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Аннотация
Цель. Провести сравнительный анализ эффективности лизиса раковых клеток и кинетику накопления двумя 
серотипами вируса везикулярного стоматита Indiana (VSV-IND) и New Jersey (VSV-NJ) на клеточных линиях 
меланомы мыши B16F10, гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2 и аденокарциномы молочной же-
лезы человека MCF7.
Материалы и методы. Была оценена жизнеспособность клеточных линий меланомы мыши B16F10, гепа-
тоцеллюлярной карциномы человека HepG2 и аденокарциномы молочной железы человека MCF7, инфи-
цированных вирусами VSV-IND и VSV-NJ при разной множественности заражения (Multiplicity of infection, 
MOI) (10 MOI; 1 MOI; 0,1 MOI), через 24, 48 и 72 часа, а также вычислены значения половины максимальной 
ингибирующей концентрации (IC50) с помощью метил-тетразолиевого теста. Взаимосвязь с накоплением ви-
руса в клеточной культуре определяли с помощью полимеразной цепной реакции c обратной транскрипцией 
в режиме реального времени, 50%-ные инфицирующие дозы (TCID50) VSV-IND и VSV-NJ для B16F10, HepG2, 
MCF7 рассчитывали с помощью метода Рида – Менча.
Результаты. Наиболее восприимчивой клеточной линией для обоих вирусов оказалась B16F10: жиз-
неспособность клеток через 72 часа после заражения 10 MOI составила лишь 10,4 и 5,7% для VSV-IND 
и VSV-NJ соответственно. Жизнеспособность клеток HepG2 составила 10,8 и 9,8% для VSV-IND и VSV-NJ, 
а для аденокарциномы MCF7 – 46,6 и 36,2% соответственно через 72 часа после заражения 10 MOI. При 
этом лишь в культуре B16F10 установлена положительная статистически значимая корреляция сред-
ней силы между ингибированием жизнеспособности клеток и накоплением вирусной РНК: для VSV-IND 
r = 0,601 (р < 0,05); для VSV-NJ r = 0,668 (р < 0,05). HepG2 и MCF7 не продемонстрировали значимой 
корреляции.
Заключение. Результаты исследований свидетельствуют о возможности использования серотипов VSV-IND 
и VSV-NJ в качестве платформы для разработки новых рекомбинантных вирусов для виротерапии солидных 
опухолей в комбинации с другими видами лечения.
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Abstract
Aim. Compare the lytic efficiency and the kinetics of accumulation of vesicular stomatitis virus serotypes Indiana 
(VSV-IND) and New Jersey (VSV-NJ) on cell lines of mouse melanoma B16F10, human hepatocellular carcinoma 
HepG2 and human mammary adenocarcinoma MCF7.
Materials and methods. The viability of mouse melanoma B16F10, human hepatocellular carcinoma HepG2 
and human mammary adenocarcinoma MCF7 cell lines infected with VSV-IND and VSV-NJ viruses at different 
multiplicity of infection (10 MOI; 1 MOI; 0.1 MOI) was assessed after 24, 48 and 72 hours, and the half maximal 
inhibitory concentration (IC50) values were measured using the methyl tetrazolium test. The relationship with virus 
accumulation in cell culture was determined using reverse transcriptionɸ– quantitative polymerase chain reaction; 
50% tissue culture infectious dose (TCID50) of VSV-IND and VSV-NJ for B16F10, HepG2, MCF7 were calculated using 
the Reed-Muench method.
Results. The most susceptible cell line for both viruses was B16F10: cell viability 72 hours after infection 
at 10 MOI was only 10.4% and 5.7% for VSV-IND and VSV-NJ, respectively. HepG2 cell viability at 72 hours 
post-infection at 10 MOI was 10.8% and 9.8% for VSV-IND and VSV-NJ, and for MCF7 adenocarcinoma it was 
46.6% and 36.2%, respectively. Moreover, only in the B16F10 culture was a positive statistically significant 
correlation of medium strength established between the inhibition of cell viability and the accumulation of 
viral RNA: for VSV-IND r = 0.601 (p < 0.05); for VSV-NJ r = 0.668 (p < 0.05). HepG2 and MCF7 showed no 
significant correlation.
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Conclusion. The research results indicate the potential of using oncolytic viruses of the VSV-IND and VSV-NJ as a 
platform for the development of new recombinant viruses for virotherapy of solid tumors in combination with other 
types of treatment.

