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DEVELOPMENT OF A RECOMBINANT ONCOLYTIC POLIOVIRUS TYPE 3 STRAIN WITH 
ALTERED CELL TROPISM 

Diffuse gliomas are incurable, prevalent, and aggressive central nervous system tumors. Therefore, the development of selective oncolytic viral strains for malignant 

neoplasms is highly relevant. This study aimed to create an oncolytic virus based on a vaccine strain of poliovirus type 3 with natural antitumor activity. To achieve 

this goal, we replaced the internal ribosome entry site (IRES) of poliovirus with the corresponding fragment of human rhinovirus 30. The resulting recombinant 

oncolytic strain RVP3 retained the serotype of poliovirus type 3, as confirmed by virus neutralization micro-test with specific antiserum. In addition, the oncolytic 

efficacy of RVP3 was assessed in vitro on a broad panel of cell cultures. According to the results, RVP3 has changed its tropism, losing the ability to replicate in 

conditionally normal cell lines of embryonic astrocytes and embryonic fibroblasts while retaining the ability to replicate in tumor cells.
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РАЗРАБОТКА РЕКОМБИНАНТНОГО ОНКОЛИТИЧЕСКОГО ШТАММА ПОЛИОВИРУСА 3-ГО ТИПА 
С ИЗМЕНЕННЫМ КЛЕТОЧНЫМ ТРОПИЗМОМ 

Диффузная глиома является неизлечимым заболеванием, наиболее распространенным и агрессивным типом опухолей ЦНС. Разработка 

высокоонкоселективных вирусных штаммов для терапии злокачественных новообразований является актуальной задачей. Целью работы было 

создание онколитического вируса на базе вакцинного штамма полиовируса 3-го типа, обладающего природной противоопухолевой активностью, 

путем замены IRES полиовируса соответствующим участком из риновируса человека 30 типа. В результате был успешно получен рекомбинантный 

онколитический штамм RVP3, сохранивший серотип полиовируса 3-го типа, что было подтверждено микрореакцией нейтрализации специфической 

антисывороткой. Онколитическая эффективность RVP3 была оценена in vitro на широкой панели клеточных культур. RVP3 изменил тропизм, потеряв 

способность эффективно реплицироваться в условно нормальных клеточных линиях эмбриональных астроцитов и эмбриональных фибробластов, 

сохранив способность эффективно реплицироваться в опухолевых клетках.
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Диффузная глиома является наиболее распространенным 
и агрессивным типом первичных злокачественных 
новообразований центральной нервной системы [1]. 
Рецидивы глиобластомы наблюдаются почти в 100% 
случаев и несмотря на использование всех стандартных 
лечебных подходов, включающих хирургическое 
удаление опухоли, лучевую, химио- и таргетную 
терапии, средняя выживаемость пациентов остается 
в пределах 12–18 месяцев после постановки диагноза 
[2]. В качестве альтернативного метода лечения была 
предложена вирусная терапия, основанная на применении 
непатогенных онколитических штаммов. Такие штаммы 
могут обладать природной тропностью к опухолевым 
клеткам, или их противоопухолевые свойства могут 
быть целенаправленно усилены путем модификации их 
генома. Развитие продуктивной инфекции в опухоли 
приводит к активации систем врожденного и адаптивного 
противоопухолевого иммунитета [3–5], что способствует 
уничтожению опухолевых клеток. 

Для терапии глиобластомы был разработан и испытан 
эффективный рекомбинантный онколитический штамм 
PVS-RIPO [6]. Внутриопухолевое введение PVS-RIPO в 
сочетании с химиотерапией и лучевой терапией привело 
к долговременным ремиссиям (более трех лет) у 21% 
пациентов [7]. 

