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Вирусы простого герпеса 1 и 2 типов (ВПГ-1 и ВПГ-2) поражают практически все органы и ткани,
вызывают генитальный герпес – самое распространенное заболевание, передающиеся половым пу-
тем, ‒ нарушения ЦНС, приводят к тяжелым осложнениям у детей. Несмотря на имеющиеся лекар-
ственные препараты, заболеваемость, вызванная ВПГ-1/2, продолжает расти. Ни одна из профи-
лактических кандидатных вакцин не проявила защитное действие при испытаниях и не получила
разрешения на использование в клинической практике. Нами исследованы защитные свойства
мезенхимальных стволовых клеток (МСК), выделенных из костного мозга мышей. Проведен
сравнительный анализ протективного ответа на введение первичных и модифицированных
МСК (мМСК); плазмиды, содержащей ген ВПГ, и инактивированного вируса на модели леталь-
ной ВПГ-1-инфекции у мышей. мМСК получали путем трансфекции гена Us6, кодирующего
гликопротеин D (gD) ВПГ; плазмида содержала тот же ген. После двукратной иммунизации пер-
вичными МСК в периферической крови мышей наблюдали образование антител, взаимодей-
ствующих с вирусным антигеном (по данным иммуноферментного анализа) и нейтрализующих
инфекционную активность ВПГ-1 в реакции биологической нейтрализации. Кроме того, введение
первичных МСК индуцировало продукцию интерферона гамма (ИНФ-γ), детектируемого в пери-
ферической крови мышей. После заражения ВПГ-1 у иммунизированных мышей значительно по-
вышались титры вирусспецифических антител, уровень ИФН-γ и они были полностью защищены
от летальной ВПГ-1-инфекции. Защитный эффект трех других иммуногенов был ниже и не превы-
шал 50‒65%. Учитывая широкую доступность МСК, доказанную безопасность при внутривенном
введении и впервые полученные в работе результаты о способности индуцировать врожденный, адап-
тивный и протективный иммунитет к ВПГ-1, можно считать МСК перспективной основой для созда-
ния новых клеточных вакцин для профилактики герпесвирусных и других вирусных инфекций.
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Вирусы простого герпеса 1 и 2 типов (ВПГ-1 и
ВПГ-2) – повсеместно распространенные пато-
гены человека: 3.7 млрд инфицировано ВПГ-1 и
417 млн – ВПГ-2 [1‒3]. Согласно данным ВОЗ [4],
генитальный герпес признан самой распростра-
ненной инфекцией, передающейся половым пу-
тем; доказано, что ВПГ-инфекция повышает
риск заражения ВИЧ [5]. Оба вируса вызывают
неонатальный герпес [6]. ВПГ-1 ‒ ведущий этио-

логический агент инфекционной слепоты, в мире
ежегодно регистрируют 1 млн новых случаев и
9 млн повторяющихся эпизодов ВПГ-инфекции
глаз [7]. В настоящее время множество лекар-
ственных препаратов доступно для лечения гер-
петической инфекции, однако заболеваемость,
вызванная ВПГ, продолжает расти [8]. В связи с
этим разработка эффективной профилактиче-
ской вакцины против ВПГ-1/2 признана ВОЗ

Сокращения: ВПГ-1 – вирус простого герпеса 1 типа; иВПГ – инактивированный цельный ВПГ-1; ДНКgD – рекомби-
нантная ДНК, содержащая ген белка gD ВПГ; ИСП – индекс стимуляции пролиферации; ЛД50 – 50%-ная летальная доза;
МСК – мезенхимальные стволовые клетки, мМСК – генетически модифицированные МСК; МСКgD – мМСК, стабиль-
но продуцирующие белок gD ВПГ; РБТ – реакция бласттрансформации.
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приоритетным направлением здравоохранения
(http://www.who.int/immunization/global_vaccine_
action_plan/GVAP_doc_2011_2020/en/) [9, 10].

В настоящее время разработан целый ряд вак-
цин против герпесвирусных инфекций, основан-
ных на рекомбинантных ДНК и белках ВПГ, пеп-
тидах, живых аттенуированных вирусах и инакти-
вированных цельновирионных препаратах [11‒13].
Однако для большинства кандидатных вакцин не
выявлено протективного действия при клиниче-
ских испытаниях [14], и пока ни одна из профи-
лактических вакцин не получила разрешения на
использование в медицине.

Очевидно, что необходимы новые подходы к
созданию герпетических вакцин, один из кото-
рых изучен в представленной работе. Он основан
на использовании мезенхимальных стволовых
клеток (МСК), успешно применяемых в разных
областях регенеративной медицины. Разрабатыва-
ются подходы для получения генетически модифи-
цированных МСК (мМСК), которые экспрессиру-
ют целевые гены и могут быть использованы для
клеточной терапии раковых, аутоиммунных, ней-
родегенеративных и инфекционных заболеваний
[15‒20]. На основании этих данных можно сделать
вывод о пластичности иммуномодуляции МСК,
которые могут оказывать как супрессивное, так и
иммуностимулирующее действие. Появились пер-
вые работы, в которых показана принципиальная
возможность использования МСК и мМСК в каче-
стве не традиционных, а инновационных вакцин,
усиливающих иммунные реакции против ВИЧ
[21] и вируса гепатита С [22].

Цель работы состояла в сравнительном анали-
зе протективного иммунного ответа на введение
профилактических кандидатных вакцин на осно-
ве МСК, ДНК-плазмиды и инактивированного
вируса в отношении летальной ВПГ-1-инфекции
мышей.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Животные. Мышей линии DBA/2J (H-2d)
(самки, 6‒8 недель) получали из Центрального
питомника лабораторных животных “Столбовая”
(Московская область).

