
Важ ным ци то ки ном, вов ле чен ным в ми е ло -
по эз и фор ми ро ва ние кле ток им мун ной сис те мы,
яв ля ет ся фак тор, сти му ли ру ю щий об ра зо ва ние
гра ну ло ци тов и мак ро фа гов из плю ри по тен т ных
кле ток — гра ну ло ци тар но- мак ро фа галь ный ко ло -
ни ес ти му ли ру ю щий фак тор. ГМ-КСФ не толь ко

сти му ли ру ет про ли фе ра цию и соз ре ва ние ми е ло -
ид ных кле ток - п ред шес т вен ни ков, но так же уси ли -
ва ет раз лич ные фун к ции зре лых эф фек тор ных
кле ток: по вы ша ет спо соб ность ней т ро фи лов, мак -
ро фа гов и эози но фи лов к фа го ци то зу и раз ру ше -
нию мик ро ор га низ мов [1, 2] и уве ли чи ва ет ан ти те -
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Вы  со ко э ф фек т ив  ная  про дук ция  би о ло ги чес  ки а к тив н о го
сек  ре ти р у е  мо го гра  ну ло ц и тар н о- мак  ро фа галь но го
ко л о ни ес  ти му ли ру ю  ще го фак то  ра че  ло ве к а 
ре к ом би  нан т ным ви  ру сом  ос по  вак ци  ны

По лу чен штамм ре ком би нан т но го ви ру са ос по вак ци ны VV-GMCSF-S1/3, со дер жа -
щий встрой ку пол но раз мер ной ко пии ДНК мат рич ной РНК гра ну ло ци тар но- мак ро -
фа галь но го ко ло ни ес ти му ли ру ю ще го фак то ра (ГМ-КСФ) че ло ве ка в струк тур ной
час ти гена ви рус ной ти ми дин ки на зы. Эк с прес сия гена ГМ-КСФ в сос та ве ре ком би -
нан т но го ви ру са осу щес т в ля ет ся под кон т ро лем при род но го про мо то ра р7.5K ви ру -
са ос по вак ци ны с об ра зо ва ни ем сек ре ти ру е мой зре лой фор мы бел ка с мо ле ку ляр -
ной мас сой 32 кДа. Би о ло ги чес кую ак тив ность ГМ-КСФ оце ни ва ли по сти му ля ции
про ли фе ра ции ци то кин - за ви си мых кле ток эрит ро лей ко за че ло ве ка TF-1. Уро вень
сек ре ции би о ло ги чес ки ак тив но го ГМ-КСФ че ло ве ка в сис те ме ре ком би нан т ный ви -
рус ос по вак ци ны — клет ки мле ко пи та ю щих сос та вил 1—40 мкг/мл куль ту раль ной
сре ды. Ре ком би нан т ный штамм VV-GMCSF-S1/3 мо жет быть ис поль зо ван в ка чес т -
ве про ду цен та зре лой гли ко зи ли ро ван ной фор мы ГМ-КСФ че ло ве ка, а так же в ка -
чес т ве век то ра для кон с т ру и ро ва ния он ко ли ти чес ких ви ру сов и по ли ва лен т ных вак -
цин ных пре па ра тов.

Клю че вые сло ва: ГМ-КСФ че ло ве ка, клет ки эрит ро лей ко за че ло ве ка TF-1, оцен ка сти му ля ции про ли фе ра ции кле ток
ХТТ, ре ком би нан т ный ви рус ос по вак ци ны, штамм Л-ИВП. 

                                 
Граж дан це ва Ан то ни на Ана то ль ев на, Си во ло бо ва Га ли на Фи лип по вна, Тка че ва Ана ста сия Вик то ров на, Ги ле ва Ири на Пав лов -
на, Ку ли ги на Еле на Вла ди ми ров на, Рих тер Вла ди мир Алек сан д ро вич, Коч не ва Га ли на Ва ди мов на.

Спи сок со кра ще ний:  а.к. — ами но кис лот; БОЕ — бляш ко об ра зу ю щая еди ни ца; ВОВ — ви рус оспо вак ци ны; ГМ-КСФ — гра ну -
ло ци тар но-мак ро фа га ль ный ко ло ни ести му ли ру ю щий фак тор; ОП — оп ти че ская плот ность; п.н. — пар нук ле о ти дов; ПЦР
— по ли ме раз ная цеп ная ре ак ция; ХТТ — 2,3-бис (2-ме ток си-4-ни тро-5-су ль фо-фе нил)-2Н-тет ра зо лий-5-кар бок са ни лид; BCIP 
(5-bro mo-4-chlo ro-3-in do lyl fhos p hat) — 5-бром-4-хлор-3-ин до лил фос фат; NBT — nit ro blue tet ra zo li um; PMS — фе на зин ме та -
су ль фат; TBS — фи зио ло ги че ский рас твор с трис-бу фе ром.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



ло за ви си мую кле точ но -о пос ре до ван ную ци то ток -
сич ность в от но ше нии опу хо ле вых кле ток [3]. По -
ка за на эф фек тив ность ис поль зо ва ния ГМ-КСФ
при хи ми о те ра пии для сни же ния тя жес ти ней т ро -
пе нии [4]. 

Ген ГМ-КСФ ши ро ко ис поль зу ет ся в ка чес т -
ве тран с ге на при кон с т ру и ро ва нии ре ком би нан т -
ных он ко ли ти чес ких ви ру сов [5]. В час т нос ти, ген 
ГМ-КСФ че ло ве ка был встро ен в ге ном двух штам -
мов ви ру са ос по вак ци ны (ВОВ) — WR (JX-963) [6] 
и Wyeth (JX-594) [7] — в рай он гена ви рус ной ти ми -
дин ки на зы под кон т ро лем син те ти чес ко го ран не-
 поз д не го про мо то ра ВОВ [8]. Эти штам мы в нас то я -
щее вре мя ус пеш но про хо дят кли ни чес кие ис пы та -
ния в ка чес т ве про ти во о пу хо ле вых пре па ра тов [7, 9].
Од на ко оба эти штам ма име ют ряд не дос тат ков.

