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Glioblastoma is a highly lethal brain cancer. Virothera­
py with the use of oncolytic viruses has since recently 
been regarded as a promising approach for the clinic 
treatment of human glioblastomas. The purpose of 
this work was to perform a primary evaluation of the 
Zika virus as a potential oncolytic agent against glio­
blastomas. In vitro experiments showed that the Zika 
virus strain MR 766 is able to selectively infect and lyse 
neoplastic cells of the human glioblastoma cell line 
U87 MG. The selectivity index (SI, the ratio of in fec tious 
titer for tumor cells to titer on normal untransformed 
cells) was 2 · 102. The selectivity of the replicative activ­
ity of Zika virus in relation to U87 MG glioblastoma 
cells was additionally confirmed by indirect immuno­
fluorescence. Using the model of immunodeficient 
SCID mice with subcutaneous xenografts of human 
glioblastoma U87 MG, a strong antitumor activity 
of the Zika virus under a course (daily for 4 days) of 
intratumoral administration of 5 · 105 TCID50 of Zika 
virus was shown. Treatment with Zika virus resulted in 
more than a 10­fold reduction in mean volumes of tu­
mors. The tumor growth inhibition index was 92.63 %. 
Recurrences (metastases) of tumor re­growth were not 
registered within 64 days of observation. This result 
demonstrated the prospect of further in­depth studies 
of the Zika virus as a potential oncolytic agent against 
human glioblastomas.
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Глиобластома – высокозлокачественная опухоль головного  мозга. 
Виротерапия с использованием онколитических вирусов начина­
ет широко использоваться в клинической практике для лечения 
злокачественных опухолей человека. Целью настоящей работы 
было исследование возможных онколитических свойств вируса 
Зика в отношении глиобластом человека. В экспериментах in vitro 
пока зано, что вирус Зика способен избирательно лизировать опу­  
холевые клетки глиобластомы человека U87 MG, индекс селек­
тивности (отношение инфекционного титра для опухолевых кле­
ток к титру на нормальных нетрансформированных клетках) рав­
нялся 2 · 102. Избирательность репликативной активности вируса 
Зика в отношении клеток глиобластомы U87 MG дополнительно 
под тверждена методом непрямой иммунофлуоресценции. На им­
му нодефицитных SCID мышах с привитыми подкожными ксено­
граф тами глиобластомы человека U87 MG показана выраженная 
про тивоопухолевая активность вируса Зика при проведении 
курса (ежедневно, в течение 4 дней) интратуморального введения 
5 · 105 ТЦД50 вируса Зика. Рост опухоли ингибировался более чем 
в 10 раз, вплоть до полного ее исчезновения. Индекс торможения 
роста опухоли составил 92.63 %. Рецидивов (метастазов) повтор ­ 
ного роста опухоли не зарегистрировано в течение 64 сут наблю­
дения. Представленные в настоящей работе результаты показы­
вают перспективность дальнейших исследований вируса Зика 
как потенциального онколитического агента против глиобластом 
человека.

Ключевые слова: вирус Зика; виротерапия; глиобластома U87; 
ксенотрансплантация.
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Глиобластома человека играет ведущую роль среди 
злокачественных опухолей головного мозга. Исполь­
зование традиционных методов лечения онкологи­

ческих заболеваний: лучевой терапии, химиотерапии и 
хирургического удаления опухоли, а также их комбина­
ций – обладает весьма низкой эффективностью (Stupp  
et al., 2009). Обычно продолжительность жизни пациен­
тов после постановки диагноза составляет менее двух 
лет. Одна из причин такой неэффективности традици­
онных методов лечения глиобластом – выраженная ге­
терогенность опухоли. В ткани опухоли обнаруживают 
нетрансформированные и опухолевые клетки, а также 
популяцию стволовых опухолевых клеток глиобластомы 
(glioblastoma stem cells – GSCs) (Chen et al., 2012). По 
всей вероятности, GSC предопределяют высокий уровень 
злокачественности опухоли у человека. Стволовые клетки 
обеспечивают высокий уровень клеточной пролиферации, 
формирование сосудов при быстром росте опухоли и ее 
инвазивный потенциал (Bao et al., 2006; Alvarado et al., 
2017). Обычно глиобластомы редко метастазируют за 
пределы центральной нервной системы, а у большинства 
пациентов после хирургического вмешательства выявля­
ются рецидивы опухоли в пределах 2–3 см от исходной 
полости резекции (Wallner et al., 1989). Эта особенность 
глиобластом предполагает возможную перспективность 
локальных методов противоопухолевой терапии, включая 
применение онколитических вирусов (Alonso et al., 2012; 
Kaufmann, Chiocca, 2014; Miska et al., 2016; Cassady et al., 
2017; Cattaneo, Russell, 2017; Shchelkunov et al., 2018). 
Принято считать, что эффективность виротерапии зависит 
от способности вирусов специфично инфицировать и ли­
зировать опухолевые клетки в организме и обеспечивать 
формирование противоопухолевого иммунитета (Cattaneo, 
Russell, 2017). 