Культуры клеток. Первичную культуру МСК
получали из красного костного мозга мышей, как
описано ранее [23]. Нами было показано [22, 23],
что по адгезивной способности, поверхностным
маркерам и дифференцировочному потенциалу
эти клетки соответствуют критериям определе-
ния МСК Международного общества клеточной
терапии (The International Society for Cellular
Therapy) [24].

Культивирование МСК проводили в среде
DMEM, содержащей 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки (ЭТС; “Gibco”, США), 10 мкг/мл

инсулина, 5.5 мкг/мл трансферрина, 6.7 нг/мл се-
ленита, 10 нг/мл фактора роста фибробластов,
2 мМ L-глутамина, 50 мкг/мл гентамицина, в ат-
мосфере 5% СО2 при 37°С.

Культуру клеток почечного эпителия зеленой
мартышки (Vero) получили из коллекции клеточ-
ных культур ФГБУ “НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи”
Минздрава России и культивировали в аналогич-
ных условиях, используя среду Игла MEM с до-
бавлением 10% ЭТС (“Biosera”, Франция), 2 мМ
L-глутамина, 50 мкг/мл гентамицина. Культу-
ральные среды, сыворотки и компоненты для
культивирования клеточных культур, если не
указано другое, были приобретены в НПП
“ПанЭко” (Россия).

Вирус. ВПГ-1, штамм УС, полученный из Го-
сударственной коллекции вирусов ФГБУ “НИЦЭМ
им. Н.Ф. Гамалеи” Минздрава России, размно-
жали в клетках Vero, используя стандартные ме-
тоды культивирования. Множественность ин-
фекции вируса определяли модифицированным
методом бляшек in vitro. Готовили серии разведе-
ний образцов вируса и вносили в 96-луночные
планшеты с монослоем клеток, инкубировали
при 37°C в течение 7 сут в присутствии 5% СО2.
Очаги инфицированных клеток (бляшки) выяв-
ляли и подсчитывали с использованием инверти-
рованного микроскопа Primovert (“Zeiss”, Герма-
ния). Титр вируса определяли по формуле: А =
= ab/V, где А – число бляшкообразующих единиц
на 1 клетку (БОЕ/кл); a – среднее число бляшек
на одну лунку; b – разведение вируса; V – объем
внесенного вируссодержащего материала.

Определение 50%-ной летальной дозы (ЛД50)
ВПГ-1 in vivo проводили путем заражения живот-
ных последовательными 10-кратными разведени-
ями вируса внутрибрюшинно. Гибель животных
регистрировали в течение 14 сут после заражения.
Расчет летальной дозы ВПГ-1 проводили по фор-
муле: ЛД50 = 1 × 10Х+[(C1 – 50) /(C1 – C2)], где Х – обрат-
ная величина разведения вируса, при которой на-
блюдали 50%-ную гибель мышей; С1 ‒ доля мы-
шей (%), павших при максимальном разведении,
давшем летальность выше 50%; С2 ‒ доля мышей
(%), павших при минимальном разведении, дав-
шем летальность ниже 50%.

Получение инактивированного препарата ВПГ-1.
Клетки Vero высаживали в культуральные флако-
ны 175 см2 и по достижении монослоя заражали
ВПГ-1. После проявления максимального вирус-
специфического цитопатического действия (ЦПД)
проводили 1 цикл замораживания‒оттаивания.
Вируссодержащую культуральную жидкость
центрифугировали (“Jouane”, Франция) при
10000 об/мин в течение 10 мин для удаления кле-
точного дебриса и из полученного супернатанта
осаждали вирус ультрацентрифугированием при
30000 об/мин в течение 1 ч при 4°С (ротор SW32;
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“Beckman”, США). Осадок ресуспендировали в
1 мл 10 мМ Трис-HCl, pH 7.4, и оставляли на ночь
при комнатной температуре. В центрифужный
флакон наслаивали 2 мл 60%-ной сахарозы, затем
10 мл 15%-ной сахарозы и вируссодержащую сус-
пензию. Ультрацентрифугирование проводили в
условиях, описанных выше. Очищенный ВПГ-1
инактивировали при 56°C в течение 30 мин.
Инактивированный вирус (иВПГ) использовали
для иммунизации животных и в качестве антиге-
на для иммуноферментного анализа (ИФА).

Плазмида. Использовали ДНК-конструкцию
pcDNAgD (ДНКgD), полученную на основе ком-
мерческой плазмиды pcDNA-3.1(+) (“Invitrogen”,
США), в которую был встроен ген Us6, кодирую-
щий белок gD ВПГ, и маркерный ген neo (неоми-
цин-фосфотрансферазы). Для наработки кон-
струкции использовали клетки Escherichia coli
штамм JM109, которые выращивали в питатель-
ной среде (LB-бульон, LB-агар и SOB-бульон),
состоящей из бактотриптона, дрожжевого экс-
тракта и бактоагара (“Difco”, США). Плазмиду
выделяли с использованием коммерческого на-
бора QIAGEN Plasmid Purification Maxi Kit
(“QIAGEN”, США) согласно методике фирмы-
производителя.