Штамм JX-963 соз дан на ос но ве ней ро па то -
ген но го для мы шей штам ма WR ВОВ, и хотя этот
штамм об ла да ет вы со кой он ко ли ти чес кой ак тив -
нос тью, он не мо жет рас с мат ри вать ся в ка чес т ве
ос но вы бе зо пас но го ле кар с т вен но го пре па ра та
из - за вы со кой ве ро ят нос ти пос тинъ ек ци он ных ос -
лож не ний. В ли те ра ту ре от сут с т ву ют дан ные по
уров ню про дук ции ГМ-КСФ с использованием
дан но го ре ком би нан т но го штам ма.

Штамм JX-594 соз дан на ос но ве штам ма
Wyeth ВОВ, ко то рый не ис поль зо вал ся в Рос сии в
ка чес т ве про ти во ос пен ной вак ци ны, а уро вень
про дук ции ГМ-КСФ под кон т ро лем син те ти чес ко -
го про мо то ра в сос та ве ре ком би нан т но го штам ма
JX-594 очень ни зок — 20—40 пг на 1 мл куль ту -
раль ной сре ды при ин фек ции кле ток с мно жес т вен -
нос тью 0,1 БОЕ/кл [4]. Кро ме гена ГМ-КСФ
штамм JX-594 не сет в сос та ве ге но ма круп ный
(свы ше 3000 п.н.) фраг мент бак те ри аль ной ДНК
(ген -галактозидазы E. coli) в не пос ред с т вен ной
бли зос ти от гена ГМ-КСФ, ко то рый мо жет дес та -
би ли зи ро вать струк ту ру все го рай о на встрой ки и
эк с прес сия ко то ро го под кон т ро лем вы со ко эф фек -
тив но го про мо то ра ВОВ р7.5К мо жет не га тив но
ска зать ся на жиз не де я тель нос ти клет ки. 

ВОВ име ет дли тель ную и ус пеш ную ис то -
рию ме ди цин с ко го при ме не ния в ка чес т ве жи вой
вак ци ны при ис ко ре не нии оспы на зем ном шаре
[10]. В раз ных стра нах для вак ци на ции про тив
оспы ис поль зо ва ли раз ные штам мы ВОВ. Од ним
из штам мов, ко то рый при ме ня ли в Рос сии, яв ля ет -
ся Л-ИВП, би о ва ри ант штам ма Лис тер (Lister)
[11]. Для пре дот в ра ще ния воз мож ных пос т вак ци -
наль ных ос лож не ний раз ра бо тан це лый ряд ат те -
ну и ро ван ных ва ри ан тов ВОВ с де ле ци я ми учас т -
ков ге но ма, от вет с т вен ных за ви ру лен т ность [12].
Ген ти ми дин ки на зы (tk) яв ля ет ся фак то ром ви ру -
лен т нос ти ВОВ, инак ти ва ция ко то ро го при во дит

к су щес т вен ной ат те ну а ции ви ру са in vivo  [13].
Этот рай он ге но ма ши ро ко ис поль зу ет ся для
встрой ки чу же род ных ге нов (тран с ге нов) с целью 
по лу че ния би ва лен т ных вак цин (гены про тек тив -
но зна чи мых бел ков воз бу ди те лей ви рус ных и бак -
те ри аль ных за бо ле ва ний [14]) или он ко ли ти чес -
ких пре па ра тов (гены им му нос ти му ли ру ю щих,
ци то ток си чес ких и дру гих бел ков [5]). Ре ком би -
нан т ные штам мы ВОВ так же мо гут ис поль зо вать -
ся в ка чес т ве про ду цен тов бел ков, тре бу ю щих пос т -
т ран с ля ци он ной мо ди фи ка ции [15]. Эк с прес сию
ге нов та ких бел ков це ле со об раз но про во дить под
кон т ро лем ран не- поз д них про мо то ров ВОВ, ко то -
рые обес пе чи ва ют кон с ти ту тив ный син тез бел ков
на про тя же нии все го цик ла ин фек ции. 

Целью на шей ра бо ты было соз да ние уни вер -
саль но го ре ком би нан т но го штам ма ВОВ на ос но -
ве рос сий с ко го вак цин но го штам ма Л-ИВП, эф -
фек тив но про ду ци ру ю ще го сек ре ти ру е мую зре -
лую фор му ГМ-КСФ че ло ве ка и при год но го для
кон с т ру и ро ва ния на его ос но ве он ко ли ти чес ких
ви ру сов и по ли ва лен т ных вак цин.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ре ак ти вы. В ра бо те ис поль зо ва ли ком п -
лект ре а ген тов для эк с трак ции ви рус ной ДНК из
ли за тов кле ток Ам п лиП райм ДНК-сорб-В («Ин -
тер Лаб Сер вис»); на бор EndoFree Plasmid Maxi Kit 
(Qiagen) для очиc т ки плаз мид ной ДНК; ре а гент
Lipofectamine™ LTX Plus (Invitrogen) для тран с -
фек ции ДНК в клет ки. Оли го нук ле о ти ды были
син те зи ро ва ны в Ин с ти ту те хи ми чес кой би о ло -
гии и фун да мен таль ной ме ди ци ны СО РАН.