PVS-RIPO представляет собой аттенуированный 
непатогенный онколитический вирус, созданный на основе 
вакцинного штамма полиовируса 1-го типа Сэбина, в котором 
внутренний сайт посадки рибосомы (IRES) на значительном 
протяжении содержит участок IRES риновируса человека 
типа 2 (HRV2). Его противоопухолевое действие основано 
на естественном тропизме полиовирусов к опухолевым 
клеткам, в том числе к опухолям нервной системы. 
Полиовирусы проникают в клетки через клеточный 
рецептор PVR/CD155, экспрессия которого существенно 
повышена в клетках солидных опухолей и клетках 
опухолевого микроокружения [7–9]. Однако существуют 
опасения, что при системном и внутриопухолевом введении 
полиовирусы могут проявлять нейротоксичность в связи с 
их способностью заражать нормальные нейроны. Тропизм 
полиовирусов обусловлен не только присутствием на 
клетке поверхностного рецептора, но и структурой 
вирусного IRES, обеспечивающего взаимодействие с 
рядом тканеспецифичных клеточных факторов, влияющих 
на эффективность инициации трансляции вирусных 
РНК [10, 11]. Так, клеточный фактор DRBP76 способен 
связываться со структурным элементом на 3'-участке 
IRES риновируса HRV2, подавляя инициацию трансляции 
полиовирусной РНК в клетках нейронного происхождения 
[12]. Тропизм полиовирусов в отношении нейронов 
можно частично объяснить отсутствием ингибирующего 
связывания DRBP76 с полиовирусным IRES. Химерный 
IRES, сохранивший крестообразную 5'-концевую шпильку 
полиовирусной РНК и содержащий внутреннюю часть 
IRES риновируса сужает круг чувствительных к вирусу 
клеток, в результате чего его тропизм ограничивается 
опухолевыми клетками, происходящими из глии и 

некоторых других тканей, дающих начало злокачественным 
новообразованиям человека, но не поражает нейроны [13]. 
Помимо опухолей головного мозга PVS-RIPO испытывают 
для терапии неоперабельных случаев меланом [14]. 
В целом многие чувствительные к иммунотерапии 
опухоли могут оказаться восприимчивы к виротерапии. 
Разработка таких штаммов в условиях увеличивающейся 
заболеваемости злокачественными новообразованиями 
становится особенно актуальной задачей. Связанные 
с использованием гетерологичных IRES изменения в 
тропизме вирусов в отношении индивидуальных опухолей 
пациентов расширяют потенциальный арсенал штаммов, 
из которых возможен персонифицированный подбор 
онколитических препаратов. В связи с этим мы создали на 
основе вакцинного штамма полиовируса 3-го типа Сэбина 
рекомбинантный онколитический вирус, в котором IRES 
полиовируса был заменен соответствующим участком из 
риновируса человека 30-го типа. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Создание рекомбинантного вирусного штамма RVP3

Рекомбинантный штамм RVP3 создавали на базе 
вакцинного штамма полиовируса 3-го типа (Сэбин – PV3S). 
Плазмидная конструкция на основе pUC18, кодирующая 
геном PV3S под управлением Т7 промотора, была 
разработана в лаборатории пролиферации клеток ИМБ 
РАН. Генетическую последовательность 5'-некодирующего 
участка риновируса A30 заимствовали из базы данных 
GenBank (Human rhinovirus 30 strain ATCC VR-1140, 
FJ445179.1).  Участок генома HRV30 (от 108-го до 521-го 
нуклеотида) был синтезирован IDT DNA (США). Плазмидную 
конструкцию, кодирующую геном рекомбинантного 
штамма, получили путем безлигазного клонирования двух 
фрагментов, наработанных в ходе ПЦР с праймерами, 
приведенными в таблице в соответствии с протоколом, 
описанным ранее [15]. Схема итоговой последовательности 
представлена на рис. 1.

Для получения инфекционной геномной РНК 
плазмидную конструкцию трансфецировали в клетки 
линии HEK293T совместно с плазмидой, экспрессирующей 
кодон-оптимизированную полимеразу бактериофага Т7, в 
соответствии с описанным ранее протоколом [16], спустя 
36–48 ч собирали питательную среду и использовали 
для заражения свежих клеток HEK293Т, после чего 
отслеживали появление фокусов цитопатического 
действия и формирование бляшек. 