Трансфекция культуры МСК. Для получения
генетически модифицированных МСК (мМСК),
экспрессирующих ген Us6 ВПГ, использовали
первичную культуру МСК на четвертом пассаже.
Клетки трансфицировали с помощью Lipofec-
tamine 3000 (“Thermo Fisher Scientific”, США) в
соответствии с рекомендациями производителя.
МСК высаживали в 24-луночный планшет в кон-
центрации 2 × 104 клеток/мл в ростовой среде
DMEM без антибиотиков. Через 24 ч в клетки
вносили комплекс ДНКgD и Lipofectamine 3000 в
соотношении 1 : 2. Селекцию трансформантов
проводили в культуральной среде, содержащей
генетицин G-418 (“Invitrogene”). Через 5 и 14 су-
ток в клетках, полученных в результате селекции,
анализировали экспрессию гена Us6. Клетки
фиксировали охлажденным метанолом, обраба-
тывали моноклональными антителами против
белка gD ВПГ (ab6507; “Abсam”, Великобрита-
ния) в течение 1 ч при 37°C. Несвязавшиеся анти-
тела отмывали фосфатно-солевым буфером
(PBS), наслаивали анти-мышинные антитела, ко-
ньюгированные с пероксидазой хрена (anti-
mouse PX, PO260; “Dako”, Дания), и инкубирова-
ли 30 мин при 37°C. Клетки промывали PBS и на-
носили раствор 3,3'-диаминобензидина в кон-
центрации 0.05 мг/мл в буфере 0.05 М Трис-HCl
(pH 7.4) с добавлением 3% пероксида водорода.
Реакцию останавливали через 10 мин внесением в
лунки дистиллированной воды. Результаты оце-
нивали с использованием микроскопа AxioSco-
peA1 (“Zeiss”, Германия). Подсчитывали число
окрашенных клеток, содержавших белок gD

ВПГ, и представляли в процентах от общего чис-
ла клеток в популяции.

Для изучения продукции цитокинов, секрети-
руемых мМСК, в течение 14 сут селекции МСК от-
бирали культуральную жидкость и определяли в
ней концентрацию цитокинов, как описано ниже.

Иммунизация. Животным, разделенным на
5 групп, вводили первичные МСК в концентра-
ции 5 × 105 клеток/мышь внутривенно (МСК;
группа 1, n = 15); мМСК (модифицированные
МСК, экспрессирующие ген Us6 ВПГ) в концен-
трации 5 × × 105 клеток/мышь внутривенно
(МСКgD; группа 2, n = 10); рекомбинантную
ДНК, содержащую ген Us6 ВПГ, в концентрации
100 мкг/мышь внутримышечно (ДНКgD; группа 3,
n = 20); инактивированный вирус в концентрации
100 мкг/мышь внутривенно (иВПГ; группа 4, n = 10).
В качестве контроля использовали группу 5 (n = 20),
где мышам вводили внутривенно физиологиче-
ский раствор. Иммунизацию проводили дважды с
интервалом 14 сут.

Заражение. Мышей групп 1‒5 заражали ВПГ-1
(15 ЛД50 внутрибрюшинно) через 14 суток после
последней иммунизации. Наблюдение за живот-
ными вели ежедневно в течение 14 сут. Выживае-
мость животных рассчитывали в процентах (%).

Анализ иммунного ответа. Изучение активно-
сти противовирусных и вируснейтрализующих
антител, количественное определение уровней
провоспалительных цитокинов в культуральной
жидкости от мМСК и в сыворотках животных, а
также забор спленоцитов проводили до и после
заражения ВПГ-1: через 14 сут после последней
иммунизации и через 10 сут после заражения.

Определение антител к ВПГ-1. Титры вирус-
специфических антител к ВПГ-1 определяли в
сыворотках крови мышей методом ИФА, как
описано ранее [23]. Для определения ВПГ-специ-
фических иммуноглобулинов субклассов IgG1 и
IgG2а 96-луночные планшеты сенсибилизирова-
ли иВПГ в объеме 100 мкл/лунка с концентраци-
ей 50 мкг/мл в течение ночи при комнатной тем-
пературе. Затем вносили сыворотки животных в
разведении 1 : 100 и инкубировали в течение 1 ч
при 37°С. Изотип иммуноглобулинов, связав-
шихся с ВПГ-1, определяли с использованием
овечьих анти-мышиных антител, конъюгирован-
ных с пероксидазой хрена (115-035-205 и 115-035-
206 соответственно; “Jackson Immuno Research
Lab”, США).

Реакция биологической нейтрализации. Ней-
трализующую активность – способность антител
подавлять репликацию ВПГ-1 – определяли на
культуре клеток Vero. Сыворотки крови мышей в
различных разведениях инкубировали с ВПГ-1
(множественность инфекции = 0.01 БОЕ/клетка)
в течение 2 ч при 37°С. Затем реакционную смесь
наносили на монослой клеток Vero. Результаты
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регистрировали через 48 ч, когда в инфицирован-
ной культуре, не обработанной сыворотками, де-
тектировали максимальную величину ЦПД. За ак-
тивность вируснейтрализующих антител принима-
ли обратные величины максимальных разведений
сывороток, при которых наблюдали 50%-ное по-
давление вирусспецифического ЦПД.

Реакция бласттрансформации (РБТ). О стиму-
ляции пролиферации Т-лимфоцитов судили по
изменению морфологии клеток в РБТ in vitro – по
образованию бластов. Спленоциты мышей каж-
дой группы пулировали и помещали в 24-луноч-
ные планшеты по 105 клеток в лунку. Культивиро-
вали в ростовой среде (Рс) RPMI-1640, содержа-
щей 20% ЭТС (“Invitrogene”), 4.5 мг/мл глюкозы,
2 мМ глутамин, 0.2 ед./мл инсулина, 50 мкг/мл
гентамицина. В лунки вносили иВПГ, который
использовали в качестве специфического стиму-
лятора, в конечной концентрации 50 мкг/мл, а
для оценки спонтанной пролиферации вносили
Рс без стимуляторов. Митоген конкавалин А
(ConA, 5 мкг/мл; “Sigma”, США) использовали
как положительный контроль. Клетки инкубиро-
вали 5 сут при 37°С в атмосфере 5% СО2, после че-
го подсчитывали число бластов в каждой лунке
(по 3 лунки на вариант) и рассчитывали средние
значения. Результаты представляли как индекс
стимуляции пролиферации (ИСП), который рас-
считывали по формуле ИСП = a/b, где a – число ан-
тигенспецифичных бластов, b – число неспеци-
фичных (спонтанных) бластов.

