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Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Введение
Опухоли лимфоидной природы представляют ге-

терогенную группу злокачественных В- и Т / NK-
клеточных лимфопролиферативных заболеваний. 
Ежегодно диагностируется около 25 тыс. случаев не-
ходжкинских лимфом [1]. В России заболеваемость 
составляет 2,8 % от всех злокачественных новообра-
зований. В настоящее время существует множество 
протоколов лечения, включающих применение хи-
мио-, радиотерапии, а также различных таргетных 
препаратов [2–4].

Проблема лечения первично резистентных форм 
и устойчивых к терапии рецидивов до сих пор остается 
нерешенной. Нельзя не отметить ряд существенных 
побочных эффектов, возникающих при проведении 

химиотерапии, которые, с одной стороны, ухудшают 
качество жизни пациентов, с другой – подавляют 
противоопухолевый иммунный ответ и, как следствие, 
опухолевые клетки приобретают устойчивость к про-
водимой терапии. В качестве новых перспективных 
противоопухолевых средств рассматриваются различ-
ные непатогенные штаммы онколитических вирусов 
[5–8]. На различных стадиях клинических испытаний 
находятся десятки препаратов, предназначенных 
как для монотерапии, так и для комбинированной 
терапии. Существенным препятствием для широкого 
внедрения виротерапии является непредсказуемость 
эффективности отдельных вирусных штаммов, об-
условленная различиями в чувствительности опухолей 
у разных пациентов. Одной из ключевых стадий 

Исследование репродукции онколитических вирусов 
в органных культурах лимфоидных опухолей человека

Ф. Э. Бабаева1, А. В. липатова2, д. В. кочетков2, П. м. Чумаков2, С. к. кравченко1

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Минздрава России;  
Россия, 125167 Москва, Новый Зыковский проезд, 4;

2ФГБУН «Институт молекулярной биологии им. В.А. Энгельгардта РАН»; Россия, 119991 Москва, ул. Вавилова, 32

Контакты: Фатима Эльшанова Бабаева fatima-babayeva1990@yandex.ru

Онколитические вирусы являются перспективными средствами для лечения различных типов опухолей, в том числе злокачест-
венных неходжкинских лимфом. С целью выявления наиболее эффективных кандидатов из широкой панели непатогенных противо-
опухолевых штаммов в работе проведено исследование их способности к репродукции в краткосрочных культурах клеток лимфо-
идных опухолей. Также опухолевые культуры клеток были охарактеризованы в отношении наличия на их поверхности 
специфических вирусных рецепторов CD54, CD55, CD155.

Ключевые слова: онколитические вирусы, лимфомы, химиотерапия, иммунотерапия, культуры клеток

Для цитирования: Бабаева Ф. Э., Липатова А. В., Кочетков Д. В. и др. Исследование репродукции онколитических вирусов  
в органных культурах лимфоидных опухолей человека. Онкогематология 2019;14(4):84–9.

DOI: 10.17 650 / 1818-8346-2019-14-4-84-89

The study of oncolytic viruses reproduction in organ cultures of human lymphoid tumors

F. E. Babaeva1, A. V. Lipatova2, D. V. Kochetkov2, P. M. Chumakov2, S. K. Kravchenko1

1National Research Center for Hematology, Ministry of Health of Russia; 4 Novyy Zykovskiy Proezd, Moscow 125167, Russia
2Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences; 32 Vavilova St., Moscow 119991 Russia

Oncolytic viruses are promising agents for the treatment of various types of tumors, including malignant non-Hodgkin lymphomas. In order 
to identify the most effective candidates from a wide panel of non-pathogenic antitumor strains, a study was carried out of their ability to  
reproduce in short-term cultures of lymphoid tumor cells. Also, tumor cell cultures were characterized in relation to the presence of specific 
viral receptors CD54, CD55, CD155 on their surface.

Key words: oncolytic viruses, lymphomas, chemotherapy, immunotherapy, cell cultures

For citation: Babaeva F. E., Lipatova A. V., Kochetkov D. V. et al. The study of oncolytic viruses reproduction in organ cultures of human 
lymphoid tumors. Onkogematologiya = Oncohematology 2019;14(4):84–9. (In Russ.).