Вирус Зика является представителем рода Flavivirus 
(семейство Flaviviridae), который включает более 53 видов 
РНК­содержащих вирусов (Simmonds et al., 2017). Мно­
гие из них вызывают различные заболевания человека: 
лихорадку денге, лихорадку Западного Нила, желтую 
лихорадку и ряд других вирусных инфекций. Вирус Зика 
был открыт в 1948 г. и долгое время считался непато­
генным для человека. Недавняя вспышка заболевания 
лихорадкой Зика в Бразилии и ассоциированные с ней 
случаи микроцефалии новорожденных стимулировали 
исследования этого вируса (Garcez et al., 2016; Lazear 
et al., 2016; Li et al., 2016; Ming et al., 2016; Qian et al., 
2016; Shan et al., 2016). Было установлено, что вирус 
Зика инфицирует клетки­предшественники центральной 
нервной системы эмбриона, что сопровождается потерей 
способности клеток к пролиферации, дифференцировке 
и их последующей гибели. Для взрослого организма, на­
против, вирус Зика малопатогенен: приблизительно в 80 % 
случаев он вызывает бессимптомную инфекцию, а в боль­
шинстве остальных случаев вызывает легкую лихорадку, 
не требующую лечения. Это послужило основанием для 
исследования онколитической активности вируса Зика 
против стволовых клеток глиобластомы (Zhu et al., 2017). 
Удалось обнаружить онколитическую активность адапти­
рованного к мышам вируса Зика на мышиных моделях с 
использованием клеток глиобластом мыши. 

Цель настоящей работы – исследование способности 
вируса Зика к избирательному инфицированию и лизису 
клеток глиобластомы человека U87 MG in vitro и его про­
тивоопухолевой активности in vivo, на модели ксенотран­
сплантации клеток U87 MG иммунодефицитным мышам 
SCID с последующим введением вируса Зика в опухоль.

Материалы и методы
Клеточные линии. В работе использовали: культуру 
опухолевых клеток глиобластомы человека U87 MG 
(ATCC HTB 14), культуры клеток почки эмбриона зеленой 
мартышки Vero E6 (ATCC CRL­1586) и почки эмбриона 
человека HEK293A (TermoFisher R70507), диплоидную 
нетрансформированную эпителиальную культуру клеток 
легких эмбриона человека MRC5 (ATCC CCL 171). Клетки 
культивировали в среде DМЕМ/F12 (1 : 1), содержащей 
10 % фетальной сыворотки (Invitrogen), 80 мкг/мл гента­
мицина сульфата при 37 °С в культуральных пластиковых 
флаконах (Costar). Для снятия клеток с субстрата приме­
няли 0.25 % раствор трипсина и 0.02 % раствор Версена 
в соотношении 1 : 1.

Вирус Зика штамм MR766 (ATCC® VR­84™) культи­
вировали на монослойной культуре клеток Vero E6. При 
достижении 85–90 % цитопатогенного воздействия вируса 
на клеточную культуру собирали культуральную среду и 
осветляли центрифугированием (1 500 g, 10 мин), после 
чего вирус очищали с использованием центрифужных 
концентраторов Vivaspin 20 (Sartorius Stedim Biotech). 
Инфекционную активность вируса в полученных вирус­
содержащих суспензиях определяли на культуре клеток 
Vero E6 микрометодом согласно (Chanas et al., 1976).

Исследование селективной репликативной и лити­
ческой активности вируса Зика in vitro. Культуры опу­
холевых (U87 MG), перевиваемых (Vero E6 и HEK 293A), 
а также нормальных нетрансформированных (MRC5) 
клеток человека, культивируемые на 96­луночных куль­
туральных планшетах, инфицировали стандартными де­
ся тикратными разведениями вируса Зика. Инфициро­ 
ванные клет ки инкубировали 6 сут при 37 °С в атмосфе ­
ре, содержащей 5 % СО2. Регистрацию цитолитического 
(ци топатического) эффекта на клетки осуществляли с ис­
пользованием МТТ­теста (Niks, Otto, 1990). Литическую 
активность вируса в отношении опухолевых и нормаль­
ных клеток выражали через ТЦД50/мл (50 % тканевая 
цитопатогенная доза). 