Количественный анализ цитокинов. Интерлей-
кины 2 и 6 (ИЛ-2 и ИЛ-6 соответственно), интер-
ферон-γ (ИНФ-γ) и фактор некроза опухолей-α
(ФНО-α) определяли в культуральных жидкостях
от первичных МСК и мМСК в динамике, исполь-
зуя метод ИФА. Секрецию ИЛ-6, ИНФ-γ и ФНО-α
в сыворотках крови мышей оценивали через 14 сут
после последней иммунизации и через 14 сут по-

сле заражения ВПГ-1. Использовали тест-систе-
мы Mouse IL-2 ELISA development kit (HRP),
Mouse IL-6 ELISA development kit (HRP), Mouse
IFN-γ ELISA development kit (HRP) и Mouse TNF-α
ELISA development kit (HRP) (“Mabtech”, Швеция).
Чувствительность анализа составила 20 пг/мл для
ИЛ-6, 6 пг/мл для ФНО-α и 4 пг/мл для ИФН-γ и
ИЛ-2. Концентрации цитокинов рассчитывали
по соответствующим калибровочным кривым со-
гласно инструкциям производителя.

Статистическая обработка результатов. Для
статистической обработки результатов использо-
вали программу GraphPadPrism 5.1 и Statistica 6.0.
Для сравнения параметрических количественных
данных использовали t-тест (критерий Стьюден-
та), непараметрических – U-тест (критерий Ман-
на‒Уитни). Межгрупповые различия относи-
тельных показателей анализировали с помощью
критерия χ2 (хи-квадрат). Различия показателей
считали статистически значимыми при р < 0.05.
Для оценки гипотезы о связи двух переменных
проводили корреляционный анализ и рассчиты-
вали коэффициент корреляции Спирмена (r).
Значение r > 0.7 рассматривали как свидетельство
высокой связи.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессию гена Us6 ВПГ определяли имму-
ноцитохимически с использованием монокло-
нальных антител к белку gD через 5 и 14 сут после
трансфекции первичных МСК плазмидой ДНКgD
и селекции в присутствии генетицина G-418. В
результате подсчета окрашенных клеток показа-
но, что через 5 сут 75 ± 5% клеток содержали ви-
русный белок (рис. 1а, 1б), а через 14 сут все
клетки продуцировали белок gD ВПГ. Получен-
ные мМСК, стабильно продуцирующие белок gD

Рис. 1. Иммунноцитохимическая детекция белка gD ВПГ в генетически модифицированной культуре МСК, трансфи-
цированной плазмидой ДНКgD. а – Первичная культура МСК; б – модифицированные МСК. Стрелками указано на-
копление белка gD в цитоплазме трансфицированных клеток (коричневое окрашивание). Ядра окрашены гематокси-
лином (синее окрашивание). Увеличение 400×.

a б10 мкм 10 мкм
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ВПГ (МСКgD), использовали для иммунизации
животных.

Концентрацию цитокинов ИЛ-2, ИЛ-6,
ИНФ-γ и ФНО-α, секретируемых МСК в дина-
мике после трансфекции и селекции in vitro,
определяли в культуральных жидкостях, начиная
с 3 сут после трансфекции и заканчивая 14 сут ‒
перед введением мМСК мышам. Уровень ИЛ-2
на третьи сутки после трансфекции снижался, за-
тем на 6‒9 сут повышался, но к 14 суткам снова
сильно снижался – приблизительно в 10 раз по
сравнению с уровнем первичных МСК (р < 0.05)
(рис. 2а). Секреция ИЛ-6, напротив, увеличива-
лась уже на 3 сутки после трансфекции и остава-
лась на высоком уровне, превышая к 14 суткам уро-
вень в первичных МСК в 9 раз (р < 0.05) (рис. 2б).
Концентрация ИФН-γ значительно увеличива-
лась на 6 и 12 сутки после трансфекции, затем к
14 сут снижалась и была ниже значения для первич-
ных МСК (р = 0.02) (рис. 2в). ФНО-α не выявлен
в культуральной жидкости от первичных МСК и
мМСК.

Гуморальный ответ на иммунизацию различ-
ными иммуногенами изучали через 14 сут после
второй иммунизации, а также через 10 сут после

заражения ВПГ-1. В результате двукратной имму-
низации (рис. 3а) титр антител к ВПГ-1 в группе 1
(МСК) был относительно невысоким (1 : 200),
их максимальная продукция выявлена у мышей
группы 4, которых иммунизировали иВПГ (титр
1 : 14080). У мышей группы 2 (МСКgD) содержа-
ние антител было статистически значимо выше,
чем в группе 3 (ДНКgD): титры 1 : 6400 против
1 : 1600 (р < 0.001). После иммунизации в группах 1
(МСК) и 4 (иВПГ) преобладали антитела суб-
класса IgG1 (рис. 3б), тогда как в группах 2 и 3,
иммунизированных ДНК или мМСК, соотноше-
ние антител субклассов IgG2a к IgG1 было значи-
тельно выше. После заражения у животных, им-
мунизированных иВПГ, титры антител снизи-
лись, а в остальных группах, особенно в группе 1,
значительно возросли.

Что касается нейтрализующей активности про-
тивовирусных антител, вырабатываемых двукрат-
но иммунизированными животными, их титры в
группах 1 и 2 (МСК и мМСК соответственно) были
невысокими, но статистически значимо выше, чем
в других группах (р < 0.05). Такую же тенденцию,
но при гораздо более высоких титрах антител, вы-
явили в сыворотках крови зараженных животных.