Клет ки и ви ру сы. Клет ки поч ки аф ри кан -
с кой зе ле ной мар тыш ки CV-1, поч ки си рий с ко го
хо мяч ка BHK-F и де фек т ные по ти ми дин ки на зе
клет ки ос те о сар ко мы че ло ве ка Н143ТК– вы ра щи -
ва ли на сре де DMEM (Invitrogen). Дип ло ид ные
клет ки лег ко го эм б ри о на че ло ве ка ЛЭЧ-240 вы ра -
щи ва ли на сре де F-12 (Invitrogen). Клет ки эрит ро -
лей ко за че ло ве ка TF-1 куль ти ви ро ва ли на сре де
RPMI (Invitrogen). Во всех слу ча ях в рос то вую сре -
ду до бав ля ли 10% эм б ри о наль ной те лячь ей сы во -
рот ки (HyClone). Клет ки вы ра щи ва ли в куль ту раль -
ной плас ти ко вой по су де (Greiner) в ат мос фе ре 5%
СО2 при 37°. ВОВ, штамм Л-ИВП, был по лу чен из 
Го су дар с т вен ной кол лек ции Рос пот реб над зо ра
воз бу ди те лей ви рус ных ин фек ций, рик кет си о зов
ФБУН ГНЦ ВБ «Век тор». Пол ная нук ле о тид ная
пос ле до ва тель ность ге но ма это го штам ма де по ни -
ро ва на в GenBank под но ме ром KP233807. Ви рус
ак ку му ли ро ва ли, очи ща ли и кон цен т ри ро ва ли,
как опи са но ра нее  [13]. Титр ви ру са оп ре де ля ли
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ме то дом бля шек на мо нос лое кле ток CV-1, ок ра -
шен ном фик си ру ю щим рас т во ром крис тал ли чес -
ко го фи о ле то во го (2 г/л крис тал ли чес ко го фи о ле -
то во го (Sigma-Aldrich), 50 мл/л фор маль де ги да
(Carl Roth, Гер ма ния), 100 мл/л эта но ла (Ке ме ров -
с кая фар ма цев ти чес кая фаб ри ка) в воде). Титр вы -
ра жа ли в чис ле БОЕ в 1 мл сус пен зии.

Тран с фек ция кле ток CV-1 плаз мид ной
ДНК и по лу че ние ре ком би нан т но го штам ма
ВОВ. Для про ве де ния тран с фек ции ДНК плаз ми -
ды pXJP5.2-GMCSF была пре па ра тив но по лу че на
в клет ках E. coli и вы де ле на из 250 мл сре ды Лу -
рия—Бер та ни с ис поль зо ва ни ем на бо ра EndoFree
Plasmid Maxi Kit. Тран с фек цию про во ди ли на
90%-ном мо нос лое кле ток CV-1, вы ра щен ном в
шес ти лу ноч ных план ше тах (CELLSTAR, Greiner).
Клет ки ин фи ци ро ва ли ви ру сом ос по вак ци ны с
мно жес т вен нос тью 0,05 БОЕ/кл и че рез 1 ч ин ку -
ба ции при 37є до бав ля ли смесь плаз мид ной ДНК
(5 мкг), ли по фек та ми на (20 мкл) и ре а ген та Plus в
со от вет с т вии с ре ко мен да ци ей про из во ди те ля в 1
мл сре ды Opti-MEM (Invitrogen). Че рез 1 ч ин ку ба -
ции при 37є в лун ки до бав ля ли по 2 мл сре ды
Opti-MEM и ин ку би ро ва ли при 37є в ат мос фе ре
5% СО2 еще 24—36 ч до раз ви тия ци то па ти чес ко -
го эф фек та. Ма те ри ал триж ды за мо ра жи ва ли—от -
та и ва ли и об ра ба ты ва ли уль траз ву ком для по лу че -
ния го мо ген ной ви рус ной сус пен зии. Да лее про во -
ди ли се лек цию ре ком би нан тов пу тем двук рат но -
го пас си ро ва ния на мо нос лое кле ток Н143ТК– с до -
бав ле ни ем бром де зок си у ри ди на (Sigma) в кон цен -
т ра ции 25 мкг/мл сре ды DMEM. Ви рус кло ни ро ва -
ли ме то дом бля шек под твер дым ага ро вым пок ры -
ти ем и ана ли зи ро ва ли на на ли чие встав ки гена
ГМ-КСФ че ло ве ка ме то дом ПЦР с ис поль зо ва ни -
ем прай ме ров: 

TKVVsense: 5-CGATGTTCTTCGCAGATGAT,

TK2 internal antisense: 5-TTCTGTGAG C G -
TATGGCAAA, 

GMCSF antisense: 5-GGGCTAAAGT TCTC -
TG GAGG. 

Отоб ран ный ре ком би нан т ный ва ри ант
дваж ды рек ло ни ро ва ли, что бы из ба вить ся от сле -
до вых ко ли честв ис ход но го ви ру са, на кап ли ва ли
на мо нос лое кле ток CV-1 и очи ща ли цен т ри фу ги -
ро ва ни ем в гра ди ен те плот нос ти са ха ро зы
(25—40%). Очи щен ный ре ком би нан т ный штамм
с тит ром 109 БОЕ/мл хра ни ли в рас фа со ван ном
виде при –80°. Штамм де по ни ро ван в Го су дар с т -
вен ной кол лек ции Рос пот реб над зо ра воз бу ди те -
лей ви рус ных ин фек ций, рик кет си о зов ФБУН
ГНЦ ВБ «Век тор» под но ме ром V-631.