Keywords: immunotherapy; viral vectors; oncolytics; animal viruses; сytopathic effect; polymerase chain reaction
MeSH terms:
CELL LINE, TUMORɸ– VIROLOGY
CELL LINE, TUMORɸ– IMMUNOLOGY
CELL LINE, TUMORɸ– DRUG EFFECTS
ONCOLYTIC VIROTHERAPYɸ– METHODS
VESICULAR STOMATITIS INDIANA VIRUSɸ– IMMUNOLOGY
VESICULAR STOMATITIS INDIANA VIRUSɸ– PATHOGENICITY
VESICULAR STOMATITIS NEW JERSEY VIRUSɸ– IMMUNOLOGY
VESICULAR STOMATITIS NEW JERSEY VIRUSɸ– PATHOGENICITY
DRUG DESIGN
For citation: Isaeva A.S., Porozova N.O., Idota E., Volodina S.I., Lukashev A.N., Malogolovkin A.S. Comparative analysis 
of oncolytic potential of vesicular stomatitis virus serotypes Indiana and New Jersey in cancer cell lines. Sechenov 
Medical Journal. 2023; 14(4): 17–30. Epub ahead of print 29.11.2023. https://doi.org/10.47093/2218-7332.2023.946.14

CONTACT INFORMATION:
Alexander S. Malogolovkin, Cand. of Sci. (Biology), Head of Laboratory of Molecular Virology, Martsinovsky Institute of Medical 
Parasitology, Tropical and Vector-born Diseases, Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University)
Address: 8/2, Trubetskaya str., Moscow, 119048, Russia
Tel.: +7 (919) 000-89-02
E-mail: malogolovkin_a_s@staff.sechenov.ru

Ethics statements. This research involving biological material was conducted solely in accordance with the World Medical Association's 
Declaration of Helsinki on ethical principles for medical research.
Data availability. The data that support the fi ndings of this study are available from the corresponding authors on reasonable request.
Data and statistical methods used in the article were examin ed by a professional biostatistician on the Sechenov Medical Journal editorial 
staff.
Confl ict of interests. The authors declare  that there is no confl ict of interests.
Financial support. The research was supported by the Priority 2030 academic leadership program, Sechenov First Moscow State Medical 
University (Sechenov University).

Received: 24.08.2023
Accepted: 09.10.2023
Date of publication online: 29.11.2023
Date of publication: 30.11.2023

Список сокращений
ATCCɸ– American Type Culture Collection, Американ-
ская коллекция типовых культур
IC50ɸ– Half maximal inhibitory concentration, половина 
максимальной ингибирующей концентрации
RT-qPCRɸ– real-time reverse transcriptionɸ– quantitative 
polymerase chain reaction, полимеразная цепная ре-
акция c обратной транскрипцией в режиме реально-
го времени
MOIɸ– Multiplicity of infection, множественность за-
ражения

TCID50ɸ– 50% Tissue Culture Infectious Dose, 50%-ная 
инфицирующая доза вируса
VSVɸ– Vesicular stomatitis virus, вирус везикулярного 
стоматита
VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana, вирус ве-
зикулярного стоматита серотип Indiana
VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New Jersey, вирус 
везикулярного стоматита серотип New Jersey
ГЦКɸ– гепатоцеллюлярная карцинома
МТТɸ– метил-тетразолиевый тест
РМЖɸ– рак молочной железы



20

CELL BIOLOGY, CITOLOGY, HISTOLOGY

СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК Т. 14, № 4, 2023 / SECHENOV MEDICAL JOURNAL VOL. 14, No. 4, 2023 

Несмотря на прогресс в изучении молекулярных 
процессов онкогенеза, смертность от рака в мире 
(9,3 млн случаев в год) остается на втором месте 
после сердечно-сосудистых заболеваний (17,2 млн 
случаев в год) в структуре смертности от неинфек-
ционных болезней1. Согласно мировым статистиче-
ским данным за 2020 год, тройку наиболее частых 
и агрессивных видов рака составляют: рак молочной 
железы (РМЖ), рак легких и рак толстого кишечни-
ка / прямой кишки, число новых случаев в год со-
ставляет 2,26, 2,21 и 1,93 млн соответственно2.

В борьбе с онкологическими заболеваниями оста-
ется ряд нерешенных задач, связанных с эффектив-
ностью и безопасностью лечения – так, химиотера-
пия и лучевая терапия, несмотря на положительный 
результат воздействия на раковые клетки, вызывают 
клинически значимые побочные эффекты, ухудша-
ющие общее состояние пациентов. Актуален поиск 
лекарственных средств с высокой эффективностью, 
вызывающих избирательную гибель опухолевых 
клеток, но с минимальными побочными эффектами 
для здоровых клеток и тканей [1–4].

Онколитические вирусы уже долгое время рас-
сматриваются как возможные противоопухолевые 
средства [5]. Среди них большое внимание уде-
ляется вирусам семейства Rhabdoviridae, к кото-
рым относится вирус везикулярного стоматита 
(Vesicular stomatitis virus, VSV) [6]. VSV – РНК-
содержащий вирус, который может эффективно 
проникать в разные типы клеток животных, остава-
ясь непатогенным для человека [7, 8]. Репликация 
VSV усиливается в опухолевых клетках с дефект-
ным сигнальным путем интерферона, в котором 
не срабатывает врожденный иммунный ответ [9]. 
Кроме того, VSV имеет быстрый жизненный цикл, 
не интегрируется в геном хозяина [8] и является 
мощным индуктором апоптоза  в инфицированных 
раковых клетках [10, 11].