Наработка вирусных штаммов

Наработку энтеровирусов PV3S и RVP3 проводили на 
клеточных линиях RD и HEK293T. Клетки рассевали 
за сутки до заражения, при 70%-й конфлюэнтности и 
множественности (MOI), равной 0,1 инф. ед. на клетку. 
Цитопатическое действие развивалось спустя 24 ч. 
Вируссодержащий супернатант осветляли от клеточного 

Таблица. Перечень олигонуклеотидных последовательностей, используемых для наработки последовательности ДНК RVP3

№ Название Последовательность Температура плавления,  °С

1 HRV30 IRES for tttatactccctcccttagaagttttacataaagaccaataggt 56

2 HRV30 IRES rev taagttaaggagtaaaacgcaattgctcattacgact 56

3 P3vect for ttttactccttaacttattgaaattgtttgaagac 57

4 P3vect rev gggagggagtataaaacaggcgta 57
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Рис. 1. Схема RVP3. Химерный участок составлен из IRES риновируса и полиовируса 3-го типа 

дебриса центрифугированием при +4 °С, 2500 об./мин в 
течение 15 мин. Вируссодержащую жидкость делили на 
аликвоты по 0,5 мл и хранили при –80 °С до проведения 
экспериментов. 

Получение противовирусной нейтрализующей 
антисыворотки иммунизированной овцы и 
проведение микрореакции нейтрализации

В исследовании использовали шестимесячного ягненка 
породы Дорпер. Ягненок был получен от заводчиков 
фермы «Капри» (Калужская область). Содержали ягненка 
в условиях фермы, в рацион входило сено, комбикорм, 
витаминные добавки, проводились регулярные 
мероприятия по обработке против гельминтов.

Смешивали 1 мл вируссодержащей жидкости 
(109 инф. ед) с равным объемом полного адъюванта 
Фрейнда (DIFCO; США), гомогенизировали до получения 
стабильной суспензии и вводили ягенку внутрикожно в 
объеме по 0,1 мл с двух сторон в область заднего бедра и 
по 0,4 мл внутримышечно с двух сторон в область бедер. 
Далее инъекции проводили аналогично, но в смеси с 
неполным адъювантом Фрейнда (DIFCO; США) 4 раза с 
интервалом 7 дней. В ходе проведения эксперимента 
ягненок содержался отдельно от стада. Через 7 суток 
после пятого введения проводили забор крови с помощью 
нескольких вакуумных пробирок с коагулянтом объемом 
9 мл — суммарно 40 мл из яремной вены. Животное не 
подлежало умерщвлению и присоединялось к стаду. 
Отобранную кровь оставляли на 4 ч до формирования 
сгустка, после чего осветляли центрифугированием при 
5000 об./мин 15 мин. Полученную сыворотку делили на 
аликвоты и хранили при –70 °С. 

В качестве дополнительного теста серотипа нового 
штамма проводили микротест на нейтрализацию 
инфекционности специфичной овечьей антисывороткой 
к полиовирусу 3-го типа, как подробно описано ранее 
[17]. Для этого вируссодержащий раствор инкубировали 
в течение 2 ч с антисывороткой при  23 разведениях 
(1 : 10 000, 1 : 7500, 1 : 5 000, 1 : 4 000, 1 : 3500, 1 : 3000, 
1 : 2500, 1 : 2000, 1 : 1500, 1 : 1000, 1 : 750, 1 : 500, 1 
: 200, 1 : 100, 1 : 75, 1 : 50, 1 : 30, 1 : 20, 1 : 15, 1 : 10, 
1 : 7, 1 : 5, 1 : 1). Кроме PV3S и RVP3 так же тестировали 
другие непатогенные онколитические штаммы: Коксаки В5 
(GenBank: MG642820.1), Коксаки А7 (GenBank: JQ041367.1) 
и прототипный штамм Travis Эховируса 12 типа (GenBank: 
X79047.1). 