Оцен ка про дук ции ГМ-КСФ че ло ве ка ре -
ком би нан т ным штам мом ВОВ. Мо нос лой кле -
ток CV-1 (90% по вер х нос ти), вы ра щен ный в куль -
ту раль ном мат ра се объ е мом 650 мл, ин фи ци ро ва -
ли ре ком би нан т ным штам мом ВОВ или ис ход ным
штам мом Л-ИВП с мно жес т вен нос тью 1 БОЕ/кл и 
ин ку би ро ва ли 24 ч при 37° в ат мос фе ре 5% СО2.
За тем клет ки раз ру ша ли ли зи ру ю щим бу фе ром
(50 мM трис-HCl, pH 7,5, 150 мM NaCl, 1% три то -
на X-100, 5 мM MgCl2 (proteases inhibitor cocktail)) 
в объ е ме 7 мл, про во ди ли 3 ра ун да за мо ра жи ва -
ния—от та и ва ния и трех к рат ную об ра бот ку уль -
траз ву ком (20 с при 200—300 Вт с ох лаж де ни ем в
те че ние 10 с пос ле каж дой об ра бот ки), цен т ри фу -
ги ро ва ли при 22000 g 30 мин при 4°; су пер на тант
ана ли зи ро ва ли с по мощью вес тер н - б ло тин га, ис -
поль зуя в ка чес т ве пер вич ных ан ти тел кро личьи
по лик ло наль ные ан ти те ла (rabbit anti-human
GM-CSF polyclonal antibody, PerroTech). В ка чес т -
ве вто рич ных ан ти тел ис поль зо ва ли ан ти те ла к
им му ног ло бу лину G кро ли ка (anti- rabbit IgG,
whole molecule, alkaline phos phatase conjugate,
Sigma). Элек т ро фо ре ти чес кое раз де ле ние бел ков
про во ди ли в ка ме ре Mini- Protein 3 Cell (BioRad) в
5%-ном кон цен т ри ру ю щем и 14%-ном раз де ля ю -
щем ак ри ла мид ном ге ле. Пе ре нос бел ков с геля
осу щес т в ля ли в ка ме ре MiniTrans-Blot Cell
(BioRad) на мем б ра ну PVDF (раз мер пор 0,2 мкм)
в те че ние 1 ч 20 мин. Мем б ра ну про мы ва ли, бло ки -
ро ва ли 5%-ным рас т во ром мо ло ка (Fluka) и ин ку -
би ро ва ли с пер вич ны ми ан ти те ла ми (0,2 мкг/мл
ТВS, рН 7,4 с 0,1% твина-20 и 5% мо ло ка) 16 ч при 
4є. За тем про во ди ли свя зы ва ние с вто рич ны ми ан -
ти те ла ми в ра бо чем раз ве де нии 1:5000 в ТВS, рН
7,4, с 0,1% твина-20 и 5% мо ло ка в те че ние 1 ч при 
ком нат ной тем пе ра ту ре. В ка чес т ве суб с т ра та ис -
поль зо ва ли BCIP (5-bro mo- 4-chloro-3-indolyl
phosphate) и NBT (Nitro Blue tetrazolium) (Sigma-
 Aldrich). Ре ак цию ос та нав ли ва ли про мы ва ни ем
мем б ра ны в дис тил ли ро ван ной воде.

Ана лиз би о ло ги чес кой ак тив нос ти про дук та
гена ГМ-КСФ че ло ве ка, эк с прес си ро ван но го в
сос та ве ре ком би нан т но го ви ру са ос по вак ци -
ны. Би о ло ги чес кую ак тив ность ГМ-КСФ че ло ве -
ка, сек ре ти ру е мо го из кле ток BHK-F и ЛЭЧ-240,
ин фи ци ро ван ных ре ком би нан т ным ВОВ, оце ни ва -
ли по уров ню сти му ля ции про ли фе ра ции кле ток
эрит ро лей ко за че ло ве ка TF-1. Дан ный тест ос но -
ван на спо соб нос ти  кле ток ли нии TF-1 про ли фе -
ри ро вать толь ко в при сут с т вии ГМ-КСФ (ГМ-КС -
Ф - за ви си мость), ко то рую оце ни ва ли с по мощью
мик ро ме то да на 96-луночных куль ту раль ных план -
ше тах (CELL STAR, Greiner) с ис поль зо ва ни ем ре а -
ген та XTT (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-суль фо-
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 фе нил)-2H-тетразолий-5-карбоксанилид, Sigma)
[16, 17]. Ме тод использует спо соб нос ть ми то хон д -
ри аль ных де гид ро ге наз кон вер ти ро вать во до рас т -
во ри мый ХТТ в фор ма зан, крис тал ли зу ю щий ся
внут ри клет ки. Пе ре вод фор ма за на в рас т вор с по -
мощью фе на зин ме та суль фа та (PMS) (Fluka) и пос -
ле ду ю щая фо то мет рия поз во ля ли точ но со от нес -
ти из ме не ние оп ти чес кой плот нос ти (ОП) рас т во -
ра с из ме не ни ем ко ли чес т ва жиз нес по соб ных кле -
ток. Мы оце ни ва ли сти му ляцию про ли фе ра -
тивной ак тив ности куль ту раль ной сре ды че рез 48
ч пос ле за ра же ния кле ток ре ком би нан т ным или
кон т роль ным (штамм Л-ИВП) ВОВ с мно жес т вен -
нос тью 0,5 БОЕ/кл. Пе ред ис поль зо ва ни ем куль ту -
раль ную сре ду ос вет ля ли цен т ри фу ги ро ва ни ем
10 мин при 2800 g. В ка чес т ве ре фе рен с но го ис -
поль зо ва ли очи щен ный и оха рак те ри зо ван ный
пре па рат ре ком би нан т но го ГМ-КСФ, по лу чен но -
го в клет ках E. coli [18, 19]. Для про ве де ния эк с пе -
ри мен та в сре де RPMI (Invitrogen) с до бав ле ни ем
10% эм б ри о наль ной те лячь ей сы во рот ки (Hy
CloneTM, Юж ная Аме ри ка) го то ви ли 2-кратные
раз ве де ния куль ту раль ной сре ды, по лу чен ной пос -
ле от де ле ния ин фи ци ро ван ных ре ком би нан т ным
ВОВ кле ток, в ди а па зо не 1:125—1:40000 или ре -
ком би нан т но го бел ка ГМ-КСФ до ко неч ных кон -
цен т ра ций 1нг/мл; 2; 4 и 8 нг/мл. В ка чес т ве от ри -
ца тель но го кон т ро ля ис поль зо ва ли куль ту раль -
ную сре ду кле ток, ин фи ци ро ван ных ис ход ным
штам мом ВОВ Л-ИВП. В лун ки 96-луночного
план ше та вно си ли 50 мкл вы ше у ка зан ных раз ве -
де ний или кон т роль ных об раз цов и до бав ля ли 50
мкл сус пен зии кле ток TF-1 в сре де RPMI с до бав -
ле ни ем 10% эм б ри о наль ной те лячь ей сы во рот ки
по 2  104 кл/лун ку. План ше ты по ме ща ли в тер мос -
тат при тем пе ра ту ре 37°, 5%-ном со дер жа нии
СО2, влаж нос ти 85% и ин ку би ро ва ли 72 ч. Пос ле
ин ку ба ции в каж дую тес ти ру е мую лун ку до бав -
ля ли смесь 50 мкл ре а ген та ХТТ + PMS; ре а гент
по лу ча ли до бав ле ни ем к ра бо че му рас т во ру с со -
дер жа ни ем XTT 1 мг/мл 1,25 мМ рас т во ра PMS
из рас че та на 1 мл ХТТ 20 мкл PMS. План шет ин -
ку би ро ва ли еще 4 ч и оп ре де ля ли ОП490/620 на
план шет ном спек т ро фо то мет ре SpectraCount
(Packard). Зна че ние для каж дой точ ки по лу ча ли в 
пяти пов тор нос тях, оп ре де ля ли сред нее и дис пер -
сию для раз лич ных кон цен т ра ций куль ту раль ной 
сре ды и очи щен но го ре ком би нан т но го бел ка
ГМ-КСФ, пос ле чего стро и ли гис тог рам му за ви -
си мос ти ОП от раз ве де ния КЖ и кон цен т ра ции
ГМ-КСФ. Сти му ля цию про ли фе ра ции кле ток
TF-1 рас с чи ты ва ли в про цен тах от кон т ро ля. За
100% при ни ма ли ко ли чес т во жи вых кле ток в от -
ри ца тель ном кон т ро ле. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Со зда ние ре ком би нан т но го штам ма ВОВ