VSV продемонстрировал противоопухолевую ак-
тивность в широком спектре раковых клеток, вклю-
чая остеосаркому [12], рак шейки матки [13], РМЖ 
[14], меланому [15], гепатоцеллюлярную карциному 
(ГЦК) [16], рак поджелудочной железы [17] и глио-
бластому [4, 18].

Известно два основных серотипа VSV: New 
Jersey (VSV-NJ) и Indiana (VSV-IND), которые отли-
чаются генетическими и антигенными свойствами. 
Гомология главного капсидного гликопротеина G ви-
русов обоих серотипов составляет менее 50% [19]. 
Вирусы серотипов VSV-NJ и VSV-IND также обла-
дают разной патогенностью для сельскохозяйствен-
ных животных [20, 21]. Дополнительно фосфопроте-
ин Р, важный компонент комплекса РНК-зависимой 

РНК-полимеразы, является наиболее вариабельным 
для обоих вирусов – гомология нуклеотидных по-
следовательностей составляет 30% [22]. Обладая 
общностью происхождения и разными антигенны-
ми свойствами, VSV-NJ и VSV-IND могут обладать 
индивидуальными особенностями в эффективности 
уничтожения опухолевых клеток.

Потенциал виротерапии привлекает интерес 
как возможность воздействия вирусов на широкий 
спектр злокачественных клеток. В данной работе 
мы сравнили онколитический потенциал VSV-NJ 
и VSV-IND в отношении наиболее широко распро-
страненных линий: меланомы мыши – B16F10, ГЦК 
человека – HepG2, РМЖ человека – MCF7. Помимо 
отличий в происхождении, строении и характере 
метастазирования меланомы, ГЦК, РМЖ, данные 
клеточные линии обладают различной пермис-
сивностью в отношении онколитических вирусов. 
Например, B16F10 не пермиссивна к человеческому 
аденовирусу 5-го типа [23, 24], однако пермиссив-
на к вирусу миксомы [25]. Такое отличие обуслов-
лено отсутствием рецептора CAR (chimeric antigen 
receptor, химерный рецептор антигена) на поверх-
ности клетки, необходимого для проникновения 
аденовируса, в то время как инфекционный цикл 
вируса миксомы не зависит от мембранных рецеп-
торов [26].

Большинство современных исследований посвя-
щены рекомбинантным штаммам на основе VSV-
IND, однако ни один из них до настоящего времени 
не одобрен в клинике. Для оценки перспективы 
использования других серотипов VSV в виротера-
пии опухолей необходим их сравнительный анализ, 
как и дальнейшее изучение различных генетически 
отличающихся вариантов природных серотипов 
VSV c целью выбора наиболее перспективной плат-
формы для разработки новых армированных онко-
литических вирусов.

Цель исследования: изучить цитолитическое дей-
ствие и кинетику накопления VSV-IND и VSV-NJ 
на клеточных линиях меланомы мыши, ГЦК и РМЖ 
человека.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Вирусы
В работе были использованы вирусы везикуляр-

ного стоматита VSV (серотип New Jersey (VSV-NJ) 
и Indiana (VSV-IND) из рабочей коллекции Института 
медицинской паразитологии, тропических и транс-
миссивных инфекций им. Е.И. Марциновского 
ФГАОУ ВО «Первый Московский государствен-
ный медицинский университет им. И.М. Сеченова» 
Минздрава России (Сеченовский Университет). 

1 World Health Organization: Newsroom/Fact sheets/Detail/Noncommunicable diseases. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/
noncommunicable-diseases (дата обращения: 22.09.2023).
2 World Health Organization: Newsroom/Fact sheets/Detail/Cancer. https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/cancer (дата обраще-
ния: 22.09.2023).
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Вирусы VSV получали в культуре клеток фибро-
бластов хомяка BHK-21 (American Type Culture 
Collection (ATCC), CCL-10)3.

Клеточные линии
Для работы были выбраны клеточные линии: ме-

ланомы мыши – B16F10 (ATCC CRL-6475)4, ГЦК че-
ловека – HepG2 (ATCC HB-8065)5, РМЖ человека – 
MCF7 (ATCC HTB-22)6. Раковые клеточные линии 
предоставлены ФГБУН «Институт биологии гена 
РАН» (Москва, Россия) (рис. 1).

Культивирование клеток 
и анализ жизнеспособности
Экспериментальная часть данной работы проводи-

лась с августа 2022 по февраль 2023 года. Клетки куль-
тивировали в стандартных условиях (5% СО2, 37 °С), 
согласно протоколам ATCC для каждой клеточной ли-
нии, до достижения 70–80% конфлюэнтности на фла-
конах Т25 и Т75 (Wuxi NEST Biotechnology Co., Ltd., 
Китай), в среде Игла, модифицированной по Дульбекко 
(Dulbecco’s Modifi ed Eagle Medium, DMEM) 
(ООО «ПанЭко», Россия) с высоким содержанием глю-
козы, с L-глютамином (ООО «ПанЭко», Россия), с до-
бавлением 10% телячьей эмбриональной сыворотки 
(ООО «Диаэм», Россия) и пенициллина-стрептомици-
на, 100-х лиофил. (ООО «ПанЭко», Россия).