Для подтверждения способности вируса Зика к изби­
рательной репликации в клетках глиобластомы исполь­
зовали метод непрямой иммунофлуоресценции. Субкон­
флюентные культуры U87 MG и MRC5, культивируемые 
в 24­луночных культуральных планшетах, инфицирова­
ли с множественностью 0.1 ТЦД50/кл. Инфицирован­ 
 ные клетки инкубировали 6 сут, после чего фиксировали 
охлажденным до –20 °С 70 % этанолом. Неспецифиче­
ское связывание блокировали посредством добавления 
блокирующего буфера (1 % БСА, 0.1 % Твин­20 в ФСБ) 
с последующим инкубированием при комнатной тем­
пературе в течение 1 ч. После удаления блокирующего 
буфера добавляли специфические к вирусу Зика мышиные 
иммуноглобулины в разведении 1 : 500 и инкубировали 1 ч 
при комнатной температуре. После двукратной промывки 
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блокирующим буфером добавляли вторичные флуорес­
центные антитела в разведении 1 : 500 (кроличий антимы­
шиный IgG конъюгат, Alexa Fluor® 488, MolecularProbes, 
Eugene) и инкубировали 1 ч при комнатной температуре. 
После двукратной промывки проводили учет результатов 
при помощи флуоресцентного микроскопа Zeiss Axiovert. 

Животные. Исследование выполнено на самцах мы­
шей линии SCID (SHO­PrkdcscidHrhr) SPF­статуса в воз­ 
 расте 6–7 нед. Животные содержались в Центре генети­
ческих ресурсов лабораторных животных на базе ЦКП 
«SPF­ виварий» Института цитологии и генетики СО РАН 
однополыми семейными группами по 2–5 особей в инди­
видуально вентилируемых клетках (IVC) системы Opti 
Mice (Animal Care Systems) в контролируемых условиях, 
при температуре 22–26 °C, относительной влажности 
30–60 % и световом режиме свет/темнота 14/10 с рассве­
том в 01:00. Корм Ssniff (Германия) и вода после обратного 
осмоса, обогащенная минеральной смесью «Северянка» 
(Санкт­Петербург), животным предоставлялись ad libitum. 
В течение эксперимента состояние мышей регистри­
ровали ежедневно. В частности, оценивали изменения 
состояния кожных покровов, двигательной активности 
и поведения. Если мышь демонстрировала выраженные 
признаки токсичности, например изогнутость, сгорблен­
ность, снижение активности, и потерю массы тела более 
20 %, то эти особи подвергались эвтаназии в соответствии 
с требованиями гуманного отношения к животным. За­
планированную эвтаназию осуществляли передозировкой 
CO2, сопровождаемой цервикальной дислокацией. 

За 2–3 нед до начала эксперимента культуру клеток 
глио мы U87 MG (ATCC HTB 14), которая хранится в 
крио банке ЦКП «SPF­виварий» ИЦиГ СО РАН в жид­
ком азоте, размораживали и культивировали в течение 
5–7 пасса жей на среде DМЕМ/F12 (1:1) с 10 % фетальной 
сыворотки (Invitrogen). Перед инъекцией клетки опухоли 
снимали с подложки раствором трипсин/версен и после 
5 мин центрифугирования при 1 000 об/мин осадок тща­
тельно ресуспендировали в среде без сыворотки, доводя 
до концентрации 100 тыс. клеток в 1 мкл или 108 клеток в 
1 мл. Для получения солидной опухоли глиомы U87 мы­
шам в лопаточную область подкожно вводили по 10 млн 
клеток в объеме 100 мкл среды DМЕМ/F12 без сыворотки. 