85

О
Н

К
О

Г
Е

М
А

Т
О

Л
О

Г
И

Я
  

4
’2

0
1

9
   

Т
О

М
 1

4
  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  4

’2
0

1
9

  
V

O
L.

 1
4

Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

вирусного онколиза является интернализация вирус-
ных частиц, в которой существенную роль играют 
отдельные трансмембранные белки, обеспечивающие 
связывание вирионов, – вирусные рецепторы. 
Для разработки эффективных виротерапевтических 
средств необходимо детальное исследование всех эта-
пов развития вирусной инфекции в опухолевых клет-
ках лимфоидной природы, для чего необходимы 
адекватные клеточные модели для экспериментов 
как in vitro, так и in vivo.

Впервые модельные линии лимфоидных опухолей 
были получены в 1961 г. от нигерийских пациентов 
с лимфомой Беркитта: Raji – наиболее известная кле-
точная линия этой панели [8]. В 1971 г. J. Minowada 
и соавт. получили линии гемопоэтических клеток 
из периферической крови пациента с рецидивом  
Т-клеточного острого лимфобластного лейкоза [9]. 
В то же время K. Nilsson занимался активным изуче-
нием культур В-клеточного происхождения [10]. Не-
смотря на тестирование для культивирования клеток 
различных питательных сред с добавлением ряда 
факторов роста, таких как интерлейкин 2, интерлей-
кин 7, гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор, получение культур лимфоидного ряда оста-
ется трудной задачей. В ходе культивирования отме-
чаются значительное снижение жизнеспособности 
клеток, их загрязнение макрофагами и фибробластами 
стромы, что представляет существенную проблему.

В отличие от модельных культур краткосрочные 
органные и первичные культуры опухолевых клеток 
могут служить более адекватной моделью для испыта-
ния новых противоопухолевых препаратов. Разработ-
ка методики их получения является отдельной иссле-
довательской задачей.

В работе изучались онколитические свойства 
5 штаммов энтеровирусов из панели живых энтерови-
русных вакцин (ЖЭВ) [11]. Безопасность этих штам-
мов была подтверждена в ходе масштабных испытаний 
в 1970-е годы, также установлена их терапевтическая 
активность на больных с различными онкопатологи-
ями [11, 12]. Также в исследованиях был испытан 
вакцинный штамм вируса везикулярного стоматита 
(Indiana), являющийся хорошо изученной моделью 
с подробно описанным механизмом онколиза [13–15].

Материалы и методы
Получение краткосрочных культур лимфоидных 

клеток. В проведенном нами исследовании для приго-
товления культур использовались биоптаты опухолей 
лимфоидной природы, полученные от пациентов с ди-
агнозом неходжкинской лимфомы до начала проти-
воопухолевой терапии. Образцы получены в НМИЦ 
гематологии в период с мая 2017 г. по декабрь 2018 г. 
Гистологическая характеристика образцов приведена 
в табл. 1. Методика получения краткосрочных лимфо-
идных культур отработана путем тщательного подбора 
оптимальных условий культивирования.

Таблица 1. Клиническая характеристика первичных линий лимфоид-
ных клеток

Table 1. Clinical characteristics of primary lymphoid cell lines

Характеристика 
characteristic

Фл1–2 
fl1–2

Фл3 
fl3

дБккл 
dBlcl

Количество образцов 
Number of samples

15 5 5

Медиана возраста 
пациентов, лет 
Median age of patients, 
years

54 48 51,8

Стадия 
Stage:

I
II
III
IV

–
–
1

14

–
–
1
4

–
–
2
3

Ki-67,  %:
10–15
20–40
60–80

9
6
0

1
2
2

0
0
5

Уровень лактатдеги-
дрогеназы, Ед / л: 
Lactate dehydrogenase 
level, U / L:

больше нормы 
more than normal
норма 
normal

10

5

4

1

3

2

Вовлечение костного 
мозга 
Bone marrow involvement

10 2 1

Вовлечение селезенки 
Spleen involvement

5 0 2

Лейкоциты: 
White blood cells:
выше нормы 
more than normal

3 1 0

Международный 
прогностический 
индекс: 
International Prognostic 
Index:

низкий риск 
low risk
промежуточный 
риск 
intermediate risk
высокий риск 
high risk

3

9

3

0

2

3

0

3

2

Средний процент 
жизнеспособных 
клеток в культуре 
The average percentage of 
viable cells in culture

88,7 86 87,2

Примечание. Здесь и в табл. 2: ФЛ1–2 – фолликулярная 
лимфома 1–2-го цитологического типа; ФЛ3 – фоллику-
лярная лимфома 3-го цитологического типа; ДБККЛ – 
диффузная В-клеточная крупноклеточная лимфома.
Note. Here and in the table 2: FL1–2 – 1st–2nd cytological type follicular 
lymphoma; FL3 – 3rd cytological type follicular lymphoma; DBLCL – 
diffuse B-large cell lymphoma.



86
О

Н
К

О
Г

Е
М

А
Т

О
Л

О
Г

И
Я

  
4

’2
0

1
9

   
Т

О
М

 1
4

  
 

  
O

N
C

O
H

E
M

A
T

O
L

O
G

Y
  4

’2
0

1
9

  
V

O
L.

 1
4

Фундаментальные исследования в практической медицине на современном этапе

Фрагменты опухолевой ткани, полученные во вре-
мя операций и биопсий, помещали в стерильные 
пробирки с охлажденной до температуры +4 °С средой 
DMEM (ПанЭко, Россия), содержащей антибактери-
альные препараты стрептомицин (50 мкг / мл) и пени-
циллин (50 ед / мл) (ПанЭко, Россия).

Материал хранили при температуре +4 °С не более 
72 ч. Культуры получали путем фракционирования 
опухолевого материала с помощью специальных ней-
лоновых сеточек с отверстиями размером 100 мкм 
(Сеll Strainer, SPL Lifesciences, Корея) и пластикового 
пестика.

Полученный опухолевый субстрат промывали фос-
фатно-солевым буферным раствором (PBS) в объеме 
15 мл. Далее материал наслаивали на раствор фиколла 
с плотностью 1,077 г / см3 (ПанЭко, Россия) в соотно-
шении 10 мл раствора фиколла и 15 мл суспензии, со-
держащей опухолевые клетки. Центрифугирование 
выполняли в течение 30 мин со скоростью 650 g, с ми-
нимальной скоростью разгона и остановки при темпе-
ратуре 18 °С. Кольцо, содержащее опухолевые клетки, 
промывали PBS, повторно центрифугировали в тече-
ние 10 мин при 1200 g. Клеточный осадок суспендиро-
вали в 5–10 мл среды RPMI-1640 (ПанЭко, Россия), 
содержащей 10 % бычьей сыворотки, пенициллин 
и стрептомицин в стандартных  концентрациях, после 
чего инкубировали при температуре 37 °С. Процент 
живых клеток оценивали предварительно путем под-
счета в аппарате Countess automated cell counter (Invit-
rogen, США) после окрашивания трипановым синим 
при температуре 20 °С.

Исследование онколитической активности вакцин-
ных штаммов. В качестве тестируемых вирусов исполь-
зовали следующие непатогенные штаммы:

• штамм ЖЭВ14, родственный вирусу Coxsackie 
В5;

• штамм ЖЭВ15, родственный вирусу Coxsackie 
В6;

• штамм ЖЭВ7, родственный вирусу ECHO12;
• вакцинный штамм полиовируса 1-го типа 

(PV1S, Сэбин);
• штамм ЖЭВ8, родственный вирусу Coxsackie 

А7;
• вирус везикулярного стоматита (штамм Indiana).
Полученные клеточные культуры засевали в 96-лу-

ночные планшеты (4–6 тыс. клеток / лунку) и через 
сутки заражали вирусом в широком диапазоне множе-
ственности заражения (MOI = 0,001–100). Репродук-
цию вируса в линиях опухолевых клеток оценивали 
путем определения вирусного титра через 72 ч после 
заражения клеток из образцов, зараженных MOI = 1. 
Суспензию, содержащую вирус и клетки, отбирали, 
после 3-кратного замораживания и оттаивания цент-
рифугировали и из полученного супернатанта готови-
ли 10-кратные разведения, которыми инфицировали 
клетки чувствительной линии RD, рассеянной 
на 96-луночные планшеты при степени 

конфлюэнтности 70 %. После заражения клеток через 
4 дня проводили визуальную оценку состояния моно-
слоя и расчет величины TCID50 методом Рида и Мен-
ча [16].