Жизнеспособность клеток определяли на счет-
чике клеток C-100 (RWD Life Science, Китай) с ис-
пользованием трипанового синего (ООО «ПанЭко», 
Россия). Цитотоксичность серотипов онколити-
ческих вирусов оценивали по снижению жизне-
способности клеток исследуемых линий в метил-
тетразолиевом тесте (МТТ)7. Для каждого экспе-
римента клетки рассаживали в три 96-луночных 
культуральных планшета (SARSTEDT AG & Co., 
Германия) в концентрации 10 000 клеток на лунку, 
культивировали 24 часа, после чего из одной лунки 
снимали клетки и подсчитывали количество живых 
клеток для расчета множественности заражения 
(Multiplicity of infection, MOI).

Клетки в лунках планшета инфицировали сероти-
пами VSV-IND и VSV-NJ в дозах 10 MOI, 1 MOI и 0,1 
MOI. В качестве неинфицированного контроля остав-
ляли лунки с клетками без добавления вируса. Для каж-
дой дозы вируса (MOI) использовали от 4 до 8 лунок. 
Все работы проводили в стерильных условиях.

Результаты эксперимента учитывали через 24, 48 
и 72 часа с помощью МТТ-теста (конечная концентра-
ция МТТ-реагента в лунке – 0,5 мг/мл). Оптическую 
плотность цветной реакции измеряли при длинах 
волн 550 и 620 нм на планшетном спектрофотометре 
Varioskan LUX (ThermoFisher Scientifi c TM., США). 
Жизнеспособность клеток в лунках с неинфициро-
ванными клетками принималась за 100% (контроль-
ное значение). Жизнеспособность инфицированных 
клеток рассчитывалась как процент от значений опти-
ческой плотности неинфицированных. На основе дан-
ных МТТ-теста также были вычислены значения по-
ловины максимальной ингибирующей концентрации 
(Half maximal inhibitory concentration, IC50) для каж-
дой клеточной линии при различных MOI (10; 1; 0,1) 
и длительности инкубации (24, 48 и 72 часа).

Выделение РНК вируса
Для проведения полимеразной цепной реакции c 

обратной транскрипцией в режиме реального време-
ни (real-time reverse transcription – quantitative poly-
merase chain reaction, RT-qPCR) из лунок планшета 
спустя 24, 48 и 72 часа после инфицирования клеточ-
ных культур отбирали 100 мкл суспензии и выделяли 
РНК вирусов комплектом реагентов для выделения 
РНК/ДНК из клинического материала «РИБО-преп» 
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, 
Россия) согласно протоколу производителя.

RT-qPCR. Для обнаружения РНК VSV была разрабо-
тана система праймеров комплементарной последова-
тельности участка гена N VSV-IND и VSV-NJ. Прямой 
(5’-GCTGCAGTGGACATGTTCTTC-3’) и обратный 
праймеры (5’-CATGTATGAATCSGCCTTRTCAATT
TC-3’) использовали для амплификации RT-qPCR про-
дукта размером 240 п.о. в присутствии интеркалирующе-
го красителя SybrGreen с набором для полимеразной цеп-
ной реакции c обратной транскрипцией в одной пробирке 
(ООО «Альфа Фермент», Россия) и добавлением 3% ди-
метилсульфоксида при следующих параметрах реакции: 
50 °C  – 10 мин (1 цикл), 95 °C – 5 мин (1 цикл), 95 °C – 
15 cек., 55 °C – 30 cек, 72 °C – 30 cек. (40 циклов) на при-
боре QuantStudio 5 (ThermoFischer Scientifi c, США).

Определение 50% тканевой инфицирующей 
дозы вируса
Определение 50% тканевой инфицирующей дозы 

вируса (Tissue Culture Infectious Dose, TCID50) на 1 
3 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Animal Cells/CCL-10. https://www.atcc.org/products/ccl-10 (дата обращения: 
29.09.2023).
4 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Animal Cells/CRL-6475. https://www.atcc.org/products/crl-6475 (дата обраще-
ния: 29.09.2023).
5 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Human Cells/HB-8065. https://www.atcc.org/products/hb-8065 (дата обращения: 
29.09.2023).
6 American Type Culture Collection (ATCC): Cell Products/Human Cells/HTB-22. https://www.atcc.org/products/htb-22 (дата обращения: 
29.09.2023).
7 Методы исследования цитотоксичности при скрининге лекарственных препаратов. Учебно-методическое пособие / А.Г. Иксанова, 
О.В. Бондарь, К.В. Балакин. Казань: Казанский университет, 2016. 40 с. https://kpfu.ru/staff_fi les/F1213114794/Metody_skrininga_LS.pdf 
(дата обращения: 29.09.2023).
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мл образца проводили методом титрования в культу-
ре клеток BHK-21 (ATСC CCL-10) в формате 96-лу-
ночного планшета (рис. 1). В лунки планшета вно-
сили 10 000 клеток в полной ростовой среде  Игла, 
модифицированной по Дульбекко, культивировали 
24 часа в атмосфере 5% СО2 при 37 °С, затем прово-
дили заражение VSV-IND и VSV-NJ в дозах 10 MOI, 
1 MOI и 0,1 MOI (по 8 лунок на разведение) в объеме 
50 мкл на лунку и инкубировали 60 минут (5% СО2, 
37 °С) для сорбции вируса на клетках. Далее, добав-
ляли 150 мкл полной ростовой среды и инкубирова-
ли 72 часа в тех же условиях. Результаты учитывали 
под инвертированным микроскопом («Микромед 
И», Россия), отмечая лунки с характерными измене-
ниями морфологии клеток (округлившиеся и сжатые 
клетки, частичное отслоение клеток). Титр вируса 
рассчитывали с помощью метода Рида – Менча8.

