], и c-FLIP [15], и запускает апоптотический
сигналинг в клетке [16, 17]. Таким образом, сни-
жение уровня RIPK3 может свидетельствовать о
начальной стадии активации апоптоза, а его повы-
шение – о последующей индукции некроптоза.
Также в клетках U343 MG, в точках 24 и 36 ч, на-
блюдали повышение уровня RIPK1. В клетках
U87 MG уровень каспазы-8 увеличивался только
к 36 ч инкубации с вирусом, а к 72 ч повышался и
уровень RIPK3, что может свидетельствовать о
поздней активации сигнальных путей клеточной
гибели в культуре, более устойчивой к действию
онколитического вируса.

В клетках культуры BR1.20, более чувствитель-
ной к действию VV-GMCSF-Lact по сравнению с
культурой BR3.20, уровень активированной кас-
пазы-8 повышался к 24 и 48 ч инкубации с виру-
сом, в то же время уровень белка RIPK3 снижался
к 36 ч, из чего можно сделать вывод о подавлении
некроптической гибели клеток и активации апо-
птоза в них (рис. 3). Уровень белка RIPK1 не из-
менялся на протяжении всего времени инкуба-
ции с вирусом, лишь незначительно повышался в
культуре BR1.20 к 48 ч и в культуре BR3.20 к 24 ч.

На основании полученных результатов можно
говорить о том, что с увеличением времени инку-
бации клеток глиобластомы с VV-GMCSF-Lact

повышается уровень активированной каспазы-8;
при этом в клетках, более чувствительных к
VV-GMCSF-Lact, активация фермента происхо-
дит уже через 24 ч инкубации. Снижение уровня
RIPK1 и RIPK3 при повышении уровня каспазы-8
позволяет предположить, что VV-GMCSF-Lact ак-
тивирует в клетках глиобластомы рецепторопосре-
дованный путь апоптотической гибели; при этом
в более устойчивых к действию вируса клетках ак-
тивация как некроптоза, так и апоптоза, происхо-
дит на более поздних стадиях инфицирования.

Экспрессируемый VV-GMCSF-Lact лактаптин,
протеолитический фрагмент каппа-казеина мо-
лока человека, как показано ранее [18, 19], инду-
цирует апоптоз опухолевых клеток по митохон-
дриальному пути, что приводит к активации кас-
пазы-3 и каспазы-7. Однако в клетках
глиобластомы часто детектируют высокий уро-
вень белка XIAP, ингибирующего эти каспазы
[20]. Также на эффективность активации апопто-
за, индуцируемого лактаптином, может влиять
представленность в опухолевых клетках белка
SMAC, который в нормальном состоянии находит-
ся в межмембранном пространстве митохондрий.
При активации апоптоза по митохондриальному
пути и увеличении проницаемости мембран мито-
хондрий SMAC покидает митохондрии и участвует
в связывании белков-ингибиторов каспаз, таких
как XIAP [21].

Используя технологию коиммуноприципита-
ции и последующий иммуноблотинг, мы проанали-
зировали изменение уровня белка SMAC в ком-
плексе с XIAP в клетках иммортализованных куль-
тур U87 MG и U343 MG и персонализированных
культур BR1.20 и BR3.20 глиобластомы человека
до и после воздействия VV-GMCSF-Lact.

Согласно полученным данным, уровень белка
XIAP был выше в клетках U87 MG, более устой-

Рис. 2. Динамика изменений уровней белков RIPK1 и RIPK3, копреципитированных (co-IP) с каспазой-8, в клетках
иммортализованных культур глиобластомы человека, обработанных VV-GMCSF-Lact. Иммуноблотинг: K – лизаты
контрольных клеток (не обработанных вирусом); цифрами указано время (ч) инкубации клеток с VV-GMCSF-Lact. 
Fig. 2. Dynamics of changes in the levels of RIPK1 and RIPK3 proteins, co-precipitated (co-IP) with caspase-8, in cells of im-
mortalized human glioblastoma cultures treated with VV-GMCSF-Lact. Immunoblotting: K – lysates of control cells (not treat-
ed with the virus); the numbers indicate the time (h) of cell incubation with VV-GMCSF-Lact.
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чивых к действию VV-GMCSF-Lact по сравне-
нию с U343 MG. Уровень белка SMAC в комплек-
се с XIAP при этом был ниже, хотя повышался че-
рез 24 ч инкубации с вирусом (рис. 4а). В клетках
U343 MG уровень SMAC, напротив, снижался
через 24 ч, из чего можно сделать вывод об инги-
бировании апоптоза в процессе вирусной инфек-
ции. Вирус осповакцины несет гены, кодирую-
щие белки-гомологи Bcl-2, способные ингибиро-
вать апоптоз путем связывания Bax и Bak [22, 23].
Bax и Bak, согласно литературным данным, участ-
вуют в повышении проницаемости митохондри-
альной мембраны и опосредуют выход в цито-
плазму таких молекул, как SMAC, HtrA2 и ци-
тохром с [24, 25]. Согласно полученным нами
данным, несмотря на снижение уровня белка
SMAC в клетках U343 MG при их инфицирова-
нии вирусом VV-GMCSF-Lact, доля клеток, на-
ходящихся на ранних стадиях апоптоза, в этой
культуре была выше чем в U87 MG (рис. 1).

