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Аннотация

Цель исследования – оценка противоопухолевой активности препарата, содержащего фактор не-
кроза опухолей альфа (ФНО-альфа) и двуспиральную рибонуклеиновую кислоту (дсРНК) в составе 
молекулярной конструкции («вирусоподобной частицы») (ВПЧ-ФНО-альфа), на клетках меланомы 
B16-F10. Материал и методы. Анализ антипролиферативного действия ВПЧ-ФНО-альфа и его ком-
понентов ФНО-альфа и дсРНК проводили с помощью МТТ-теста, апоптоз клеток меланомы оценивали 
методом проточной цитофлуориметрии с ФИТЦ-аннексином V. Результаты. Показано, что токсиче-
ское воздействие препарата, содержащего ФНО-альфа и дсРНК в составе вирусоподобных частиц, 
на клетки меланомы значительно превышает суммарный токсический эффект ФНО-альфа и дсРНК в 
отдельности (ЛД50 составляет, соответственно, для комплексного препарата 0,05 мкг/мл, ФНО-альфа – 
9,5 мкг/мл, дсРНК >20 мкг/мл). Заключение. Препарат, содержащий ФНО-альфа и дсРНК в молеку-
лярной конструкции, может быть многообещающим терапевтическим средством для лечения злока-
чественных новообразований, включая меланому.

Ключевые слова: фактор некроза опухолей альфа, двуспиральная РНК, вирусоподобная частица, 
ВПЧ-ФНО-альфа, апоптоз, антипролиферативное действие, меланома.
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Abstract

Aim: to evaluate the antitumor activity of the drug containing TNF-alpha and high-polymer double-stranded 
RNA (dsRNA) in the composition of virus-like particles (VLP-TNF-alpha) on B16-F10 melanoma cells. Material 
and Methods. Analysis of the anti-proliferative effect of VLP-TNF-alpha as well as its components, TNF-
alpha and dsRNA, was carried out using the MTT-test. Apoptosis of melanoma cells was assessed by flow 
cytofluorimetry with FITC-annexin V. Results. It was shown that the cytotoxic effect of the drug containing the 
combination of TNF-alpha and dsRNA on melanoma cells significantly exceeded the total cytotoxic effect of 
TNF-alpha or dsRNA alone (LD50 for combination drug was 0.05 µg/ml, TNF-alpha – 9.5 µg/ml, dsRNA>20 
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Введение
Неконтролируемый рост и устойчивость к 

апоптозу являются двумя важнейшими признаками 
возникновения злокачественных новообразований 
(ЗНО), а также прогрессирования онкологического 
процесса. Следовательно, методы лечения, на-
целенные на эти механизмы элиминации транс-
формированных клеток, могут быть идеальными 
способами лечения рака. Кроме того, индукция 
апоптоза может быть более действенной терапией 
по сравнению с ингибированием пролиферации, 
поскольку она способна полностью устранить 
опухолевые клетки. По мере накопления знаний 
о механизмах клеточной гибели появляются но-
вые идеи и методы борьбы со злокачественными 
клетками. Комплексное воздействие на опухоль, 
обеспечивающее активацию противоопухолевого 
иммунного ответа и апоптоза клеток опухоли, – 
одно из перспективных направлений в современ-
ной онкологии [1].

Фактор некроза опухолей альфа (ФНО-альфа, 
TNF-alpha) в течение многих лет привлекает внима-
ние исследователей, фармакологов и клиницистов 
как потенциальное противоопухолевое средство, 
что связано с его многофакторным воздействием на 
опухоль: избирательной способностью тормозить 
рост и вызывать лизис злокачественных клеток, 
вызывать геморрагический некроз опухолей, акти-
вировать иммунный противоопухолевый ответ [2]. 
Однако в ходе системного введения ФНО-альфа 
выявлены его нестабильность в кровеносном 
русле, широкий спектр побочных эффектов, а 
также недостаточная селективность накопления в 
опухолевых клетках [3].