Статистический анализ
Оценка на нормальность данных проводилась 

с помощью критерия Шапиро – Уилка. Данные 
MTT-теста и RT-qPCR представлены в виде сред-
них значений со стандартным отклонением выбор-
ки. Статистическая значимость различий жизне-
способности клеток определялась с применением 
t-критерия Стьюдента с поправкой Бонферрони 
для множественных сравнений.

Для выявления взаимосвязей между жизнеспособ-
ностью клеток и накоплением вируса в клеточной куль-
туре применяли корреляционный анализ с расчетом ко-
эффициента корреляции Пирсона (r). Интерпретацию 
силы корреляции проводили, оценивая диапазон вели-
чин (r): от 0 до 0,299 – как слабую взаимосвязь; от 0,3 
до 0,699 – как среднюю; от 0,7 до 1,0 – как сильную. 

VSV-IND 

10 

  
 (MTT- ) / 

Cell viability assay (MTT-assay) 

VSV-NJ   / 
Cell infection 

    
 - -  / Viral RNA 
extraction and RT-qPCR 

  (TCID50) / 
Virus titration (TCID50) 

MOI 

1 0,1 

MOI 

10 1 0,1 

  / Cell culture 

B16F10 MCF7 HepG2 

  / 
Virus cultivation 

  (TCID50) / 
Virus titration (TCID50) 

  / Virus stock 

  / Virus bank 

VSV-IND VSV-NJ 

РИС. 1. Схема эксперимента: изучение онколитического потенциала вируса везикулярного стоматита серотипов Indiana 
и New Jersey.
FIG. 1. Experimental design: study of oncolytic potential of vesicular stomatitis virus serotypes Indiana and New Jersey.

Примечание: VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana, вирус везикулярного стоматита серотип Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis 
virus New Jersey, вирус везикулярного стоматита серотип New Jersey; TCID50ɸ– 50% Tissue Culture Infectious Dose, 50%-ная инфици-
рующая доза вируса; B16F10ɸ– клеточная линия меланомы мыши; HepG2ɸ– клеточная линия гепатоцеллюлярной карциномы чело-
века; MCF7ɸ– клеточная линия рака молочной железы человека; MOIɸ– Multiplicity of infection, множественность заражения; РНКɸ– 
pибонуклеиновая кислота; ОТ-ПЦР-РВ –полимеразная цепная реакция c обратной транскрипцией в режиме реального времени; 
МТТɸ– метил-тетразолиевый тест.
Note: VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana; VSV-NJ ɸ– Vesicular stomatitis virus New Jersey; TCID50ɸ– 50% Tissue Culture Infectious 
Dose; B16F10ɸ– Mouse melanoma cell line; HepG2ɸ– Human hepatocellular carcinoma cell line; MCF7ɸ– Human breast cancer cell line; MOIɸ– 
Multiplicity of infection; RNAɸ– Ribonucleic acid; RT-qPCRɸ– real-time reverse transcriptionɸ– quantitative polymerase chain reaction; MTTɸ– 
methyl tetrazolium test.

8 https://web.archive.org/web/20131119121647/http://aje.oxfordjournals.org/content/27/3/493.extract
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9 https://dailies.rstudio.com/rstudio/cherry-blossom/electron/windows-xcopy/2023-03-1-446/

Для опровержения нулевой гипотезы принят уровень 
статистической значимости p < 0,05. Статистический 
анализ данных и построение графиков осуществляли 
при помощи RStudio v.2023.03.1+4469 c использовани-
ем библиотек rstatix, ggplot2.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Клеточная линия мышиной меланомы B16F10
При трансдукции клеточной линии B16F10 в экс-

периментах с МТТ наблюдалось значительное сни-
жение жизнеспособности клеток при заражении обо-
ими серотипами вируса – как VSV-IND (рис. 2А), так 
и VSV-NJ (рис. 2В).