Ре ком би нан т ный штамм ВОВ (VV- GMCSF-
 S1/3) был по лу чен пу тем го мо ло гич ной ре ком би -
на ции меж ду ДНК ВОВ штам ма Л-ИВП и плаз -
мид ной ДНК pXJP5.2-GMCSF (рис. 1) в ци топ лаз -
ме кле ток CV-1 [14]. Плаз ми да pXJP5.2-GMCSF
обес пе чи ва ет встрой ку тран с ге нов в рай он гена
ви рус ной ти ми дин ки на зы за счет на ли чия в ней
фраг мен та ДНК ВОВ, со от вет с т ву ю ще го по зи ци -
ям нук ле о ти дов 80682—81277 ге но ма штам ма
Л-ИВП (GenBank, Accession KP233807), раз де лен -
но го на ле вый (595 п.н., по зи ции 80682—81277) и
пра вый (933 п.н., по зи ции 81307—82251) кон це -
вые учас т ки с де ле ци ей ве ли чи ной 30 п.н. в цен т -
ре tk-гена. В рай он де ле ции был встро ен опе рон,
сос то я щий из гена ГМ-КСФ че ло ве ка под кон т ро -
лем при род но го про мо то ра ВОВ р7.5К (276 п.н.)
[20]. Ген ГМ-КСФ пред с тав ля ет со бой пол но раз -
мер ную ДНК-ко пию (кДНК) мат рич ной РНК
ГМ-КСФ че ло ве ка, вы де лен ную из по лу чен ной
нами кДНК- биб ли о те ки и со от вет с т ву ю щую
струк ту ре, де по ни ро ван ной в GenBank (Accession
NM_000758.3). В ре зуль та те двой но го крос син го -
ве ра по го мо ло гич ным учас т кам плаз мид ной и ви -
рус ной ДНК по лу ча ют ся ре ком би нан т ные ва ри ан -
ты, ко то рые име ют фе но тип ТК– и спо соб ны рас -
ти в клет ках с ана ло гич ным фе но ти пом
(Н143ТК–) в при сут с т вии в сре де ин ги би то ра реп -
ли ка ции ДНК бром де зок си у ри ди на (см. раз дел

«Ус ло вия эк с пе ри мен та»).
На ли чие в ге но ме ре ком би нан т ных ва ри ан -