Оценка чувствительности клеточных линий к 
заражению и продуктивности вирусной репликации

Для проверки чувствительности клеточной линии к 
заражению вирусами испытуемые клетки высевали 

на 96-луночные планшеты до конфлюэнтности 40% 
(4000–8000  клеток на лунку, в зависимости от культуры). 
На следующий день клетки инфицировали вирусом в 
широком диапазоне множественности (MOI от 0,001 
до 100) в бессывороточной среде DMEM. Через час 
после адсорбции вируса среду заменяли на DMEM с 1% 
фетальной бычьей сыворотки (ФБС). Через 72 ч оценивали 
жизнеспособность клеток постановкой МТТ-теста. Для 
удобства интерпретации значения TCID

50
 рассчитывали 

по методу Рида и Менча [18]. Титрования проводили в 
четырех технических параллелях и трех независимых 
биологических повторностях эксперимента. 

Для проверки продуктивности репликации клетки 
высевали на 12-луночный планшет, заражение проводили 
путем инкубации клеток 50%-й конфлюэнтности с вирусом 
в течение 1 ч (MOI = 0,1) при 37 °С в среде DMEM. Отмытые 
от вируса клетки помещали в свежую среду с 0,5% ФБС. 
Через 48 ч после инфицирования собирали супернатанты. 
Продуктивность вирусной репликации определяли путем 
титрования на клетках HEK293T заражением серийными 
разведениями супернатантов (метод Рида и Менча).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оживление и наработка RVP3 в культуре

В результате трансфекции плазмиды, кодирующей геном 
RVP3 в присутствии плазмиды, экспрессирующей кодон-
оптимизированную полимеразу бактериофага Т7, через 
48 ч в клеточном супернатанте появились инфекционные 
частицы, наличие которых определяли по цитопатическому 
действию после повторного заражения свежего монослоя 
клеток HEK293T. В дальнейшем вирус прошел более 15 

Рис. 2. Сравнение вирусного титра на чувствительных к энтеровирусам 
культурах клеток RD и HEK293T
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адаптационных пассажей, после чего была проведена 
его наработка на линиях HEK293T и RD. Титр вируса был 
определен методом Рида и Менча и проведено сравнение 
продуктивности наработки в сравнении с PV3S (рис. 2).  
Для дальнейшей наработки вируса была выбрана культура 
HEK293T, поскольку на ней вирус реплицировался 
наиболее эффективно.

RVP3 сохраняет серотип полиовируса 3-го типа

Микрореакция нейтрализации подтвердила эффективную 
инактивацию PV3S в разведении 1/3000–1/2500. 
Данный тест подтвердил также высокую специфичность 
сыворотки: перекрестная инактивация энтеровирусов 
другого серотипа (вирусов Коксаки А7, В5 и эховируса 12) 
была эффективна лишь в разведениях 1/10–1/7. Вирус 
RVP3 инактивировался овечьей антисывороткой против 
PV3 в разведениях 1/2000–1/1500, что свидетельствует о 
сохранении серотипа полиовируса 3-го типа (рис. 3). 

Сравнение цитолитической активности RVP3 
и PV3S in vitro

Сравнительная оценка способности нового штамма RVP3 
и исходного штамма PV3S оказывать цитолитическое 
действие на ряд линий опухолевых и условно нормальных 
культур клеток приведена на рис. 4. Опухолевые линии 
были представлены модельными культурами глиобластом 
DBTRG-05 MG, A-172 и U-251 MG (из коллекции ATCC; 
США) и малопассажными линиями глиобластом PrGl1, 
PrGl2, PrGl3, PrGl4, PrGl5 и PrGl6, полученными и 
охарактеризованными в лаборатории пролиферации 
клеток ИМБ РАН [19], тремя модельными линиями 
нейробластом SK-N-MC, Lan1 и IMR-32, приобретенными 
в коллекции Института цитологии РАН (Россия),  а также 
две опухолевые линии клеток RD и HOS из коллекции 
лаборатории пролиферации клеток ИМБ РАН. В 
качестве условно нормальных клеток были использованы 
эмбриональные фибробласты человека (HEF) и нормальные 
эмбриональные астроциты, полученные из лаборатории 
иммунохимии НМИЦ ПН им. В. П. Сербского (Россия), а 
также мононуклеарные клетки периферической крови, 
полученные от двух разных пациентов (peripheral blood 
mononuclear cells, PBMC). 

