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Резюме 
Известно, что цитотоксический химиопрепарат верапамил ингибирует экспрессию Pgp в клетках опухо-

лей головного мозга – медуллобластмах человека. Цель настоящего исследования заключалась в оценке чувст-
вительности клеток глиобластом к верапамилу и к его комбинации с онколитическим аденовирусом CRAd-S-
pK7. Были получены in vitro данные, позволяющие оценить возможности терапевтической комбинации верапа-
мил-CRAd-S-pK7 против клеточных линий глиобластом человека (U87 и U251). Оказалось, что верапамил су-
щественно усиливал активность онколитического вектора в присутствии ионизирующего излучения, что выра-
жалось в большем ингибировании роста опухолевых клеток линии U251. 
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Abstract 
 
It is already established that verapamil inhibits Pgp expression in the brain tumor cancer cells such as medul-

loblastoma.  
The aim of this study is to investigate the sensitivity of glioblastoma cancer cells to verapamil and its combina-

tion with oncolytic adenoviral victor CRAd-S-pK7. In vitro using U87 and U251 human glioblastoma cell lines, we 
obtained experimental data suggesting a therapeutic effect of verapamil and CRAd-S-pK7. Moreover, we established 
that verapamil improves anti-glioma effect of oncolytic adenoviral vector in the presence of ionizing radiation, which 
results into more suppression of U251 cancer cells via inhibition of their proliferation. 

 
Key words: glioblastoma multiforme, adenovirus, oncolityc vector, verapamil. 
 
Введение 
 
Биотерапия является перспективным на-

правлением в лечении опухолей различных локали-
заций [1–5; 7; 11–18; 23]. Виротерапия – одно из 
альтернативных направлений в лечении глиом [20; 
21]. В основе этого метода лежит применение либо 
природного лизирующего вируса, либо использо-
вание модифицированного вируса дикого типа, 
который после генно-инженерных манипуляций 
способен лизировать опухолевые клетки-мишени. 
Высвобождение вирусных частиц из инфицируе-
мой клетки путем разрушения опухолевой клетки и 
последующая инфекция соседних клеток опухоли 
опосредуют противоопухолевый эффект, вызывае-

мый онколитическим вектором.  
Интерес к использованию онколитических 

противоопухолевых векторов обусловлен недавно 
начавшимися клиническими испытаниями [24]. В 
ходе предварительных доклинических исследова-
ний выяснилось, что клетки глиобластом обладают 
различной чувствительностью к аденовирусной 
инфекции. Известно, что экспрессия поверхност-
ных аденовирусных рецепторов, таких как Кокса-
ки-аденовирусный рецептор (CAR), гепаран-
сульфаты: Синдекан 1 и Перлекан, а также интер-
лейкин αvβ3 и αv β5 ,  является важным обеспечени-
ем высокой инфекции клеток-мишеней [26; 44]. К 
сожалению, присутствие высокой концентрации 
поверхностных аденовирусных рецепторов, а также 
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высокая активность промотора аденовирусной 
транскрипции гена сурвивина, не всегда обеспечи-
вает высокую вирусную инфекцию онколитическо-
го вируса, содержащего промотор гена сурвивин 
[43]. В таком случае, применение противоопухоле-
вого химиопрепарата, сенсибилизирующего клетки 
опухоли к инфекции вирусным онколитическим 
вектором, может многократно усилить цитотокси-
ческий эффект самого онколитического вектора. 

Последние несколько декад, метилирующие 
агенты кармустин, араноза и лизомустин, приме-
няемые для лечения меланом [8; 10; 19; 25; 34], 
были широко используемыми химиопрепаратами 
для лечения неопластических глиобластом и ме-
дуллобластом [25; 34]. Цитотоксичность этих аген-
тов была основана на способности генерировать 
алкирущие радикалы, повреждающие клеточную 
ДНК. К сожалению, невосприимчивость и приобре-
тенная резистентность клеток рака мозга, ограни-
чивала их чувствительность к терапии данными 
агентами [38].  