тов встрой ки гена ГМ-КСФ че ло ве ка под т вер ж да -
ли с по мощью ме то да ПЦР (рис. 2) с ис поль зо ва ни -
ем трех прай ме ров (по зи ции прай ме ров ука за ны
на рис. 1). Прай мер TKVVsense (см. раз дел «Ус ло -
вия эк с пе ри мен та») рас по ло жен на ви рус ном ге но -
ме сле ва от флан ки ру ю щей пос ле до ва тель нос ти
плаз ми ды pXJP5.2-GMCSF и «при вя зы ва ет»
встрой ку гена ГМ-КСФ не пос ред с т вен но к ви рус -
ной ДНК (см. рис. 1). Прай мер TK2 internal
antisense ле жит внут ри пра во го флан ки ру ю ще го
фраг мен та ви рус но го ге но ма, ко то рый яв ля ет ся
об щим для плаз ми ды и ви рус ной ДНК (см. рис. 1). 
С ис поль зо ва ни ем пары прай ме ров TKVVsense Ч
TK2 internal antisense при на ли чии встрой ки гена
ГМ-КСФ с ви рус ной ДНК ам п ли фи ци ру ет ся фраг -
мент 2092 п.н., а при от сут с т вии встрой ки — фраг -
мент 748 п.н. (см. рис. 2, до рож ки 2 и 1, со от вет с т -
вен но). При ис поль зо ва нии пары прай ме ров
TKVVsense  GMCSF antisense ам п ли фи ка ция
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про ис хо дит толь ко с ре ком би нан т ной ви рус ной
ДНК, пос коль ку прай мер GMCSF antisense ле жит
внут ри гена ГМ-КСФ; при на ли чии встрой ки раз -
мер ам п ли фи ци ро ван но го фраг мен та сос тав ля ет
1018 п.н., в слу чае ви ру са ди ко го типа — 0 (см.
рис. 2, до рож ки 4 и 3, со от вет с т вен но).

Оцен ка про дук ции ГМ-КСФ че ло ве ка 
ре ком би нан т ным штам мом ВОВ
VV-GMCSF-S1/3

ГМ-КСФ че ло ве ка син те зи ру ет ся в виде бел -
ка- п ред шес т вен ни ка (144 а.к.) с пос ле ду ю щим от -
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Рис. 1. Схе ма кон с т ру и ро ва ния ре ком би нан т но го штам ма VV-GMCSF-S1/3 пу тем го мо ло гич ной ре ком би на ции ДНК
ВОВ и ДНК плаз ми ды pXJP5.2-GMCSF, в ко то рой рас по ло же ны сле ду ю щие пос ле до ва тель нос ти: L-tk — ле вый флан ки ру ю -
щий учас ток встрой ки, вклю ча ю щий 244 п.н. N-концевой час ти tk-гена; р7.5К — при род ный ран не- поз д ний про мо тор ВОВ; GMCSF 
— ДНК-ко пия мат рич ной РНК ГМ-КСФ че ло ве ка; R-tk — пра вый флан ки ру ю щий учас ток встрой ки, вклю ча ю щий 257 п.н.
С-кон це вой час ти tk-гена; APr— ген ус той чи вос ти к ам пи цил ли ну; ORI — об ласть на ча ла реп ли ка ции. Скре щен ные ли нии ука -
зы ва ют учас т ки крос син го ве ра

Рис. 2. Под т вер ж де ние струк ту ры ДНК ре ком би нан т -
но го штам ма VV-GMCSF-S1/3 ме то дом ПЦР. Элек т ро фо ре ти -
чес кий ана лиз в 1%-ной ага ро зе ПЦР-ф раг мен тов, ам п ли фи -
ци ро ван ных на ви рус ной ДНК с ис поль зо ва ни ем двух пар
прай ме ров: до рож ки 1, 2 — TKVVsense  TK2 internal
antisense; до рож ки 3, 4 — TKVVsense  GM-CSF antisense (по -
зи ции прай ме ров ука за ны на рис. 1); М — мар ке ры мо ле ку -
ляр ной мас сы М28 (НПО «Си бЭн зим», Рос сия, 3000 п.н.,
1500, 1000, 900, 800, 700 и 100 п.н.); до рож ка 1 — Л-ИВП,
фраг мент 748 п.н. (от сут с т вие встрой ки гена ГМ-КСФ); до -
рож ка 2 — ре ком би нант VV-GMCSF-S1/3, фраг мент 2092 п.н.
(на ли чие встрой ки гена ГМ-КСФ); до рож ка 3 — Л-ИВП, ам -
п ли фи ка ции не про ис хо дит, так как пос ле до ва тель ность, ком -
п ле мен тар ная прай ме ру GM-CSF antisense, от сут с т ву ет; до -
рож ка 4 — ре ком би нант VV-GMCSF-S1/3, фраг мент 1018 п.н.
(на ли чие встрой ки гена ГМ-КСФ)



щеп ле ни ем сиг наль но го пеп ти да (17 а.к.), т.е. зре -
лый по ли пеп тид со дер жит 127 а.к. (14,4 кДа). По -
ка за но су щес т во ва ние 16 раз лич ных изо форм
ГМ-КСФ че ло ве ка, про ду ци ру е мо го в клет ках
эука ри от. Эти изо фор мы, име ю щие раз лич ный ха -
рак тер гли ко зи ли ро ва ния, обус лов ли ва ют ге те ро -
ген ность при род но го ГМ-КСФ и раз б рос зна че -
ний мо ле ку ляр ной мас сы от 14,4 до 32 кДа [21].

Эк с прес сию гена ГМ-КСФ че ло ве ка под т -
вер ж да ли вес тер н - б лот -а на ли зом куль ту раль ной
сре ды и ли за тов кле ток CV-1, ин фи ци ро ван ных ре -
ком би нан т ным штам мом VV-GMCSF-S1/3 (рис. 3). 
Как сле ду ет из рис. 3, б, ГМ-КСФ вы яв ля ет ся толь -
ко в куль ту раль ной сре де и ли за тах кле ток CV-1,
ин фи ци ро ван ных ре ком би нан т ным штам мом
VV-GMCSF-S1/3. В клет ках, ин фи ци ро ван ных ис -
ход ным штам мом Л-ИВП, ГМ-КСФ не вы яв ля ет -
ся. В куль ту раль ной сре де пред с тав ле на сек ре ти -
ро ван ная фор ма ГМ-КСФ с боль шой мо ле ку ляр -
ной мас сой вслед с т вие бо лее пол но го гли ко зи ли -
ро ва ния (см. рис. 3, до рож ка 1, 25—32 кДа), в от ли -
чие от внут рик ле точ но го ГМ-КСФ, вы яв лен но го в 
ли за тах кле ток, где пред с тав лен ши ро кий ди а па -
зон изо форм ГМ-КСФ (см. рис. 3, до рож ка 3,
18—32 кДа). В ка чес т ве по ло жи тель но го кон т ро -

ля ис поль зо ва ли нег ли ко зи ли ро ван ную фор му
ГМ-КСФ, по лу чен ную в клет ках E.coli (см. рис. 3,
до рож ка 5, 14,4 кДа). 