Среди разнообразных методических приемов, 
которые используются в настоящее время для ре-
шения этого комплекса проблем, можно выделить 
подход, направленный на создание средств адрес-
ной доставки ФНО-альфа к клеткам-мишеням [4, 
5]. Одной из таких разработок является оригиналь-
ная молекулярная конструкция для депонирования 
белка с целью защиты от протеаз и транспорти-
ровки к клеткам-мишеням [6]. Средство адресной 
доставки представляет собой так называемую 
вирусоподобную частицу (ВПЧ), ядро которой 
образовано двуспиральными РНК из дрожжей Sac-
charomyces cerevisiae и окружено полисахаридной 
оболочкой с экспонированными на ее поверхности 
молекулами белка. Достоинство конструкции со-
стоит в ее биодеградируемости и наличии биоло-
гической активности у всех ее компонентов.

Активным компонентом молекулярной кон-
струкции, помимо рекомбинантного ФНО-альфа 
человека, является двуспиральная дрожжевая РНК. 

µg/ml). Conclusion. The drug containing TNF-alpha and dsRNA molecules may be a promising drug for the 
treatment of malignant tumors, including melanoma.

Key words: tumor necrosis factor alpha, double-stranded RNA, virus-like particle, VLP-TNF-alpha, 
apoptosis, antiproliferative activity, melanoma.

Известно, что дсРНК способны усиливать продук-
цию интерферона (ИФН) 1 типа, который обладает 
свойством индуцировать апоптоз в нормальных и 
опухолевых клетках [7, 8]. Важно отметить, что в 
некоторых трансформированных клетках человека 
и мыши, включая клетки меланомы В16-F10, были 
обнаружены мРНК, необходимые для синтеза ИФН 
[9, 10].

Препарат ВПЧ-ФНО-альфа отличается повы-
шенной по сравнению с ФНО-альфа противоопу-
холевой активностью, а также тропностью к ткани 
опухоли и коже [6, 11], что открывает интересные 
перспективы его применения для лечения злокаче-
ственных новообразований, включая меланому.

Целью исследования явилась оценка прямого 
токсического действия препарата ВПЧ-ФНО-альфа 
и его компонентов на клетки меланомы B16-F10.

Материал и методы
В работе использовали препараты производства 

ИМБТ ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор»: двуспиральную 
РНК из дрожжей Saccharomyces cerevisiae, по-
лученную по ранее описанной методике [12]; 
рекомбинантный человеческий фактор некроза 
опухоли альфа с активностью 8×107 МЕ/мг [13]; 
препарат ВПЧ-ФНО-альфа с концентрацией белка 
0,16 мг/мл и специфической цитолитической ак-
тивностью 1,9×107 МЕ/мг [6]. Клеточная линия 
мышиной меланомы В16 клон F10 получена из 
Российской коллекции клеточных культур Инсти-
тута цитологии РАН, г. Санкт-Петербург.

МТТ-тест
Токсическое (антипролиферативное) действие 

изучаемых препаратов оценивали с помощью 
МТТ-теста [14]. Клетки меланомы B16-F10 поме-
щали по 104/лунку в 96-луночный микропланшет 
(TPP, Швейцария) в полной среде DMEM (Биолот) 
с 10  % эмбриональной телячьей сывороткой 
(HyClone, США) и 0,04 мг/мл гентамицина. Через 
сутки в лунки вносили ФНО-альфа, дсРНК или 
ВПЧ-ФНО-альфа в убывающих концентрациях, 
каждое разведение исследовали в 6 повторах, в 
контрольные лунки вносили физиологический 
раствор. Клетки инкубировали в СО2-инкубаторе 
(SHEL-LAB, США) при температуре 37 ºС в тече-
ние 72 ч, затем измеряли оптическую плотность 
восстановленного МТТ-реагента (Sigma – Aldrich) 
на ридере Multiskan EX (Thermo, Финляндия) при 
длине волны 540 нм. Поскольку восстановление 
3-(4,5-диметилтиазолил-2)-2,5-дифенил тетразо-
лиум бромида (МТТ) возможно только в метабо-
лически активных клетках, оптическая плотность 
в каждой лунке планшета соответствовала коли-



101

ЛАБОРАТОРНЫЕ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

СИБИРСКИЙ ОНКОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ. 2020; 19(4): 99–104

честву живых клеток, и по соотношению опти-
ческой плотности опытных и контрольных лунок 
рассчитывали процент живых клеток для каждого 
разведения исследуемых препаратов (индекс 
МТТ=О/К×100). Экспериментальные данные об-
рабатывали методами вариационной статистики с 
помощью пакета программ «Statgraphics, Vers.5.0». 
Для оценки значимости межгрупповых различий 
использовали U-критерий Манна – Уитни, крити-
ческий уровень значимости при проверке статисти-
ческих гипотез (р) принимали равным 0,05.