Одним из путей резистентности является по-
вышение активности клеточных транспортеров, в 
основном, АТФ-зависимых (ABC) транспортеров 
[6; 9; 22; 31; 32; 37; 39; 40; 41]. Это семейство на-
считывает более 50 видов разных молекул, регули-
рующих перенос субстратов через мембрану кле-
ток. Недавние результаты, представленные Lin T. et 
al. [30] и Golebiewska A. et al.[27], подтверждают 
роль ABC транспортеров в ответе стволовых клеток 
опухолей человека на внешние раздражители и в 
поддержании внутреннего гомеостаза стволовых 
клеток. Таким образом, установлена связь между 
активностью ABC регуляторов и чувствительно-
стью опухоли к внешним раздражителям и хими-
опрепаратам.  

В настоящее время получен ряд ингибиторов 
ABC транспортеров. Верапамил – один из ингиби-
торов Pgp, ингибирующий связывание Pgp с суб-
стратом и позволяющий усиливать транспорт ле-
карственных веществ in vitro и in vivo [35]. Послед-
ние данные показывают, что комбинация верапа-
мила с другими агентами вызывала увеличение 
чувствительности клеток-мишеней и последующую 
токсичность. Так, в частности, комбинация верапа-
мила с инфекцией перевиваемых опухолевых кле-
ток онколитическим вирусом in vitro и in vivo [29; 
28], показала свою значимость и создала предпо-
сылки для наших экспериментов. Таким образом, 
целью нашей работы являлось изучение на клетках 
глиобластом человека влияния верапамила на реп-
ликативную и цитотоксическую активности онко-
литического агента CRAd-S-pK7.  

 
Материалы и методы 
 
Клетки и клеточные линии 
Эмбриональные клетки почки эмбриона че-

ловека HEK293, клетки глиобластомы U251 и U87 
человека, и клетки аденокарциномы человека A549 
были получены из американской коллекции кле-
точных линий (ATCC, Manassas, США). Клетки 

были выращены в Дульбеко модифицированной 
среде Игла (DMEM; Life Technologies, США) со-
держащей 10% фетальной бычьей сыворотки 
(GIBCO-Life Technologies, США), L-глутамин 
(2мM), пенициллин (100 IU/мл), стрептомицин (50 
м/мл) в 5% CO2 при 37 °C. 

 
Химические реагенты  
и аденовирусные вектора  
Верапамил был получен из Sigma-Aldrich (St 

Luis, Mo, США). В качестве растворителя для вера-
памила использовали диметильсульфоксид 
(ДМСО). Для тестов in vitro использовали стоковый 
раствор, из которого готовили ряд десятикратных 
разведений в среде ДМЕМ.  

Постоянно реплицирующийся компетентный 
аденовектор, CRAd-S-pK7 был получен путем го-
мологической рекомбинации с SpeI-обработанной 
плазмидой, кодирующей полноразмерный геном 
аденовируса, содержащего 7 аминокислотных ос-
татков поли-лизин, вклонированных в С-
терминальный конец гена полноразмерного белка 
фибера типа 5 аденовирусов, с Е1-pSurvivin шаттл 
плазмидой. Полученная вирусная конструкция бы-
ла получена путем трансфекции HEK293 клеток 
плазмидой. CRAd-S-pK7 вирус был наработан в 
A549 клетках и тестирован, используя Adeno Titer 
X kit (Clontech, Mountain View, Ca, USA). 

 
Тест для определения  
пролиферации клеток (MTT) 
Опухолевые клетки культивировали при 