Проточная цитофлуориметрия. Для подтверждения 
В-клеточной направленности полученных первичных 
культур из опухолевого субстрата методом проточной 
цитометрии проводили исследование лимфоидной 
панели CD19, CD10, CD20, CD5, CD3, kappa / lambda. 
Также выполняли оценку экспрессии мембранных 
рецепторов с помощью антител фирмы Bioline: анти-
тела к антигену дифференцировки 155 (CD155, BV421, 
cat#743 252), антитела к антигену дифференцировки 
46 (CD46, BV510, cat#743 777), антитела к антигену 
дифференцировки 54 (CD54, APC, cat#559 771), анти-
тела к антигену дифференцировки 160 (CD160, Alexa 
Fluor, cat#562 351), антитела к антигену дифференци-
ровки 55 (CD55 PE, cat#341 030). Исследование про-
водили на аппарате FACS Canto II (BD Bioscience, 
США) (табл. 2).

Результаты и обсуждение
Резистентные к химиотерапии злокачественные 

лимфомы у взрослых и детей приводят к быстрой смер-
ти пациентов. Непатогенные штаммы онколитических 
энтеровирусов представляются перспективными для ле-
чения агрессивных и резистентных форм фолликуляр-
ных лимфом 1, 2 и 3-го цитологических типов, а также 
диффузных B-клеточных крупноклеточных лимфом.

Использованные штаммы были подробно изучены 
на различных клеточных моделях солидных опухолей 
in vitro и in vivo [17–21], однако ни в одном исследова-
нии не рассматривались клеточные культуры опухолей 
лимфоидной природы. Мы использовали краткосроч-
ные цитологически подробно охарактеризованные 
культуры клеток, стремясь получить максимально 
адекватную оценку способности панели непатогенных 
энтеровирусов реплицироваться на опухолевом  
субстрате. Культуры, вошедшие в исследование, 

Таблица 2. Процент клеток, экспрессирующих различные мембран-
ные рецепторы, в образцах краткосрочных культур злокачественных 
лимфом

Table 2. The proportion of cells expressing different membrane receptors 
in samples of short-term malignant lymphomas cultures

Антитело 
Antibody

Фл1–2 
(n = 15) 

fl1‒2 (n = 15) 

Фл3 (n = 5) 
fl3 (n = 5) 

дБккл 
(n = 5) 

dBlcl (n = 5) 

CD54 54 48 51,8

CD55 88,9 81,7 70

CD160 <1 <1 <1

CD155 <1 <1 <1

CD46 71,4 81,8 70
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проходили жесткий контроль путем отбора образцов 
с содержанием опухолевых клеток более 95 % при жиз-
неспособности более 85 %.

Лимфоидные культуры демонстрировали сущест-
венные различия в способности к репродукции вакцин-
ных штаммов. В культурах, как правило, эффективно 
репродуцировались штаммы ЖЭВ14 (Coxsackie B5), 
ЖЭВ7 (ECHO12) и PV1S. На рис. 1 представлена цве-
товая карта, отражающая эффективность репликации 
онколитических вирусов в различных лимфоидных 
культурах. Обращает на себя внимание образец фолли-
кулярной лимфомы 3-го цитологического типа, клетки 
которой обладали высокой репликационной способно-
стью в отношении всех испытанных непатогенных 
штаммов вирусов. Наряду с этим большинство клеточ-
ных культур оказались не способными реплицировать 
штаммы ЖЭВ8 и ЖЭВ15.

Параллельно проводилась оценка экспрессии 
мембранных рецепторов, через которые вирус прони-
кает в клетку.

На рис. 2 представлена тепловая карта, отража-
ющая наличие рецепторов на опухолевых клетках.