Метод изучения апоптоза 
опухолевых клеток
Анализ механизма цитотоксического дей-

ствия препаратов проводили методом выявления 
специфического молекулярного маркера  фосфа-
тидилсерина на клеточной мембране гибнущих 
клеток-мишеней меланомы В16-F10 с помощью 
проточной цитофлуорометрии. Исследование про-
водили с помощью диагностического набора для 
цитофлуориметрической оценки апоптоза «FITC 
Annexin V Detection Kit 1» (BD Pharmingen, США). 
Для определения апоптотических изменений в 
плазматической мембране клетки меланомы по-
мещали в 24-луночный планшет (TPP, Швейцария) 
по 106 клеток/лунку в объёме 1 мл полной среды, 
куда вносили растворы ВПЧ-ФНО-альфа, ФНО-
альфа или дсРНК в конечных концентрациях, 
выбранных на основании МТТ-теста. Планшеты 
инкубировали в СО2-инкубаторе при температуре 
37 °С в атмосфере с 5 % СО2 в течение 48 ч. Затем 
клетки снимали с подложки смесью трипсин-
версен (ПанЭко), окрашивали согласно инструкции 
к диагностическому набору и проводили анализ на 
цитофлуориметре BD FACS Aria (BD Pharmingen, 
США) с помощью пакета программ BD FACS 
DiVa. Определяли соотношение количества клеток 
в раннем и позднем апоптозе, т.е. числа клеток, 

положительных по аннексину V и отрицательных 
по метке иодидом пропидия (PI) к клеткам, поло-
жительным по аннексину V и PI.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакета статистических программ 
«Statgraphics, Vers.5.0» (Statistical Graphic Сorp., 
USA). Рассчитывали групповые показатели сум-
марной статистики – среднюю арифметическую и 
ошибку средней. Для оценки значимости межгруп-
повых различий использовали U-критерий Манна – 
Уитни. Критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез (р) принимали 
равным 0,05.

Результаты исследования
Результаты исследования МТТ-анализ показал, 

что клеточная линия мышиной меланомы B16-F10 
обладает высокой чувствительностью к препарату 
ВПЧ-ФНО-альфа. Около 70 % популяции клеток 
утрачивают жизнеспособность под действием пре-
парата в концентрациях от 1,2 до 30,5 мкг/мл, и его 
эффект зависит от дозы (таблица).

В результате оценки антипролиферативного эф-
фекта препаратов ФНО-альфа и дсРНК на клетках 
меланомы В16-F10 установлено, что ФНО-альфа 
проявляет умеренную токсичность по отноше-
нию к опухолевым клеткам (рис. 1), и даже его 
высокие концентрации (9–46 мкг/мл) снижали 
количество живых клеток в популяции не более 
чем на 50 %. ДсРНК в исследованных концентра-
циях была менее токсична для опухолевых клеток, 
чем ФНО-альфа: максимальное снижение числа 
живых клеток составило 40 % (4,5–22,5 мкг/мл). 
По уровню цитотоксичности смесь ФНО-альфа и 
дсРНК соответствовала показателям токсичности 
индивидуального ФНО-альфа (данные не при-
ведены). Эффект препарата ВПЧ-ФНО-альфа на 
клетки В16-F10 значительно превышал суммар-
ный токсический эффект ФНО-альфа и дсРНК в 

Таблица/Table

Жизнеспособность клеток В16-F10, инкубированных с ВПЧ-ФНО-альфа, в сравнении с 
контрольными необработанными клетками

Viability of B16-F10 cells incubated with VLP-TNF-alpha in comparison with untreated control cells