Био ло ги че ская ак тив ность сек ре ти ру е мо го
ре ком би нан т но го ГМ-КСФ 

Би о ло ги чес кую ак тив ность зре лой фор мы
ре ком би нан т но го ГМ-КСФ, сек ре ти ру е мой в куль -
ту раль ную сре ду ин фи ци ро ван ных ре ком би нан т -
ным штам мом ВОВ кле ток, оце ни ва ли с по -
мощью куль ту ры кле ток эрит ро лей ко за че ло ве ка
TF-1, ко то рая яв ля ет ся ГМ-КС Ф - за ви си мой и про -
ли фе ри ру ет толь ко в при сут с т вии ГМ-КСФ и ряда 
дру гих ци то ки нов че ло ве ка. Для ко ли чес т вен ной
оцен ки в ка чес т ве ре фе рен с но го бел ка ис поль зо ва -
ли ре ком би нан т ный ГМ-КСФ, эк с прес си ро ван -
ный в сис те ме E. сoli. Эк с пе ри мен ты про во ди ли в
ши ро ком ди а па зо не кон цен т ра ций ка либ ро воч но -
го бел ка на двух куль ту рах — че ло ве ка (ЛЭЧ-240)
и жи вот но го (BHK-F). На рис. 4 пред с тав ле ны ре -
зуль та ты со от но ше ния про ли фе ра тив ной ак тив -
нос ти раз ве де ний куль ту раль ной сре ды и кон цен т -
ра ций про ка ри о ти чес ко го ГМ-КСФ. Как сле ду ет
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Рис. 3. Ана лиз эк с прес сии гена ГМ-КСФ че ло ве ка в сос та ве ре ком би нан т но го ВОВ VV-GMCSF-S1/3. Элек т ро фо рег рам -
ма (а) и ре зуль та ты вес тер н - б ло тин га (б): раз мер нег ли ко зи ли ро ван но го зре ло го ГМ-КСФ че ло ве ка — 14,4 кДа; до рож ка 1 —
куль ту раль ная сре да кле ток CV-1, ин фи ци ро ван ных ре ком би нан т ным ви ру сом VV-GMCSF-S1/3, 48 ч ин ку ба ции; 2 — кон т -
роль, куль ту раль ная сре да кле ток CV-1, ин фи ци ро ван ных Л-ИВП, 48 ч ин ку ба ции; 3 — ли зат кле ток CV-1, ин фи ци ро ван ных ре -
ком би нан т ным ви ру сом VV-GMCSF-S1/3, 48 ч ин ку ба ции; 4 — кон т роль, ли зат кле ток CV-1, ин фи ци ро ван ных Л-ИВП, 48 ч
ин ку ба ции; 5 — нег ли ко зи ли ро ван ный ГМ-КСФ че ло ве ка, по лу чен ный в клет ках E. coli; М — кон т роль мо ле ку ляр ной мас сы
(BioRad, Dual Color, Presicion Plus Protein Standards )



из рис. 4, про ли фе ра тив ная ак тив ность куль ту -
раль ной сре ды за ви сит от типа кле ток, ин фи ци ро -
ван ных VV-GMCSF-S1/3, и мо жет варь и ро вать в
ши ро ких пре де лах. Так, при ис поль зо ва нии кле -

ток ЛЭЧ-240 2-кратный про ли фе ра тив ный эф -
фект (200 %) дос ти га ет ся при раз ве де нии куль ту -
раль ной сре ды 1:600, что со от вет с т ву ет кон цен т -
ра ции ГМ-КСФ 1,2 мкг/мл по ка либ ро воч ной кри -
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Рис. 4. Ана лиз би о ло ги чес кой ак тив нос ти ГМ-КСФ че ло ве ка, по лу чен но го в ре зуль та те эк с прес сии в сос та ве ре ком би -
нан т но го ви ру са ос по вак ци ны VV-GMCSF-S1/3, на двух куль ту рах кле ток: а — лег кие эм б ри о на че ло ве ка (ЛЭЧ-240); б — поч -
ка од нод нев но го си рий с ко го хо мяч ка (BHK-F) (см. раз дел «Ус ло вия эк с пе ри мен та»). За 100% при ни ма ли ко ли чес т во жи вых
кле ток, вы ра щен ных в не об ра бо тан ной сре де и при до бав ле нии не раз ве ден ной сре ды культивирования кле ток ЛЭЧ-240 или
BHK-F, ин фи ци ро ван ных ви ру сом ди ко го типа Л-ИВП (от ри ца тель ный кон т роль): 1 — кон цен т ра ция ре ком би нан т но го
ГМ-КСФ; 2 — раз ве де ние куль ту раль ной сре ды кле ток ЛЭЧ-240 (а) и ВНК-F (б), со от вет с т вен но, ин фи ци ро ван ных ре ком би -
нан т ным ви ру сом VV-GMCSF-S1/3



вой (2 нг/мл  600 = 1,2 мкг/мл). При ис поль зо ва -
нии кле ток BHK-F ана ло гич ный эф фект дос ти га -
ет ся при раз ве де нии куль ту раль ной сре ды
1:20000, что со от вет с т ву ет кон цен т ра ции ГМ-
 КСФ 40 мкг/мл (2 нг/мл  20000 = 40 мкг/мл). Важ -
но от ме тить, что бе лок в куль ту раль ной сре де на -
хо дит ся в би о ло ги чес ки ак тив ном сос то я нии, а
его вы со кая кон цен т ра ция поз во ля ет рас с мат ри вать
дан ную сис те му эк с прес сии VV- GMCSF- S1/3—эука -
ри о ти чес кие клет ки (нап ри мер, BHK-F) в ка чес т -
ве пер с пек тив но го ис точ ни ка зре лой гли ко зи ли ро -
ван ной фор мы ГМ-КСФ че ло ве ка.