Противоопухолевую активность вируса Зика in vivo 
определяли на базе ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора 
в условиях BSL­3. Животных содержали в микроизо­
ляторах, расположенных в потоке стерильного воздуха 
на полках чистой комнаты Duo­Flo Unit, model H­5500, 
Labproducts Inc. Все экспериментальные процедуры с 
животными, а также манипуляции по смене подстила и 
кормов проводили в кабинете биобезопасности 2­го класса 
Steril GARDIII Advance model SG603. По достижении 
опухолями объемов 80–90 мкл обрабатывали мышей ис­
пытуемым штаммом вируса Зика. Вирус вводили курсом 
из четырех ежедневных инъекций, интратуморально в 
дозе 5 · 105 ТЦД50 в 50 мкл. Мышам контрольной группы 
интратуморально вводили физраствор в том же объеме – 
50 мкл. Привитые опухоли измеряли штангельциркулем 
один раз в четыре дня, объем опухолей рассчитывали по 
формуле: (длина × ширина × высота)/2. Регистрировали 
динамику роста привитых опухолей и клинические про­

явления. Через 64 дня с начала цикла интратуморальной 
обработки мышей подвергали эвтаназии в соответствии 
с требованиями гуманного отношения к животным, 
опухоли резецировали с последующим взвешиванием и 
фотографированием. 

Результаты и обсуждение
Исследование потенциальной способности штамма 
MR766 вируса Зика к избирательной репликации и лизису 
клеток глиобластомы человека in vitro проводили в срав­
нительных экспериментах с использованием опухолевой 
клеточной линии U87 MG и нормальной нетрансформи­
рованной диплоидной культуры клеток MRC5 человека. 
Высокочувствительные к вирусу Зика перевиваемые 
клеточные линии Vero E6 и НЕK293A использовали в 
качестве контрольных клеточных культур. Как видно из 
результатов, представленных в таблице, штамм MR766 
вируса Зика проявил сходную инфекционную активность 
как в отношении клеток глиобластомы U87 MG, так и в 
отношении иммортализованных клеточных линий, широ­
ко используемых для его культивирования в лаборатор­
ной практике. В то же время вирус Зика со значительно 
меньшей эффективностью инфицировал и лизировал 
нор мальные диплоидные клетки человека MRC5. Индекс 
селективности (отношение инфекционного титра для опу­
холевых клеток и перевиваемых трансформированных 
клеток к титру на нормальных нетрансформированных 
клетках) U87 MG/MRC5 составил 2 · 102.

Для дополнительного подтверждения избирательности 
инфекционной активности вируса Зика в отношении кле­
ток глиобластомы U87 MG применяли метод непря мой им­
мунофлуоресценции. С этой целью монослой кле точных 
линий U87 MG и MRC5 инфицировали с множественно­
стью 0.1 ТЦД50/кл вируса Зика, инкубировали в течение 
6 сут, после чего проводили анализ с использованием 
специфических антивирусных мышиных иммуноглобу­
линов и антивидового IgG конъюгата Alexa Fluor® 488 
(рис. 1). Как видно, на инфицированной клеточной культу­
ре глиобластомы наблюдается выраженная флуоресценция 
и отмечается ее полное отсутствие на ин фицированных 
клетках MRC5. Эти результаты свидетельствуют о том, 
что при низкой множественности вирус Зика не спосо­
бен эффективно инфицировать нормальные диплоидные 
клетки человека, но в то же время демонстрирует высо­
кую репликативную активность в опухолевых клетках 
глиобластомы U87 MG. 

С целью исследования противоопухолевой активности 
вируса Зика in vivo использовали иммунодефицитных 
мышей линии SCID с привитыми подкожными ксенограф­
тами глиобластомы человека. В ксенографты U87 MG, по 
достижении пальпируемых размеров (80–90 мкл), четы­
рехкратно (ежедневно, 1 раз/сут) вводили суспензию ви­
руса Зика в дозе 5 · 105 ТЦД50/мышь. Контрольным мышам 
по той же схеме интратуморально инъецировали физрас­
твор. На рис. 2 представлена динамика изменений средних 
объемов контрольных опухолей (n = 5) и опухолей, обра­
ботанных вирусом Зика (n = 5). Вирус Зика эффективно 
ингибировал развитие и рост привитых опухолей U87 
MG, и на 24­е сутки с момента первой интратуморальной 
инъекции различие размеров опухолей в контрольной 
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группе и группе с обработкой вирусом Зика становилось 
достоверным (Z = 2.40227, p < 0.05, тест  Манна  –   Уитни). 
Было зарегистрировано более чем десятикратное сниже­
ние их средних объемов по сравнению с контрольными 
опухолями на момент завершения срока наблюдения через 
64 сут от начала эксперимента (Z = 2.50672, p < 0.05, тест 
Манна   –   Уитни). Индекс торможения роста опухоли (ТРО) 
составил 92.63 %. У одного животного к окончанию срока 
наблюдения была обнаружена полная регрессия опухоли. 
Развитие отдаленных метастазов на период про ведения 
эксперимента не зарегистрировано. После проведения 
эвтаназии подкожные ксенографты были ре зецированы, 
взвешены и сфотографированы (см. рис. 2). Средняя масса 
опухолей контрольных животных составила 6.51 ± 1.55 г, 
а опытной группы – 0.52 ± 0.30 г (Z = 2.50672, p < 0.05, 
тест Манна   –   Уитни). 