Оба вируса продемонстрировали высокую онколитическую 
активность в отношении исследованной панели культур. 
Продуктивность репликации RVP3 была существенно ниже, 
причем особенно существенное снижение было отмечено 
на эмбриональных фибробластах и эмбриональных 
астроцитах.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Разработка онкоселективных штаммов, обладающих 
усиленной способностью реплицироваться в клетках 
злокачественных опухолей при отсутствии поражения 
нормальных клеток в органах и тканях является важным 
этапом на пути скорейшего внедрения онколитической 
вирусной терапии в клиническую практику. 

Тропизм энтеровирусов в отношении различных типов 
клеток определяется не только различиями в экспрессии 
на поверхности клеток специфичных белков, используемых 
вирусами в качестве рецепторов проникновения, но 
и структурой 5'-концевых нетранслируемых участков, 
представленных областью внутренней посадки 

рибосом. Эффективность трансляции вирусной РНК во 
многом зависит от связывания тех или иных клеточных 
регуляторных факторов, присутствие которых может 
варьироваться в широких пределах в клетках как различных 
тканей, так и индивидуальных опухолей пациентов. В этой 
связи один и тот же вирусный штамм может оказаться 
эффективным в отношении опухоли одного пациента, но 
не способным реплицироваться и убивать клетки другого 
пациента, в которых экспрессия необходимых рецепторов 
или внутренних факторов ограничена. На фоне такого 
разнообразия опухолевых клеток для онколитической 
вирусной терапии требуется персонифицированный 
подбор препаратов из большого арсенала вирусных 
штаммов, обладающих различным клеточным тропизмом. 
Замена IRES может быть источником дополнительного 
разнообразия вирусных штаммов, а также инструментом 
для изучения влияния отдельных структурных элементов 
на способность заражать те или иные типы клеток. 

Основываясь на этой концепции, мы сконструировали 
рекомбинатный вариант на основе вакцинного штамма 
полиовируса 3-го типа (PV3S). Из трех вакцинных 
штаммов полиовирусов PV3S демонстрировал наиболее 
эффективные литические свойства в отношении 
первичных линий глиобластомы. В IRES PV3S есть всего 
лишь одна нуклеотидная замена, по сравнению с диким 
патогенным штаммом PV3 Leon, из которой он был получен 
путем длительного пассирования в клетках обезьян in vitro 
и in vivo [20]. PV3S при этом намного чаще чем PV1S был 
причиной ассоциированного с вакцинацией полиомиелита 
в результате реверсий [21]. Поэтому замена регуляторного 
участка на IRES риновируса полностью предотвращает 
возможность реверсий и повышает безопасность 
потенциального онколитического вируса.

В результате повсеместной вакцинации от полиомиелита 
трехвалентной живой полиовирусной вакциной, почти все 
население планеты обладает пожизненным иммунитетом. 
Однако эффективность нейтрализации PV3S антителами 
вакцинированных людей минимальна по сравнению с 
двумя другими вариантами полиовирусов [22], что может 
обеспечить ему большую эффективность при терапии 
онкологических заболеваний. 