Рис. 2. Уровни цитокинов, секретируемых первичными и генетически модифицированными МСК in vitro: ИЛ-2 (а),
ИЛ-6 (б) и ИФН-γ (в). Результаты представлены как среднее ± SD, рассчитанные по трем повторам. *p < 0.05 по срав-
нению с МСК (t-тест).
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Клеточный ответ изучали в реакции бласт-
трансформации лимфоцитов in vitro. Для этого
спленоциты, выделенные из селезенок мышей,
обрабатывали иВПГ для стимуляции специфи-
ческого ответа, ConA использовали как положи-
тельный контроль; ростовую среду, в которой
культивировали спленоциты без стимуляторов, –
для оценки спонтанной (неспецифической)
пролиферации. Установлено (табл. 1), что число
ВПГ-1-специфических бластов было статисти-
чески значимо выше во всех иммунизированных
группах по сравнению с контролем (группа 5, р <
< 0.05), при этом максимальное количество бла-
стов стимулировала ДНК-иммунизация (группа 3).
Значения ИСП (рис. 4) для этой группы: 6.6 до за-
ражения и 4.9 после заражения ‒ значимо отли-
чались от ИСП в других группах (p < 0.05). Следует
отметить, что уровень спонтанной пролиферации
спленоцитов у животных, иммунизированных пер-
вичными МСК (группа 1), как до заражения, так и
после, был статистически значимо выше по срав-

нению с остальными изученными группами (р <
< 0.05) (табл. 1).

Цитокины ИЛ-6, ИФН-γ и ФНО-α определя-
ли в сыворотках иммунизированных мышей в
группах 1, 2, 3 и 5 до и после заражения ВПГ-1.
Как видно из данных, представленных в табл. 2,
после иммунизации уровень ИФН-γ был значи-
тельно выше в группе 1 (МСК) по сравнению с
остальными группами (р < 0.05), а в группе 2
(мМСК) превышал таковые для групп 3 (ДНКgD)
и 5 (контроль) (р < 0.05). После заражения уро-
вень ИФН-γ в группе 1 оставался максимальным,
хотя в группе 3 его концентрация возросла в 23 раза,
а в контроле (группа 5) в 12 раз. Мы не исследова-
ли уровни цитокинов у животных группы 4, так
как согласно литературным данным иммуниза-
ция иВПГ без адъювантов не стимулирует значи-
мого повышения уровня ИФН-γ или количества
Т-клеток, продуцирующих этот цитокин [24, 25].

Уровень ФНО-α до заражения был статисти-
чески значимо меньше в группе 5 (контроль) по

Рис. 3. Гуморальный иммунный ответ на иммунизацию до и после заражения мышей летальными дозами ВПГ-1. a –
Титры противовирусных антител (ИФА); б – относительные уровни ВПГ-1-специфичных антител субклассов IgG у
иммунизированных животных: группа 1 (МСК), группа 2 (МСКgD), группа 3 (ДНКgD), группа 4 (иВПГ) и группа 5
(контроль). Результаты ИФА представлены как значения оптической плотности при 450 нм (OD450). §Соотношение
IgG2a/IgG1. в – Титры вируснейтрализующих антител (метод биологической нейтрализации); *p < 0.05 между груп-
пами (t-test); #p < 0.05 по сравнению со всеми группами (t-тест).
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сравнению с опытными группами (р < 0.05), у им-
мунизированных животных концентрации этого
цитокина статистически значимо не различались
(р > 0.05). После заражение у мышей группы 3 на-
блюдали снижение уровня ФНО-α почти в 2 раза,
однако различия не были статистически значи-
мыми (р > 0.05). Следует отменить, что концен-
трация цитокина в этой группе исходно была зна-
чительно ниже, чем в других группах (р < 0.05).

До заражения уровни ИЛ-6 были низкими в
группах 1 и 2 и недетектируемыми в группах 3 и 5.
У мышей группы 3 ИЛ-6 в сыворотках крови

практически отсутствовал как до, так и после за-
ражения.

Протективный эффект, индуцируемый различ-
ными иммуногенами, изучали в течение 14 суток
после заражения ВПГ-1 иммунизированных мы-
шей на модели генерализованной инфекции. В
контрольной группе характерные признаки герпе-
тической инфекции с поражением центральной
нервной системы: вялость, взъерошенность шер-
сти, парезы задних конечностей, судороги ‒ на-
блюдали с пятых суток после заражения, а к 10 сут-
кам все животные погибли (рис. 5). Выживаемость
всех иммунизированных групп была статистически
значимо выше по сравнению с этим показателем в
контроле (р < 0.05). В группе 1 (МСК) у двух мышей
на 6 сут после заражения появились неврологиче-
ские симптомы, однако к 14 суткам все животные
выжили (100%-ная выживаемость). При введе-
нии мМСК (группа 2) выжило 60% мышей, при
ДНК-иммунизации (группа 3) ‒ 65% (13/20),
при иммунизации иВПГ (группа 4) – 50%. В ре-
зультате проведенного статистического анализа
показано, что выживаемость животных в группе 1
была значимо выше, чем в других группах (р <
< 0.05), и напрямую коррелировала с высокой
концентрацией ИФН-γ (табл. 2) и титром вирус-
нейтрализующих антител (рис. 3) (r = 0.93/0.79
соответственно). Таким образом, можно заклю-
чить, что двукратная внутривенная инъекция пер-
вичных МСК защищает 100% животных от зараже-
ния 15 летальными дозами ВПГ-1.

Таблица 1. Пролиферативная активность спленоцитов в ответ на введенные иммуногены до и после заражения
животных летальными дозами ВПГ-1

a Число бластов, выявленных в РБТ in vitro. Результаты представлены как среднее ± SD (данные трех повторов); b ростовая
среда без стимуляторов; c р < 0.05 по сравнению с другими группами в каждом столбце (t-test); d не исследовали.