При анализе взаимосвязи между цитотоксично-
стью и количеством вирусной РНК установлена по-
ложительная статистически значимая корреляция 
средней силы для обоих серотипов: r = 0,601 для VSV-
IND, р < 0,05 и r = 0,668 для VSV-NJ, р < 0,05.

TCID50 вирусов, накопленных на этой культу-
ре за 24 часа, при дозе заражения 10 MOI составил 
1,0×104 и 1,47×105 TCID50 для VSV-IND и VSV-NJ 
соответственно (рис. 2С, 2D). Мы также определи-
ли дозу IC50 (MOI) для вирусов обоих серотипов 
(Табл.).

В культуре B16F10 через 24 часа воздействия 
для ингибирования жизнеспособности 50% кле-
ток определили 5,31 MOI VSV-IND и 1,08 MOI 
VSV-NJ, то есть IC50 VSV-IND почти пятикратно 
превышала IC50 VSV-NJ. Напротив, при увеличе-
нии времени экспозиции до 48 и 72 часов опре-
делить IC50 для VSV-IND уже не удалось из-за 
гибели подавляющего большинства клеток (более 
80%) во всем диапазоне применяемых концентра-
ций вируса.

При этом для VSV-NJ через 48 и 72 часа IC50 
определялась в пределах 0,02–0,1 MOI (табл.), а по-
казатель TCID50 для VSV-IND оказался более чем 
в 3 раза выше, чем для VSV-NJ (9,28×103и 2,94×103 
TCID50 для 10 MOI соответственно).

Клеточная линия гепатоцеллюлярной 
карциномы человека HepG2
Жизнеспособность клеток линии HepG2 через 24 

часа инкубации с вирусом обоих серотипов сопоста-
вима с таковой B16F10 (рис. 3A, 3B). Через 48 часов 
на всем диапазоне концентраций вируса остается 
больше жизнеспособных клеток HepG2, чем в куль-
туре B16F10 в этих же условиях, за исключением 
VSV-NJ 0,1 MOI, для которых значения у обеих кле-
точных линий совпадают (рис. 2B, 3B). Динамика 
снижения жизнеспособности клеток позволяет 
определить IC50 через 48 часов экспозиции вируса 
обоих серотипов (табл.). Однако через 72 часа пер-
миссивность HepG2 к VSV-NJ превосходит таковую 
для линии B16F10. Даже при минимальной инфици-
рующей дозе вируса в 0,1 MOI более 80% клеток по-
гибает через 72 часа: IC50 не определяется в данном 
диапазоне инфицирующих доз для обоих серотипов 
(рис. 3B).

В результате титрования VSV-NJ и VSV-IND ме-
тодом TCID50, после инфицирования клеток HepG2 
значения составляли от 2,15×104 до 4,64×106 TCID50 
для VSV-IND и от 1,0×106 до 3,16×109 TCID50 
для VSV-NJ (рис. 3С, 3D), что на несколько порядков 
превышает эти показатели для B16F10. Значимых 
корреляций между снижением жизнеспособности 
и изменением количества вирусной РНК (RT-qPCR) 
для HepG2 не обнаружено.

Таблица. Определение IC50 для серотипов вируса VSV-NJ и VSV-IND на раковых клеточных культурах
Table. IC50 values for VSV-NJ and VSV-IND in cancer cell lines

  Клеточная линия / Cell line Время, ч / Time, h
IC50

VSV-IND (MOI) VSV-NJ (MOI)

B16F10 

24 5,31 1,08

48 n/a 0,02

72 n/a 0,1

HepG2

24 12,07 4,80

48 0,25 0,01

72 n/a n/a

MCF7

24 17,25 33,12

48 n/a 0,01

72 0,66 6,02

Примечание: IC50ɸ– Half maximal inhibitory concentration, половина максимальной ингибирующей концентрации; VSV-INDɸ– Vesicular 
stomatitis virus Indiana, вирус везикулярного стоматита серотип Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New Jersey, вирус везику-
лярного стоматита серотип New Jersey; MOIɸ– Multiplicity of infection, множественность заражения; n/aɸ– not analyzed, не определяется.
Note: IC50ɸ– Half maximal inhibitory concentration; VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New 
Jersey; MOIɸ– Multiplicity of infection; n/aɸ– not analyzed.
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Клеточная линия аденокарциномы молочной 
железы человека – MCF7
В серии наших экспериментов клеточная линия 

MCF7 являлась наименее пермиссивной к VSV 

(рис. 4A, 4B), демонстрируя устойчивость к VSV-
NJ более 50% во всем диапазоне концентраций ви-
руса и времени инкубации, кроме максимальных 
концентраций (10 MOI, 72 часа). При воздействии 
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РИС. 2. Оценка жизнеспособности клеток B16F10, инфицированных вирусами VSV-IND и VSV-NJ.
FIG. 2. В16F10 cells viability after VSV-IND and VSV-NJ infection.