Следует отметить, что указанный уровень противоопу­
холевой эффективности интратуморального введения ви­
руса Зика был достигнут при использовании низкой дозы 
вируса (5 · 105 ТЦД50 на инъекцию). Вполне вероятно, что 
при использовании более высоких доз (107–108 ТЦД50) 
будет достигаться более эффективная репликация вируса 
в клетках опухоли, что в итоге может привести к лизису 
клеток глиобластомы и полной регрессии всех привитых 
ксенографтов глиобластомы. Известно, что вирус Зика 
способен длительно персистировать в инфицированном 
организме, в том числе и в клетках нервной системы 
(Swartwout et al., 2017). Данное свойство вируса Зика 
может обеспечивать длительный контроль над развитием 
глиобластомы или появлением рецидивов этой опухо­
ли. Об этом косвенно свидетельствует факт отсутствия 
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Fig.  2. Oncolytic performance of Zika against murine xenografts of 
glioblastoma U87 MG after intratumoral administration: a, dynamics 
of mean volume sizes; b, resected xenografts 64 days after the start of 
virotherapy: left two control animals; right, two experimental animals.

In vitro assessment of the oncolytic activity of Zika virus 
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* Confidence range of infection titer values averaged over three replicates (p < 0.05).
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Fig. 1. Immunofluorescence staining of cell cultures infected with Zika (six days after infection with the dose 0.1 TCID50/cell):  
a, U87MG; b, MRC5.
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дальнейшего развития опухоли на протяжении 64 сут 
эксперимента после проведения однократного цикла 
виротерапии вирусом Зика. 

В работе (Zhu et al., 2017) указано, что вирус Зика (на 
примере штаммов Dakar 1984 и Brazil 2015) инфицирует 
in vitro дифференцированные клетки глиобластомы с 
меньшей эффективностью, чем стволовые опухолевые 
клетки глиобластомы. Представленные нами данные 
показывают, что вирус Зика обладает выраженным онко­
литическим потенциалом против дифференцированной 
клеточной линии глиобластомы U87 MG человека как 
in vitro, так и in vivo. Онколитическая активность вируса 
Зика в отношении GSC и дифференцированных опухо­
левых клеток положительно характеризует возможный 
терапевтический потенциал вирус Зика против глиобла­
стомы человека. Помимо этого, недавно была показана 
высокая противоопухолевая активность вируса Зика в 
отношении клеток нейробластомы человека (Mazar et 
al., 2018). В этой работе приведены данные, свидетель­
ствующие о рецепторном взаимодействии вируса Зика 
с клеточным поверхностным гликопротеином CD24, и 
экспериментально доказана зависимость инфекционности 
вируса Зика для клеток от уровня презентации CD24 на 
клеточной поверхности. 

Таким образом, представленные в настоящей работе 
результаты предполагают перспективность продолжения 
исследований вируса Зика как онколитического агента 
против глиобластом человека. В дальнейшем планируется 
исследовать противоопухолевую активность вируса Зика 
с использованием ортотопической модели мышиных ксе­
нографтов глиобластом человека при интратуморальном и 
парентеральном введении, а также провести углубленное 
доклиническое исследование безопасности. Для снижения 
потенциальной нейротоксичности вируса Зика возможно 
внесение в его геном генетических модификаций. К на­
стоящему времени картированы перспективные в этом 
отношении точечные мутации в 3ʹ­нетранслируемом ре­
гионе и гене белка NS5 (Akiyama et al., 2016). В связи с 
последним надо отметить, что среди исследователей фор­
мируется мнение о достаточной безопасности и потен­
циальной перспективности использования для терапии 
глиобластом и нейробластом диких (генетически не мо­
дифицированных) штаммов вируса Зика, обусловленное 
высокой специфичностью вируса к опухолеобразующим 
и опухолевым клеткам и тем, что инфекция взрослых и 
детей протекает преимущественно бессимптомно и не 
вызывает выраженных патологических изменений как со 
стороны центральной нервной системы, так и со стороны 
организма в целом (Luplertlop et al., 2017; Mazar et al., 
2018). Особенно большое значение это может иметь при 
поддерживающей терапии после операционного удаления 
глиобластом для предотвращения развития рецидивов 
опухоли.
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