Мы продемонстрировали, что в условиях культиви-
рования, описанных выше, краткосрочные культуры, 
полученные из биоптатов, экспрессируют рецепторы 
CD54 и CD55 на поверхности клеток, необходимые 
для эффективного проникновения в клетки вирусов 
групп Coxsackie и ECHO, при этом полиовирусный  
рецептор CD155 практически не детектировался 
при проведении проточной цитометрии. Данный вопрос  
требует, несомненно, более детального исследования 
и подтверждения отсутствия данного гена на уровне 
транскрипции в образцах опухолевых культур лимфоид-
ной природы. Тем не менее репродукция вакцинного 
штамма полиовируса 1-го типа в клетках отмечалась. 
Данный факт говорит о том, что, вероятнее всего, суще-
ствуют альтернативные пути проникновения вирусов 
в клетки, например с использованием альтернативных 
рецепторов, микропиноцитоза и др. [22].

Рис. 2. Тепловая карта. Процент клеток, экспрессирующих мембран-
ные рецепторы, необходимые для эффективного проникновения вирусов 
в клетку

fig. 2. Heat map. The proportion of cells expressing membrane receptors 
required for effective penetration of viruses into the cell

Рис. 1. Тепловая карта. Эффективность репликации вирусных штаммов 
в клетках краткосрочных культур злокачественных лимфом (72 ч после 
заражения). Здесь и на рис. 2: ФЛ1–2 – фолликулярная лимфома 1–2-го 
цитологического типа; ФЛ3 – фолликулярная лимфома 3-го цитологи-
ческого типа; ДБККЛ – диффузная В-крупноклеточная лимфома

fig. 1. Heat map. The replication efficiency of viral strains in cells of short-
term malignant lymphomas cultures (72 hours after infection). Here and in 
the Fig. 2: FL1–2 – 1st–2nd cytological type follicular lymphoma; FL3 – 
3rd cytological type follicular lymphoma; DBLCL – diffuse B-large cell 
lymphoma
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Важно отметить, что процент клеток, экспресси-
рующих CD54 (ICAM-1), коррелировал со способ-
ностью клеток эффективно реплицировать штамм  
вируса везикулярного стоматита (коэффициент кор-
реляции Пирсона 0,45; p = 0,022). Ранее мы показали, 
что для большинства солидных опухолей количествен-
ная оценка уровня экспрессии вирусных рецепторов 
не так важна, как сам факт наличия данного рецепто-
ра, пусть даже в небольшом количестве [17].

Предложенный метод оценки краткосрочных 
культур клеток лимфоидной природы будет иметь 
большое значение для будущих испытаний предло-
женной панели энтеровирусов, поскольку одновре-
менная оценка экспрессии ряда вирусных рецепторов 
может представлять собой основу для разработки 
эффективного протокола прогнозирования реакции 
пациента на лечение с помощью того или иного виро-
терапевтического препарата. Подобный цитологиче-
ский анализ может быть полезен в качестве критерия 
включения / исключения для максимизации эффек-
тивности терапии. Данное утверждение, безусловно, 
требует подтверждения соответствующими кли-
ническими испытаниями. В дальнейшем следует 

определить значение минимального уровня экспрес-
сии вирусных рецепторов, приводящего к развитию 
эффективной вирусной инфекции в опухолевых клет-
ках. В то же время важно помнить, что, несмотря 
на то что интернализация вируса является первым и, 
несомненно, крайне важным этапом, другие факторы, 
такие как сохранность системы врожденного проти-
вовирусного иммунитета, могут играть критическую 
роль в развитии терапевтического эффекта. Данные 
вопросы могут быть исследованы путем проведения 
полнотранскриптомного секвенирования, а также па-
норамного протеомного секвенирования образцов 
культур опухолевых клеток и последующей валидаци-
ей потенциальных биомаркеров.

Заключение
По результатам проведенного исследования мож-

но предложить штаммы ЖЭВ14, ЖЭВ7 и PV1S в каче-
стве перспективных иммунотерапевтических средств 
для дальнейшего изучения и использования в качест-
ве одного из новых подходов к лечению опухолей 
лимфоидной природы как в монорежиме, так и в ком-
бинации с химиотерапией.
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