Примечание: онколитический эффект представлен в % живых клеток после инфицирования VSV-IND (A) и VSV-NJ (B).
Количественный анализ РНК выражается в титре (TCID50) VSV-IND (C) и VSV-NJ (D). В качестве референс-стандарта для количе-
ственного определения TCID50 использовали VSV c известным титром: 3,0×107 TCID50 и 6,23×106 TCID50 для VSV-IND и VSV-NJ соот-
ветственно.
VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana, вирус везикулярного стоматита серотип Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New 
Jersey, вирус везикулярного стоматита серотип New Jersey; MOIɸ– Multiplicity of infection, множественность заражения; TCID50ɸ– 50% 
Tissue Culture Infectious Dose, 50%-ная инфицирующая доза вируса.
Note: the oncolytic effect is expressed as a proportion of living cells (%) after infection with VSV-IND (A) and VSV-NJ (B).
Quantitative analysis of RNA is expressed as titer (TCID50) VSV-IND (C) and VSV-NJ (D). As a reference standard for the quantitative 
determination of TCID50, VSV with a predetermined titer was used: 3.0×107 TCID50 and 6.23×106 TCID50 for VSV-IND and VSV-NJ, respectively.
VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New Jersey; MOIɸ– Multiplicity of infection; TCID50ɸ– 50% 
Tissue Culture Infectious Dose.
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VSV-IND в течение 72 часов содержание жиз-
неспособных клеток оставалось не ниже 40%. 
Соответственно, наблюдались и высокие значения 
IC50 (Табл.).

Содержание в культуре MCF7 вирусной РНК в ди-
намике либо оставалось практически без изменений, 
как у VSV-IND (1 MOI), либо снижалось, причем 
снижение достигало трех порядков, как у VSV-NJ 
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РИС. 3. Оценка жизнеспособности клеток HepG2, инфицированных вирусами VSV-IND и VSV-NJ.
FIG. 3. HepG2 cells viability after VSV-IND and VSV-NJ infection.

Примечание: онколитический эффект представлен в % живых клеток после инфицирования VSV-IND (A) и VSV-NJ (B).
Количественный анализ РНК выражается в титре (TCID50) VSV-IND (C) и VSV-NJ (D). В качестве референс-стандарта для количе-
ственного определения TCID50 использовали VSV c известным титром: 3,0×107 TCID50 и 6,23×106 TCID50 для VSV-IND и VSV-NJ соот-
ветственно.
VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana, вирус везикулярного стоматита серотип Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New 
Jersey, вирус везикулярного стоматита серотип New Jersey; MOIɸ– Multiplicity of infection, множественность заражения; TCID50ɸ– 50% 
Tissue Culture Infectious Dose, 50%-ная инфицирующая доза вируса.
Note: the oncolytic effect is expressed as a proportion of living cells (%) after infection with VSV-IND (A) and VSV-NJ (B).
Quantitative analysis of RNA is expressed as titer (TCID50) VSV-IND (C) and VSV-NJ (D). As a reference standard for the quantitative 
determination of TCID50, VSV with a predetermined titer was used: 3.0×107 TCID50 and 6.23×106 TCID50 for VSV-IND and VSV-NJ, respectively.
VSV-INDɸ– Vesicular stomatitis virus Indiana; VSV-NJɸ– Vesicular stomatitis virus New Jersey; MOIɸ– Multiplicity of infection; TCID50ɸ– 50% 
Tissue Culture Infectious Dose.



26

CELL BIOLOGY, CITOLOGY, HISTOLOGY

СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК Т. 14, № 4, 2023 / SECHENOV MEDICAL JOURNAL VOL. 14, No. 4, 2023 

(10 MOI) (рис. 4C, D). Подтвержденная взаимосвязь 
между показателями снижения жизнеспособности 
клеток и изменением количества вирусной РНК от-
сутствовала при заражении обоими серотипами.

ОБСУЖДЕНИЕ
VSV является модельным объектом исследова-

ний, способствующих комплексному пониманию 
взаимодействия вирусов и раковых клеток [10]. 
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ветственно.
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Quantitative analysis of RNA is expressed as titer (TCID50) VSV-IND (C) and VSV-NJ (D). As a reference standard for the quantitative 
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Благодаря непатогенности VSV для человека и спо-
собности репродуцироваться в разных клетках при-
родные серотипы VSV-IND и VSV-NJ могут слу-
жить источником новых эффективных средств им-
мунотерапии. VSV селективно индуцирует цитолиз 
многочисленных трансформированных клеточных 
линий человека in vitro со всеми морфологически-
ми характеристиками апоптотической клеточной 
гибели [27]. Кроме того, геном VSV может вместить 
вставку одного или нескольких функциональных 
генов [28–30], а значит, онколитический потенци-
ал может быть значительно усилен. В данной ра-
боте мы сфокусировались на сравнении VSV-IND 
и VSV-NJ в эффективности разрушения опухолевых 
клеток.