№ разведе-
ния/

No. breeding

Концентрация ВПЧ-ФНО-альфа, мкг/
мл/ 

VLP-TNF-alpha concentration, μg/ml

Средняя оптическая 
плотность/

Optical Density

Ошибка среднего/ 
Error of mean

Индекс МТТ/ 
MTT indices

1 30,5 0,208* 0,016 29 %
2 6,1 0,255* 0,009 36 %
3 1,2 0,220* 0,022 33 %
4 0,24 0,262* 0,023 37 %
5 0,049 0,359* 0,017 50 %
6 0,0097 0,336* 0,016 47 %
7 0,002 0,394* 0,025 55 %
8 0,0004 0,470* 0,016 66 %
9 0,000078 0,550* 0,029 77 %
10 контроль 0,711 0,029 100 %

Примечание: * – отличия статистически значимы по сравнению с контролем по U-критерию Манна – Уитни (р≤0,05).

Note: * – a significant difference with the control, р≤0.05 (according to the Mann – Whitney U-criterion).
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Рис. 1. Жизнеспособность клеток меланомы В16-F10 после 
инкубации в течение 72 ч с ФНО-альфа (А) и дсРНК (В) от-

носительно показателя контрольных необработанных клеток. 
По оси абсцисс – концентрация препарата в культуральной 

среде, мкг/мл; по оси ординат – индексы МТТ, %. Приме-
чание: * – отличия статистически значимы по сравнению с 

контролем (р≤0,05)
Fig. 1. Viability of B16-F10 melanoma cells after incubation
(72 hrs) with TNF-alpha (A) and dsRNA (B) relative to the 

untreated control cells. The values on the abscissa indicate the 
drug concentration in the culture medium, µg/ml; the values on 

the ordinate – MTT indices, %. 
Notes: * – significant difference from control (p≤0.05)

Рис. 2. Апоптоз клеток В16-F10 под действием ВПЧ-ФНО-
альфа, дсРНК и ФНО-альфа, 48 ч инкубации, концентра-

ция по ФНО-альфа и дсРНК 0,05 мкг/мл. Тест in vitro с 
аннексином-пропидий-иодидом, цитолуориметрия. (А): 

По оси ординат – число клеток меланомы в разных фазах 
апоптоза, %; (B): По оси ординат – клетки, положительные 
по PI, по оси абсцисс – положительные по FITC-Annexin V. 

В правом нижнем квадрате – число клеток на стадии раннего 
апоптоза, %; в правом верхнем квадрате – на стадии 

позднего апоптоза, %. 
Примечание: * – отличия статистически значимы по сравне-
нию с контролем (р≤0,05), ***  – по сравнению с контролем и 

ФНО-альфа (р˂0,05) 
Fig. 2. Apoptosis of B16-F10 cells induced by VLP-TNF-alpha, 

dsRNA, and TNF-alpha (48 hrs incubation). The concentration of 
TNF-alpha and dsRNA is 0.05 μg/ml. In vitro test with annexin-

propidium iodide, cytofluorometry. 
(A): The ordinate shows the number of melanoma cells in differ-

ent phases of apoptosis, %; 
(B): The ordinate presents PI positive cells, the abscissa – FITC-

Annexin V positive cells. The right lower square indicates the 
number of cells at early apoptosis, %; the upper right square – the 
number of cells at late apoptosis, %. Notes: significant difference: 

* – from control (p˂0.05); *** – from control and TNF-alpha (p<0.05)

отдельности или в смеси. Снижение количества 
клеток на 50 % относительно контроля достига-
ется при концентрациях: для комплексного пре-
парата 0,05 мкг/мл, ФНО-альфа – 9,5 мкг/мл, 
дсРНК >20 мкг/мл (рис. 1).

Исследование апоптотических изменений 
клеток меланомы В16-F10 методом проточной 
цитофлуориметрии показало, что при контак-
те с ФНО-альфа и ВПЧ-ФНО-альфа в дозе 
0,05 мкг/мл через 48 ч культивирования, 18,1 % 
и 38 % клеток меланомы подвергались апоптозу 
(рис. 2); к 72 ч культивирования погибало уже 
38,1  % и 64,5  % клеток соответственно. ДсРНК 
в исследованных концентрациях апоптогенных 
свойств не проявляла.