Группа

Число бластовa

до заражения после заражения

стимуляторы

ConA иВПГ Рсb ConA иВПГ Рс

1
(МСК) 135 ± 6 32 ± 12 50 ± 17c 271 ± 76 92 ± 18 138 ± 28c

2
(МСКgD) 132 ± 6 54 ± 5 14 ± 2 н/иd

3
(ДНКgD) 122 ± 12 58 ± 4 9 ± 2 252 ± 41 130 ± 24 27 ± 8

4
(иВПГ) 118 ± 8 31 ± 4 12 ± 3 238 ± 36 67 ± 20 35 ± 19

5
(контроль) 125 ± 19 9 ± 2c 8 ± 3 212 ± 52 22 ± 7c 25 ± 9

Рис. 4. Индекс стимуляции пролиферации спленоци-
тов до и после заражения мышей летальными дозами
ВПГ-1. Результаты представлены как среднее ± SD,
рассчитанные по трем повторам у иммунизирован-
ных животных: группа 1 (МСК), группа 2 (МСКgD),
группа 3 (ДНКgD), группа 4 (иВПГ) и группа 5 (кон-
троль); н/и – не исследовано. *p < 0.05 между группа-
ми (t-test); #p < 0.05 по сравнению со всеми группами
(t-тест).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Широкое распространение герпесвирусных
инфекций на фоне использования вирусспеци-
фической терапии означает, что для контроля этих
заболеваний необходимо применять вакцины. Од-
нако 60-летние исследования в этой области пока
не увенчались успехом. Из этого следует, что необ-
ходимо внедрение новых стратегий для решения
проблем, связанных с заболеваниями герпесвирус-
ной этиологии. Нами исследована возможность
использования МСК в качестве кандидатной
профилактической вакцины против ВПГ-инфек-
ции. МСК – гетерогенная популяция стволовых
стромальных клеток, которая может быть получе-
на в большом количестве из разных доступных

источников: костного мозга, жировой ткани, пу-
почного канальца, зубной пульпы, менструаль-
ной крови и даже из кожи. Мультипотентность,
иммунорегуляторные и регенеративные свойства
МСК, а также отсутствие иммуногенности ‒ эти
характеристики инициировали исследования по
использованию МСК в терапии заболеваний раз-
ной этиологии. Доказана безопасность терапии
МСК при их внутривенном введении [27]. Такие
международные организации, как Европейское
агентство по лекарственным средствам (EMA) и
Управление по контролю за пищевыми продукта-
ми и лекарственными средствами США (FDA),
одобрили использование некоторых продуктов
на основе МСК для лечения болезни Крона и

Таблица 2. Уровни провоспалительных цитокинов в сыворотках иммунизированных мышей до и после зараже-
ния ВПГ-1

aр < 0.05 по сравнению со всеми группами в каждом столбце (U-test); b р < 0.05 по сравнению с группами 3 и 5 (U-test);
cне исследовали.

Группа

Концентрация цитокина, медиана [минимум; максимум], пг/мл

до заражения после заражения ВПГ-1

ИЛ-6 ИФН-γ ФНО-α ИЛ-6 ИФН-γ ФНО-α

1
(МСК)

11
 [4; 68]

209a

[98; 396]
24

 [4; 93]
13

 [4; 55]
236a

[103; 468]
38

[12; 120]

2
(МСКgD)

20
 [4; 83]

63b

[35; 132]
11

 [4, 20] н/иc н/и н/и

4
(иВПГ) н/ис

3
(ДНКgD) <4a 4

 [1, 18]
19

 [10;55] <4a 93
[36;129]

10a

 [8, 25]

5
(контроль) <4a 2

 [1, 6]
5a

 [1, 11]
14

 [4; 67]
48

[1; 98]
28

[1; 102]

Рис. 5. Протективный ответ при экспериментальной генерализованной ВПГ-1-инфекции у мышей, иммунизирован-
ных МСК (группа 1), мМСК (группа 2), ДНКgD (группа 3) или иВПГ (группа 4), и в контрольной группе (группа 5).
*p < 0.05, #p < 0.05 выживаемость в контроле по сравнению с иммунизированными группами (критерий Капла-
на‒Мейера).
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посттрансплантационных осложнений типа
“трансплантат против хозяина” [28, 29].

В работах, направленных на создание вакцин
против герпеса, с использованием моделей ВПГ-
инфекции был сделан вывод, что между “имму-
нитетом и защитой” нет прямой корреляции [30],
имея в виду, что высокий иммунный ответ не мо-
жет быть гарантией протективного действия.
Учитывая эти выводы, мы иммунизировали мы-
шей выбранными иммуногенами и оценивали
профилактический эффект in vivo – после зараже-
ния животных летальными дозами ВПГ-1. Для
сравнения использовали: 1) первичные (натив-
ные) МСК; 2) МСК, трансфицированные плаз-
мидой, содержащей ген Us6, кодирующий белок
gD ВПГ; 3) рекомбинантную ДНК, содержащую
ген Us6 ВПГ, и 4) цельновирионный инактивиро-
ванный ВПГ-1. Следует отметить, что два послед-
них иммуногена входят в состав кандидатных
вакцин, проходящих испытания в настоящее вре-
мя: ДНК-вакцина, стимулирующая клеточный
ответ [31]; инактивированная вирусная вакцина,
предотвращающая инфицирование ВПГ-2 и за-
болевание морских свинок [32]. В результате про-
веденных экспериментов нами показано, что
полную защиту от летальной ВПГ-1-инфекции
обеспечивает двукратное введение первичных
МСК, все другие иммуногены оказались менее
эффективными – защищали от гибели 50‒65%
животных (рис. 5).