температуре 37 °С в присутствии 5% СО2 в среде 
ДМЕМ, содержащей 2 мМ L-глутамина и 10% фе-
тальной бычьей сыворотки («Atlanta Bio», Atlanta, 
США). Клетки, достигшие логарифмической фазы 
роста, пересаживали в плоскодонные 96-луночные 
микропланшеты («Costar») по 5 000—6 000 клеток 
на лунку и преинкубировали в указанных выше 
условиях в течение 24 ч перед добавлением тести-
руемого вещества. Для определения клеточной ци-
тотоксичности клеточные линии были выращены в 
96 луночном планшете, инфицированы CRAd-S-
pK7 вектором в разной множественности инфек-
ции. Через 72 ч после инфекции в каждую лунку 
добавили 3-(4,5-диметилтиазолил-2-ил)-2,5-
дифенилтетразолия бромид (МТТ), спустя 4 часа 
после инкубации при 5% CO2 и 37° C в каждую 
лунку добавили 100 мкл ДМСО для ингибирования 
метаболической реакции и разрушения кристаллов 
формазана. Оптическое поглощение было измерено 
при длине волны 540 нм.  

Жизнеспособность клеток производили по 
исключению красителя трипанового синего (Fisher 
Scientific США).  

Облучение клеток в присутствии верапами-
ла, онколитичексого вектора или их комбинации 
осуществлялось в установке «Phillips» в дозах 2 Гр 
при помощи дозы 1 Гр/мин. 

 
Статистический анализ 
Результаты представлены в виде стандартно-
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го значения ± стандартное отклонение. Статистиче-
ский анализ был выполнен с использованием теста 
Стьюдента (SPSS 13.0, Чикаго, Иллинойс, США). 
Разница меньше 0,05 означала существенное раз-
личие. 

 
Результаты и обсуждение 
 
Чувствительность клеток U87  
и U251 к химиопрепарату верапамил 
На первом этапе наших исследований мы 

оценивали чувствительность клеток U251 и U87 к 
верапамилу. Под действием верапамила на 5 сутки 
роста скорость клеточной пролиферации значи-
тельно снижалась для обоих видов клеток в зави-
симости от концентрации химиопрепарата. Оказа-
лось, что в двух независимо повторенных экспери-
ментах почти 100 % ингибирование клеточной про-
лиферации U251 и U87 наблюдалось при концен-
трации 14,2 мМ и 1,42 мМ верапамила соответст-
венно (рис. 1). В дальнейшем, при уменьшении 
концентрации верапамила с 14,2 мМ до 14,2мкМ, 
уровень пролиферации U87 оставался на прежнем 
уровне (~80 % от контроля). В противоположность 
к этому, клетки U251 оказались более резистентны 
к снижению концентрации верапамила. Ингиби-
рующую концентрацию (ИК50) рассчитывали по 
стандартной методике, представленной в материа-
лах и методах.  

 

 
 
Рис. 1. Чувствительность клеток глиобластом к 
терапии верапамил. МТТ-тест, эксперимент повто-
рен дважды, в 4 х репликативах, результаты пред-
ставлены как среднее значение ± стандартное от-
клонение. 
 

 
Верапамил  
увеличивал клеточную токсичность 
онколитического вируса 
Способность химиопрепарата верапамила 

влиять на пролиферативную активность клеток 
глиобластом в присутствии онколитического век-
тора (ОВ) мы также определяли в реакции проли-
ферации. Показано, что на 5 день выживаемость 
U251 и U87 клеток не изменялась или не значи-
тельно снижалась в случае комбинации верапамила 
(ИК50) и онколитического вируса (рис. 2). Для уве-

личения цитотоксической способности онколити-
ческого вектора мы облучали однократно ионизи-
рующей радиацией клетки, инфицированные виру-
сом ОВ. В таком случае, аддитивный цитотоксиче-
ский эффект между онколитическим вирусом, ве-
рапамилом и ионизирующей радиацией приводил к 
90 % гибели опухолевых клеток линии U251. При-
чем концентрация онколитического вируса (100 
или 10 инфекционных частиц на клетку) не влияла 
на итоговую высокую токсичность для злокачест-
венных клеток этой линии (рис. 3).  

Дальнейшее снижение дозы онколитическо-
го вируса снижало аддитивный эффект от комби-
нации с верапамилом и ионизирующей радиацией. 
В отличие от клеток линии U251, в клетках глиоб-
ластомы линии U87 инфекция онколитическим ви-
русом в присутствии ионизируюшей радиации и 
верапамила не приводила к аддитивной токсично-
сти. Полученные результаты подтверждают данные 
Pezuk J. et al., что в сравнении с U87, U251 клетки 
являются высоко чувствительными к ионизирую-
шему излучению [33]. 