Обсуждение
Учитывая существующие в настоящее время 

проблемы терапии онкологических заболеваний, 
очевидно, что задача создания новых эффективных 
и безопасных противоопухолевых средств требует 
новых подходов. За последнее десятилетие был 
предложен ряд стратегий, учитывающих совре-
менные знания о противоопухолевом иммунитете. 
Один из подходов к созданию противоопухолевых 
препаратов нового поколения основан на кон-
струировании средств адресной доставки цито-
кинов к клеткам опухоли [5, 6]. В ходе изучения 
противоопухолевых свойств ФНО-альфа в составе 
вирусоподобных частиц в экспериментах на мышах 
с трансплантированной карциномой Эрлиха был 
продемонстрирован высокий терапевтический по-
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тенциал этого препарата: рост опухоли снижался при 
использовании ФНО-альфа в составе ВПЧ в дозах, в 
10–100 раз меньших, чем при введении ФНО-альфа 
[6]. Вероятно, присутствие дсРНК может вносить 
существенный вклад в торможение роста опухоли: 
на модели перевивной меланомы B16-F10 были 
получены аналогичные результаты (неопубликован-
ные данные). В ходе недавних исследований было 
обнаружено повышение уровня экспрессии ряда 
интерферон-стимулированных генов в перитонеаль-
ных макрофагах мыши [7] и клетках меланомы [15] 
в ответ на введение дрожжевой дсРНК. В литературе 
есть сведения об участии ИФН разных типов (аль-
фа, бета и гамма), 2’,5’-олигоаденилатсинтетазы и 
протеинкиназы R в ингибировании пролиферации 
клеток и индукции апоптоза [16].

Полученные нами данные показали, что препа-
рат ВПЧ-ФНО-альфа отличался достоверно более 
высоким антипролиферативным и апоптогенным 
действием на клетки меланомы В16-F10 по сравне-
нию как с ФНО-альфа и дсРНК, так и с их смесью. 
Это позволяет заключить, что эффекты ВПЧ-
ФНО-альфа не являются результатом простого 
суммирования эффектов отдельных компонентов 
конструкции или их взаимного потенцирования, 
но базируются на более сложных механизмах. Воз-
можно, это связано с биологическими свойствами 
других компонентов вирусоподобной частицы. 
Так, например, известно, что полисахариды кле-
точных стенок бактерий, такие как зимозан и 
пептидогликаны, способны связываться с рецепто-

ром TLR2, который экспрессируется, в частности, 
меланоцитами и клетками меланомы [17]. Можно 
предположить, что полисахарид декстран оболочки 
вирусоподобной частицы способен взаимодейство-
вать с TLR2 и модулировать эффект ФНО-альфа че-
рез запуск дополнительных сигнальных каскадов. 
С другой стороны, микрочастицы декстрана спо-
собны усиливать доставку синтетической дсРНК 
poly I:C к эндосомам клетки [18], что может приво-
дить к повышению доступности внутриклеточных 
TLR3 для дсРНК и усилению сигнала с рецепторов 
клеточной мембраны. Несомненно то, что вопрос 
о механизмах синергидного эффекта компонентов 
молекулярной конструкции важен и требует даль-
нейшего внимательного изучения.

Заключение
Изучение цитотоксического действия препара-

та ФНО-альфа в составе вирусоподобных частиц 
(ВПЧ-ФНО-альфа) на клеточную линию меланомы 
В16-F10 показало, что клетки меланомы обладают 
высокой чувствительностью к препарату, анти-
пролиферативное действие которого оказалось 
дозозависимым. Комплексный препарат обладал 
более выраженным апоптогенным действием в от-
ношении опухолевых клеток по сравнению с ФНО-
альфа. Полученные результаты свидетельствуют 
о наличии синергидного антипролиферативного 
эффекта ФНО-альфа и дсРНК в составе конструк-
ции, изучение молекулярных механизмов которого 
требует дальнейшего исследования.
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