В клетках BR3.20, более устойчивых к дей-
ствию VV-GMCSF-Lact по сравнению с BR1.20,
уровень XIAP также был выше, а уровень SMAC по-
вышался через 24 ч инкубации с вирусом (рис. 4b).
Заметим, что уровень SMAC в комплексе с XIAP
не снижался в клетках BR1.20, характеризующих-
ся высокой чувствительностью к VV-GMCSF-Lact,
что может свидетельствовать об эффективном про-
хождении апоптоза по митохондриальному пути.

В результате проведенного исследования нами
продемонстрировано, что гибель клеток глиобла-
стомы под действием VV-GMCSF-Lact протекает
преимущественно по апоптотическому пути. И это
очень важный и обнадеживающий факт с практиче-
ской точки зрения, так как развитие воспалитель-
ных реакций при некрозе опухолевых клеток голов-
ного мозга относится к нежелательным процессам.

Однако в культурах с повышенной устойчивостью
к VV-GMCSF-Lact активация путей клеточной
гибели происходит позже и менее эффективно,
чем в чувствительных культурах, что может быть
связано с нарушениями апоптотического сцена-
рия. В пользу этого предположения свидетель-
ствует и повышенный уровень ингибирующего
апоптоз белка XIAP в этих клетках. Уже замечено,
что высокая экспрессия XIAP при глиобластоме

Рис. 3. Динамика изменений уровней белков RIPK1 и RIPK3, копреципитированных (co-IP) с каспазой-8, в клетках
персонализированных культур глиобластомы человека, обработанных VV-GMCSF-Lact. Иммуноблотинг: K – лизаты
контрольных клеток (не обработанных вирусом); цифрами указано время (ч) инкубации клеток с VV-GMCSF-Lact. 
Fig. 3. Dynamics of changes in the levels of RIPK1 and RIPK3 proteins, co-precipitated (co-IP) with caspase-8, in cells of pa-
tient-derived human glioblastoma cultures treated with VV-GMCSF-Lact. Immunoblotting: K – lysates of control cells (not
treated with the virus); the numbers indicate the time (h) of cell incubation with VV-GMCSF-Lact.
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Рис. 4. Анализ динамики изменений уровня белка
SMAC в комплексе с XIAP в клетках иммортализо-
ванных культур U87 MG и U343 MG (а) и персонали-
зированных культур BR1.20 и BR3.20 (b) глиобласто-
мы человека. Иммуноблотинг: K – лизаты контроль-
ных клеток; цифрами указано время (ч) инкубации
клеток с VV-GMCSF-Lact. 
Fig. 4. Analysis of the dynamics of changes in the level of
SMAC protein in a complex with XIAP in cells of immor-
talized cultures U87 MG and U343 MG (a) and patient-
derived cultures BR1.20 and BR3.20 (b) of human glio-
blastoma. Immunoblotting: K – control cell lysates;
the numbers indicate the time (h) of cell incubation
with VV-GMCSF-Lact.
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коррелирует с низкой выживаемостью пациентов
[20, 26]. Недавно в клетках глиобластомы с повы-
шенной устойчивостью к VV-GMCSF-Lact нами
зарегистрирован высокий уровень активирован-
ной киназы Akt1 [27]. А ранее сообщалось о взаи-
мосвязи между активацией Akt1 и высокой экс-
прессией XIAP в опухолевых клетках [28–30]. Со-
гласно литературным данным, нокдаун XIAP и
использование низкомолекулярных ингибиторов
этого белка не только приводит к индукции апо-
птоза, но и увеличивает чувствительность опухо-
левых клеток к химиотерапии [31–33]. Таким обра-
зом, XIAP можно рассматривать как потенциаль-
ную мишень, воздействие на которую позволит
повысить эффективность реализации апоптотиче-
ских программ, запускаемых онколитическим ви-
русом VV-GMCSF-Lact, в клетках глиобластомы.
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Role of Apoptosis Inhibitor XIAP in Resistance of Glioblastoma Cells 
to the Action of Recombinant Vaccinia Virus VV-GMCSF-Lact
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Abstract—The study of the mechanisms of glioblastoma resistance is important for the development of effec-
tive drugs for this cancer treatment. The question of the formation of glioblastoma resistance to oncolytic vi-
ruses remains open. In glioblastoma, the apoptosis inhibitor XIAP is highly expressed in most cases and is
involved in the formation of tumor drug resistance, along with other disturbances in the programmed cell
death cascades. We have shown that the death of glioblastoma cells under the action of the recombinant vac-
cinia virus VV-GMCSF-Lact occurs predominantly via the apoptotic pathway. However, in cells that are
more resistant to VV-GMCSF-Lact, cell death pathways are activated at later stages of viral infection. In ad-
dition, the total level of XIAP protein is increased in virus-resistant cell cultures.

Keywords: glioblastoma, oncolytic viruses, vaccinia virus, VV-GMCSF-Lact, apoptosis
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