Исходя из результатов МТТ-теста мы предпола-
гаем, что клеточные линии меланомы мыши B16F10 
и ГЦК человека HepG2 пермиссивны к обоим се-
ротипам вируса VSV. Причем на клетках линии 
B16F10 цитотоксичность VSV-IND (72 часа после 
инфекции) достигала более 80% независимо от пер-
воначальной дозы, а в культуре клеток HepG2 та-
кая же картина наблюдалась и для VSV-NJ. Однако 
ни в одной клеточной линии не удалось зафиксиро-
вать 100% гибель клеток. По данным литературы, 
клеточная линия меланомы мыши B16F10 может 
быть частично устойчива к инфекции VSV [15, 28]. 
О высокой цитотоксичности VSV в культуре HepG2 
сообщается в работе B.M. Nagalo и соавт., 2020 [16], 
где гликопротеин G VSV был модифицирован ге-
магглютинином вируса кори.

В нашей гипотезе мы исходили из того, что: 
(1) наличие прямой статистически достоверной 
сильной или средней корреляции между ингиби-
рованием жизнеспособности клеток (цитотоксич-
ностью VSV) и накоплением вирусной РНК может 
отражать гибель в результате репликации вируса, 
тогда как (2) высокие показатели гибели клеток в от-
сутствие накопления РНК (а значит и репликации 
вируса) могут свидетельствовать о цитотоксическом 
действии вирусных белков. Первая ситуация наблю-
далась в культуре клеток B16F10 для обоих сероти-
пов. Напротив, в культуре клеток HepG2 каких-либо 
достоверных взаимосвязей между снижением жиз-
неспособности клеток и накоплением вирусной РНК 
выявлено не было. Можно предположить, что вос-
приимчивость клеток HeрG2 к VSV-IND и VSV-NJ 
в большей степени обусловлена цитотоксическим 
действием их белков, чем репликацией, что согласу-
ется с данными литературы [20].

Отдельно следует отметить линию РМЖ че-
ловека MCF7, которая демонстрировала выжива-
емость более 50% практически во всем диапазо-
не концентраций VSV-IND и VSV-NJ и времени 
экспозиции, кроме максимальных (10 MOI и 72 
часа). Ранее в работе C. Rogers и соавт., 2017 [11], 
при исследовании влияния матриксного белка М 

VSV на высокоонкогенную линию MCF7 были по-
лучены аналогичные результаты. Авторам не уда-
лось добиться полной регрессии опухоли in vivo, 
и они сделали вывод, что цитолитический эффект 
VSV при РМЖ необходимо сочетать с более агрес-
сивным лечением [11]. В 2021 году попытка при-
менить VSV совместно с иммунотерапией нату-
ральными киллерами (Natural killer T-cells, NKT) 
оказалась более успешной [31]. При этом моноте-
рапия VSV не приводила к полной регрессии опу-
холи (как и в наших экспериментах), хотя и демон-
стрировала индукцию гибели клеток. Исследование 
проводилось на линии аденокарциномы человека 
4T1, что не позволяет сравнивать результаты с на-
шим экспериментом, тем не менее оно дает надеж-
ду на успех в случае комбинированной терапии 
для аденокарциномы молочной железы.

Содержание вирусной РНК через 72 часа в куль-
туре клеток MCF7 в нашем исследовании снизилось 
как для VSV-IND, так и для VSV-NJ. Статистически 
значимой связи между снижением жизнеспособно-
сти клеток и накоплением вирусной РНК не выявле-
но при заражении обоими серотипами.

Ограничения исследования
Настоящее исследование не включает генетиче-

ски модифицированные VSV, ограничиваясь при-
родными (дикими) серотипами вируса. Большее 
разнообразие раковых клеточных линий может быть 
использовано для проверки онколитического потен-
циала вирусов.

Направления для дальнейших исследований
Дальнейшие исследования могут включать оцен-

ку воздействия VSV-IND и VSV-NJ на более ши-
рокий спектр раковых, а также нераковых клеточ-
ных линий, например MCF10, фибробластов и др. 
Планируется также определить тип клеточной гибе-
ли в результате воздействия VSV (некроз, апоптоз, 
аутофагия). По итогам более масштабного исследо-
вания можно определить наиболее универсальный 
и перспективный серотип как платформу для даль-
нейших генетических модификаций VSV с целью 
усиления противоопухолевого действия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В работе мы показали, что восприимчивой кле-

точной линией для вирусов VSV-IND и VSV-NJ 
оказались B16F10 и HepG2, в то время как ингиби-
рование жизнеспособности клеток MCF7 состави-
ло лишь 63,8 и 53,4% для VSV-IND и VSV-NJ соот-
ветственно. Линия MCF7 по выживаемости клеток 
и по накоплению вирусной РНК умеренно устойчива 
к заражению VSV обоих серотипов. Линии B16F10 
и HepG2 оказались пермиссивными при заражении 
VSV-IND и VSV-NJ в дозах 10, 1 и 0,1 MOI, несмо-
тря на отсутствие тотальной гибели клеток. При этом 
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в них обнаруживается разная динамика гибели и на-
копления РНК вируса, что может быть использовано 

для выбора средств при комбинированной терапии 
меланомы и рака печени.
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