По результатам испытания продуктивности вирусной 
инфекции на панели опухолевых и нормальных клеток (рис. 4) 
обнаружено существенное изменение тропизма RVP3 по 
сравнению с PV3S. Только в клетках остеосаркомы HOS 
вирус RVP3 реплицировался так же эффективно, как 

Рис. 3. Анализ результатов микрореакции нейтрализации штаммов 
антисывороткой к полиовирусу 3-го типа

Вирусные штаммы

PV3S
RV3S

CVB5
CVA

7

ECH01
2T

Р
аз

ве
д

ен
ие

 а
нт

ис
ы

во
р

от
ки

10 000

1000

100

10

1

PV3S

RVP3

CVB5

CVA7

ECHO12T



9

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ    ОНКОЛОГИЯ

ВЕСТНИК РГМУ   2, 2022   VESTNIKRGMU.RU| |

PV3S, в остальных же типах клеток рекомбинантный вирус 
реплицировался на 2–4 порядка хуже. При этом менялась и 
относительная эффективность репликации: там, где PV3S 
показывал лучшую репликацию (например, в клетках PrGl6 
и U251MG), RVP3 мог показывать средние или худшие 
результаты. Мы не заметили также принципиальных 
различий между репликацией RVP3 в клетках нейронного 
происхождения, представленных нейробластомами. Хотя 
по сравнению с PV3S репликация RVP3 в клетках SK-N-
MC, Lan1 и IMR-32 была снижена, она все же проходила 
и приводила к гибели клеток. Можно предположить, 
что нейробластомы существенно изменяют спектры 
экспрессии белковых факторов, взаимодействующих 
с IRES, что объясняет приобретение нейробластомами 
чувствительности к вирусу, который неспособен заражать 
нормальные нейроны. 

Мы обнаружили также, что RVP3 обладает более 
высокой онкоселективностью, поскольку продуктивность 
его репликации в нормальных астроцитах и эмбриональных 
фибробластах была снижена по сравнению с репликацией 
PV3S на три и четыре порядка соответственно, а 
способность вируса реплицироваться в мононуклеарных 
клетках остается на минимальном уровне.   

Более миллиарда случаев применения живой 
оральной полиомиелитной вакцины, способной попадать 
через Пейеровы бляшки в кровь и затем проходить 
гематоэнцефалический барьер, подтвердили, что 
использование таких вакцин, в частности, вакцинного 

штамма полиовируса 3-го типа не приводит к 
неврологическим симптомам и появлению вируса в 
ЦНС. Клетки, пассируемые in vitro, как правило, более 
восприимчивы к вирусам, чем клетки организма. В процессе 
пассирования на искусственных средах метаболизм клеток 
существенно перестраивается [23]. Примечательно, 
что факт восприимчивости клеток in vitro не является 
показателем патогенности вируса.  Однако для проявления 
патогенности репликация вируса в клетках важна, и, 
если вирус ограничен в репликации in vitro, он с меньшей 
вероятностью может оказаться патогенным. Поэтому 
терапевтические вирусные штаммы должны обладать 
максимальной репликативной способностью в клетках 
опухоли пациента, но оказывать минимальное воздействие 
на клеточные компоненты нормальных тканей.  

Дальнейшее изучение роли IRES в определении 
способности энтеровирусов реплицироваться в 
различных типах опухолевых и нормальных клеток будет 
способствовать созданию еще большего разнообразия 
безопасных терапевтических вирусных штаммов и 
пополнять арсенал средств для персонифицированной 
терапии онкологических больных. 

ВЫВОДЫ

Получен рекомбинантный онколитический штамм RVP3, в 
котором IRES полиовируса был заменен соответствующим 
участком из риновируса человека 30-го типа. Данный 

Рис. 4. Оценка потенциала RVP3 и PV3S in vitro. А. Чувствительность клеточных линий к вирусу. Б. Продуктивность вирусной репликации
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штамм может быть успешно наработан на модельных 
клеточных культурах. RVP3 сохранил серотип полиовируса 
3-го типа. Онколитическая эффективность RVP3 была 
оценена in vitro на широкой панели клеточных культур. 
Штамм несколько изменил тропизм, существенно снизив 
способность реплицироваться в условно нормальных 

клеточных линиях эмбриональных астроцитов и 
эмбриональных фибробластов. Отмечено также изменение 
спектра воздействия рекомбинантного вируса в отношении 
ряда линий опухолевых клеток, что придает ему отличные 
свойства по сравнению с исходным вакцинным штаммом 
полиовируса.  
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