Представляло интерес сравнить параметры
иммунного ответа животных. В результате имму-
низации (до заражения) иВПГ (группа 4) стимули-
ровал антительный ответ к ВПГ-1 и слабый клеточ-
ный ответ, тогда как ДНКgD (группа 3) – слабый
гуморальный и сильный Т-клеточный ответ. Эти
данные согласуются с результатами других авторов,
полученными ранее на разных экспериментальных
моделях при сравнении профилактического дей-
ствия субъединичных/вирусных и ДНК-вакцин
(см. обзор [33]). Первичные МСК после двукратно-
го введения индуцировали продукцию ВПГ-1-спе-
цифических антител, правда в невысоких титрах, и
стимулировали врожденный иммунитет, судя по
высокому уровню ИФН-γ. мМСК, экспрессиру-
ющие ген Us6 ВПГ, индуцировали как антитель-
ный ответ на вирусный антиген, так и клеточный
иммунный ответ. В то же время при иммунизации
мМСК титр антител был ниже, чем при иммуни-
зации иВПГ, и уровень пролиферации лимфоци-
тов (ИСП) был ниже, чем при ДНК-иммуниза-
ции (ДНКgD). После заражения антительный от-
вет возрос у всех животных, кроме группы 4,
иммунизированной иВПГ, в которой уровень ан-
тител снизился. Важно, что у животных, иммуни-
зированных МСК и мМСК, титры вируснейтра-
лизующих антител были значительно выше, чем в
других группах. Самые большие различия между
группами обнаружены в концентрации ИФН-γ,

которая оказалась максимальной в крови живот-
ных, иммунизированных первичными МСК.
Следует обратить внимание на тот факт, что по-
сле иммунизации первичными МСК отсутство-
вал статистически значимый пролиферативный
ответ Т-клеток на ВПГ-1 на фоне повышенного
уровня спонтанного (неспецифического) ответа ‒
как до, так и после заражения ВПГ-1. В то же вре-
мя в обоих случаях зарегистрирован высокий уро-
вень продукции ИФН-γ (табл. 1 и 2). Неспецифиче-
ский ответ Т-клеток после двукратного введения
МСК, возможно, связан с функциональными осо-
бенностями этих клеток, генерацию и пролифера-
цию которых индуцируют цитокины окружающей
среды, причем независимо от чужеродного антиге-
на [34]. Эти клетки имеют фенотип Т-клеток па-
мяти или подобных им – “memory-like”. Показа-
но, что ИФНы I типа (ИФН-α/β), продуцируе-
мые при гомеостатических условиях или при
инфекции, способствуют пролиферации и функ-
ционированию “memory-like” T-клеток CD8+

[35]. Т-клетки с более широкой специфичностью ‒
с неспецифическими, но полезными эффектами ‒
могут значительно улучшить иммунный ответ,
что следует учитываться при создании вакцин ‒
как составляющих гетерологичного иммунного от-
вета [34].

Следует отметить, что антитела, обнаружен-
ные после иммунизации первичными МСК
(группа 1), были в основном IgG1-субтипа (мар-
кер Тh2-ответа) и соотношение противовирусных
антител субтипов IgG2a (маркер Th1-ответа)/IgG1
в этой группе было минимальным. Согласно
сложившимся представлениям, это означает,
что иммунный ответ смещен в сторону Тh2-кле-
ток и направлен на синтез противовоспалитель-
ных цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-10 и др.). В результате
проведенных экспериментов нами выявлены вы-
сокие концентрации провоспалительных цито-
кинов, особенно ИФН-γ, продуцируемого глав-
ным образом клетками Th1-фенотипа. Можно
предположить, что это “противоречие” объясня-
ется тем, что МСК секретируют большой набор
как про-, так и противовоспалительных цитоки-
нов [36], которые способны активировать широ-
кий спектр иммунных клеток. Кроме того, инду-
цируемые МСК иммунные клетки могут моди-
фицировать тип ответа: “гуморальный” Th2 на
“клеточный” Th1 и стимулировать продукцию
ИФН-γ [37]. По-видимому, благодаря перечис-
ленным свойствам МСК, после заражения жи-
вотных, ими иммунизированных, активизирует-
ся как Т-клеточный, так и В-клеточный ответ к
ВПГ-1, а также формируется защита от летальной
инфекции. Более мощный защитный эффект
первичных МСК по сравнению с мМСК может
быть обусловлен тем, что в результате трансфек-
ции и последующего отбора клеток, экспрессиру-
ющих введенный ген Us6 ВПГ, в мМСК изменя-
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ется in vitro секреция провоспалительных цитоки-
нов: значительно снижается продукция ИФН-γ и
ИЛ-2 и существенно повышается уровень ИЛ-6
(рис. 2). Введение селектированных мМСК при-
водило к изменению концентрации цитокинов
также и в крови иммунизированы мышей: при-
близительно в 2 раза снижалась концентрация
ИФН-γ и в 2 раза возрастала концентрация ИЛ-6.
Повышение уровня ИЛ-6 регистрируют при раз-
личных воспалительных заболеваниях и рассмат-
ривают как маркер развития утяжеленных форм
заболеваний, в том числе герпесвирусной этиоло-
гии [38] и при COVID-19 [39]. По-видимому, та-
кие изменения в цитокиновом паттерне вносят
вклад в снижение протективной активности
мМСК-иммуногена по сравнению с МСК на экс-
периментальной модели ВПГ-1-инфекции, так
как при вакцинации первичными МСК, инду-
цирующими 100%-ную выживаемость мышей,
концентрация ИЛ-6 не изменялась, а ИФН-γ
возрастала.