 
Высокая  
радиационная чувствительность U251 
обеспечивает высокую токсичность  
комбинации ОВ+верапамил 
Одним из логических объяснений нашим ре-

зультатам, представленным на рис. 3, может слу-
жит тот факт, что инонизирующая радиация спо-
собна активировать цитотоксические свойства око-
литического вируса.  

В связи с этим, мы оценили способность онко-
литического вируса нарабатывать вирусные частицы в 
присутствии или отсутствии ионизирующей радиации 
и верапамила. С этой целью обработанные клетки ли-
ний U87 и U251, собранные через 1, 3 и 5 дней после 
вирусной инфекции, были последовательно разрушены 
и затем добавлены в серийном разведении к клеткам 
HEK293. Через 48 часов после инфекции, клетки ок-
рашивали антителами, узнающими аденовирусный 
гексон, и подсчитывали титр вируса по предложенной 
методике (рис. 4). Оказалось, что в отсутствии ионизи-
рующего излучения, верапамил незначительно увели-
чивал выделение вирусных частиц опухолями после 
инфекции аденовирусом (p>0,05). В присутствии ра-
диации увеличенная продукция вирусных частиц на-
блюдалась в клетках U251, что связано с высоким 
уровнем активности промотора сурвивина [36; 42] и 
коротким репликационным циклом CRAd-S-pK7 виру-
са. Эти данные коррелируют с результатами теста на 
пролиферацию, показывающими высокую ингиби-
рующую активность комбинации онколитического 
вируса, верапамила и ионизирующей радиации именно 
в клетках линии U251.  

 
Заключение 
 
В реакциях клеточной пролиферации и окра-

ске клеточного монослоя с использованием трипа-
нового синего было выявлено достоверное сниже-
ние выживаемости клеток глиобластом человека на 
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40 – 60 % по сравнению с активностью онколити- ческого вектора или верапамила в отдельности.  

 
 

 
Рис. 2. U251 демонстрирует сниженную пролиферацию клеток в случае терапии верапамилом и онколитиче-
ским вектором (ОВ). Процент выживаемости клеток был получен по отношению к ДМСО терапии. Меan +/- 
стандартное отклонение. НС-разница статистически недостоверна, “*” р<0.05. 
 
 

 
 

 
Рис. 3. Ионизирующая радиация усиливала токсичность комбинации онколитический вектор-верапамил на 
клетках глиобластом. Процент пролифирирующих клеток определялся в реакции МТТ после инкубации с вера-
памилом и после инфекции онколитичексим вирусом. НС-разница статистически недостоверна, *р<0,05. 
 
 

 
 
Рис. 4. Лучевая терапия в комбинации с верапамилом активировала репликацию онколитичексого вектора. Де-
текция вирусных виринов в присутствии верапамила (А) и комбинации верапамил+ однократное облучение в 
дозе 2 Грей (Б). Титрование было предено в соответствии с рекомендациями Clontech (США) и представлены 
Меan +/- стандартное отклонение для каждой группы клеток. НС-разница статистически недостоверна, “*” 
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р<0.05. 
Незначительное снижение наблюдалось в 

клетках глиобластом, обработанных онколитиче-
ским вирусом и верапамилом.  

Динамика вирусной амплификации, опре-
деленная с помощью реакции титрования на пере-
виваемой культуре клеток почки эмбриона чело-
века в присутствии верапамила и ионизирующей 
радиации, также свидетельствовала о высокой 

продукции вирусных вирионов в клетках U251. 
Полученные данные свидетельствуют о способно-
сти верапамила вызывать ингибирование клеточ-
ной пролиферации и усиливать анти-глиомный 
эффект, вызываемый экспериментальной генно-
инженерной вакциной на основе генома аденови-
руса человека серотипа 5.  
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