По лу чен ный нами штамм VV-GMCSF-S1/3
как плат фор ма для кон с т ру и ро ва ния про ти во о пу -
хо ле вых и вак цин ных пре па ра тов об ла да ет ря дом
пре и му ществ по срав не нию с ра нее опи сан ны ми
в ли те ра ту ре век тор ны ми сис те ма ми на ос но ве
аде но ви ру са [22], гер пес ви ру са [23] и дру гих
штам мов ВОВ [7, 24]. Штамм VV-GMCSF-S1/3
соз дан на базе оте чес т вен но го штам ма Л-ИВП, ко -
то рый хо ро шо из вес тен рос сий с ким ме ди кам, что
об лег ча ет внед ре ние в ме ди цин с кую прак ти ку его 
де ри ва тов. Этот штамм, как и все штам мы ВОВ,
реп ли ци ру ет ся в ци топ лаз ме ин фи ци ро ван ных
кле ток в ав то ном ных об ра зо ва ни ях — ви рус ных
фаб ри ках, не кон так ти ру ет с кле точ ным ге не ти чес -
ким ма те ри а лом, не встра и ва ет ся в хро мо со мы, не
име ет он ко ген но го по тен ци а ла и спо со бен ин ду -
ци ро вать как гу мо раль ный, так и кле точ ный им -
мун ный от вет [25]. Встрой ка гена ГМ-КСФ с од -
нов ре мен ной инак ти ва ци ей гена ти ми дин ки на зы
обес пе чи ва ет до пол ни тель ную ат те ну а цию и им -
му но ген ность ви ру са. В свя зи с ис ко ре не ни ем на -
ту раль ной оспы на зем ном шаре и прек ра ще ни ем
с 1980 г. вак ци на ции с ис поль зо ва ни ем ВОВ [10] боль -
шин с т во лю дей в нас то я щее вре мя не име ют ан ти -
тел к ви ру сам груп пы оспы, что су щес т вен но уве -
ли чи ва ет це ле со об раз ность и эф фек тив ность внед -
ре ния улуч шен ных ва ри ан тов ВОВ в ка чес т ве про -
ти во о пу хо ле вых и по ли вак цин ных пре па ра тов. 

Ра бо та вы пол не на при под дер ж ке Ми нис тер -
с т ва об ра зо ва ния и на у ки ФЦП «Ис с ле до ва ния и
раз ра бот ки по при о ри тет ным нап рав ле ни ям раз ви -
тия на уч но- тех но ло ги чес ко го ком п лек са Рос сии на 
2014—2020 годы», Сог ла ше ние № 14.604.21.0057
от 27 июня 2014 г. (уни каль ный иден ти фи ка тор
про ек та RFMEFI60414X0057).

Ис с ле до ва ние вы пол не но с ис поль зо ва ни ем 
обо ру до ва ния ЦКП «Ге но ми ка» СО РАН (Ин с ти -
тут хи ми чес кой би о ло гии и фун да мен таль ной ме -
ди ци ны).

По лу че но 1.09.15
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High-Ef  fec t i  ve  Pro  duc t i  on of B i o lo gi  -
cal  ly Ac ti  v e Sec re ted Hu man Gra n u lo cy  te
Mac rop ha ge Co lo ny-Sti  mu la  ting Fac tor by
Re com bi nant Vac ci  nia  Vi rus

A re com bi nant vac ci nia vi rus stra in VV-GMCSF-S1/3
that con ta ins an in ser ti on of a full-length DNA copy of mes sen ger 
RNA of hu man gra nu lo cy te-mac rop ha ge co lo ny-sti mu la ting fac -
tor (GM-CSF) in the struc tu ral part of the vi ral thy mi di ne ki na se
gene has been ob ta i ned. The ex p res si on of the GM-CSF gene as a
part of the re com bi nant vi rus is un der the con t rol of the na ti ve
vac ci nia vi rus pro mo ter р7.5K and re sults in the pro duc ti on of the 
ma tu re form of the sec re ted pro te in with a mo le cu lar mass of
32 kDa. The bi o lo gi cal ac ti vi ty of the GM-CSF was eva lu a ted
from the sti mu la ti on of the cy to ki ne-de pen dent hu man eryt h ro le -
u ke mia TF-1 cell pro li fe ra ti on. The le vel of the sec re ti on of the
bi o lo gi cal ly ac ti ve hu man GM-CSF in the re com bi nant vac ci nia
vi rus / mam ma li an cells sys tem was 1—40 g/ml of cul tu re me di -
um. The re com bi nant stra in of VV-GMCSF-S1/3 can be used as a 
pro du cer of the gly co sy la ted ma tu re form of hu man GM-CSF, as
well as a vec tor for the con s t ruc ti on of on co ly tic vi ru ses and mul -
ti va lent vac ci ne pre pa ra ti ons.

Key words: cell pro li fe ra ti on as say XTT, hu man eryt h ro -
le u ke mia TF-1 cells, GM-CSF, re com bi nant vac ci nia vi rus, stra in 
L-IVP. 
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