В большинстве опубликованных работ описа-
ны иммуносупрессорные свойства МСК (см. об-
зор [37]), благодаря которым они подавляют из-
быточные воспалительные реакции, цитокино-
вый шторм, отторжение трансплантата. В других
исследованиях показано, что МСК обладают ско-
рее иммунорегуляторными, чем иммуносупрес-
сорными свойствами и могут не только подав-
лять, но и стимулировать иммунные реакции [40].
В организме МСК присутствуют практически во
всех тканях, экспрессируют множество типов ре-
цепторов, поэтому различия в направленности вы-
полняемых ими регуляторных функций можно
объяснить различиями в их микроокружении [41]. В
условиях воспаления, при высоких уровнях про-
воспалительных цитокинов ИФН-γ и ФНО-α,
МСК активируются и приобретают иммуносу-
прессорный фенотип – МСК2. При отсутствии в
микроокружении признаков воспаления (низкие
уровни ФНО-α и ИФН-γ) МСК приобретают
провоспалительный, МСК1, фенотип и усилива-
ют Т-клеточный ответ. Активацию МСК изучали
в динамике ‒ после добавления poly(I:C) как ана-
лога двухцепоцечной вирусной РНК [42]. Авторы
установили, что свойства МСК в ходе активации
могут изменяться с провоспалительных на проти-
вовоспалительные, и определили это как зависи-
мость поляризации от времени действия МСК –
“time-dependent MSC polarization”. В проведенных
нами экспериментах МСК вводили здоровым жи-
вотным, и это было одно микроокружение, а после
заражения вирусом микроокружение МСК изме-
нилось, что привело к стимуляции В-клеточного
ответа и, особенно важно, к значительному повы-
шению уровня вируснейтрализующих антител.
Эти результаты хорошо согласуются с данными,
полученными Glenn & Whartenby [43] при изуче-
нии действия МСК на В-клетки in vitro. В услови-

ях, имитирующих вирусную инфекцию, в присут-
ствии МСК повышались выживаемость В-клеток,
их дифференцировка и уровни продуцируемых
ими антител.

Заражение мышей ВПГ-1 после иммунизации
МСК, по-видимому, запускает множество меха-
низмов, включая как антигензависимые, так и
антигеннезависимые. Молекулярные и клеточ-
ные механизмы, которые в этих условиях обеспе-
чивают противовирусное действие, активно изу-
чают [44‒46] и, можно надеется, будут раскрыты
в дальнейших исследованиях.

Согласно последним данным, успешное тера-
певтическое действие МСК может быть длитель-
ным [47], что предполагает индукцию Т-клеток
памяти, необходимых для протективного дей-
ствия вакцины [48]. Можно предположить, что
после двукратной иммунизации МСК в организме
мышей сформировались клетки памяти, функцио-
нирование которых способствовало полной защи-
те животных от последующей летальной вирусной
инфекции.

Таким образом, благодаря уникальной спо-
собности МСК индуцировать врожденный, адап-
тивный и протективный иммунитет, а также их
доступности и безопасности, эти клетки в пер-
спективе можно рассматривать в качестве глав-
ных компонентов вакцин нового поколения (на
основе клеточных технологий) против герпетиче-
ских и других инфекций.

Работа выполнена при финансовой поддержке
гранта Российского фонда фундаментальных ис-
следований (№ 19-04-01218).

Все исследования выполняли согласно “Пpави-
лам пpоведения pабот с иcпользованием экспери-
ментальных животных” (приказ № 266 Минздрава
России от 19.06.2003).
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PREVENTIVE VACCINATION WITH MESENCHYMAL STEM CELLS 
PROTECTS MICE AGAINST LETHAL HERPES SIMPLEX

VIRUS 1 INFECTION
R. R. Klimova1, *, N. A. Demidova1, O. V. Masalova1, and A. A. Kushch1

1Gamaleya National Research Centre for Epidemiology and Microbiology, 
Ministry of Health of the Russian Federation, Moscow, 123098 Russia

*e-mail: regi.k@mail.ru

Type 1 and 2 herpes simplex viruses (HSV-1 and HSV-2) may affect many human organs and tissues. They
induce genital herpes, a widespread sexually transmitted disease, cause damage to CNS and provoke severe
complications in newborns. Irrespective of antiviral medications, the incidence of HSV-infections is increas-
ing. Many infection-preventing candidate vaccines failed in trials due to lack of protection. In this study, we
examined protective activity of a cellular vaccine based on mesenchymal stem cells (MSC) isolated from mu-
rine bone marrow. In a mouse model of lethal HSV-1 infection, immune responses to primary and to modi-
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fied MSCs, as well as to the control plasmid and to the inactivated virus were compared. Modified MSCs
were prepared by Us6 HSV-1 gene transfection; the control plasmid had an insert encoding same gene. After
double immunization with primary MSCs, in the peripheral blood of mice, the formation of antibodies in-
teracting in ELISA with the viral antigen and neutralizing the infectious activity of HSV in the biological neu-
tralization test was observed. In addition, the administration of primary MSCs induced the production of
INF-γ found in the peripheral blood of mice. After infection of the immunized mice, a significant increase
in the activity of antibodies against HSV-1, a high level of IFN-γ, and complete protection against lethal
HSV-1 infection were observed. Protective effects of three other immunogens were lower, at 50–65%. Con-
sidering that MSC are readily available, their proved safety upon intravenous injection and our findings that
they contribute to innate, adaptive and protective immunity, we should propose injectable MSC as a basis for
the development of the protective cell vaccines for the prevention of herpesvirus and other viral infections.

Keywords: mesenchymal stem cells, transfection, genetically modified mesenchymal stem cells, recombinant
DNA, herpes simplex virus type 1, protection
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