
ЦИТОЛОГИЯ, 2024, том 66, № 3, с. 242—252

242

Ранняя область 1а аденовируса человека 
(adenovirus early region 1а, е1а) представляет собой 
ген, который экспрессируется первым во время ре-
пликации аденовируса. Генетическая информация 
аденовируса кодируется двухцепочечной линейной 
молекулой ДНК. Примерно через 1 ч после вирусной 
инфекции запускается транскрипция аденовирусного 
генома с образованием первичного продукта гена е1а. 
В результате альтернативного сплайсинга, при кото-
ром части экзонов или интронов дифференциально 
соединяются или пропускаются, транскрибируется 
пять продуктов с коэффициентами седиментации 13S, 
12S, 11S, 10S и 9S, каждый из которых кодирует раз-
ные белки с различным количеством аминокислотных 
остатков 289R, 243R, 217R, 171R, 55R соответствен-
но (Radko et al., 2015). Белки 289R и 243R являются 
основными продуктами, кодируемыми е1а Ad5. Эти 

два белка имеют почти одинаковые внутренние по-
следовательности, за исключением 46 внутренних 
аминокислот, уникальных для белка 289R.

Кодируемые геном е1а белки функционально 
важны для репликации аденовируса. Аденовирус 
обычно инфицирует терминально дифференциро-
ванные эпителиальные клетки, что создает для вируса 
проблему репликации его ДНК. В дифференциро-
ванных клетках, таких как эпителиальные, недоста-
точно условий для репликации вирусного генома. 
В частности, не хватает пула дезоксирибонуклеотидов 
и вспомогательных факторов, необходимых для ре-
пликации (Hofer et al., 2012). ДНК-вирусы способны 
преодолевать это ограничение благодаря сформи-
ровавшейся стратегии перевода клеток в S-фазу 
клеточного цикла, в которой есть все условия для 
репликации вируса (Hofer et al., 2012).
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В последние десятилетия генная терапия на основе аденовирусного E1A доказала свою эффективность 
в отношении ряда опухолевых заболеваний, как на животных моделях, так и в клинических исследо-
ваниях. Показано, что помимо собственной антипролиферативной активности, E1A также обладает 
способностью усиливать цитотоксический эффект некоторых противоопухолевых препаратов. При-
менение Е1А в комбинированной терапии может решить ряд проблем клинической онкологии, среди 
которых наиболее актуальными являются проблема устойчивости или невосприимчивости опухолевых 
клеток к цитотоксическому воздействию. В настоящей работе описано создание клеточных моделей 
с индуцируемой антибиотиком доксициклином экспрессией белка аденовирусного E1A на основе клеток 
колоректального рака человека HCT116 и цисплатин-устойчивых клеток HCT116/C. Нами показана 
концентрационная и временная зависимость экспрессии белка E1A от доксициклина, а также показан 
антипролиферативный эффект аденовирусного E1A при индукции его экспрессии в полученных клетках 
HCT116-E1A и HCT116/C-E1A in vitro в экспериментах по оценке жизнеспособности в тестах МТТ и кло-
ногенной активности, а также и in vivo в ксенографтных мышиных моделях. Таким образом, в результате 
нашей работы была создана модель для анализа антипролиферативных и сенсибилизирующих свойств 
E1A в чувствительных и платино-устойчивых клетках колоректального рака и поиска новых подходов 
противораковой терапии in vitro и in vivo. Полученная клеточная линия является удобной моделью для 
подбора наиболее перспективных сочетаний цитостатиков с генной терапией на основе E1A.
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Белок E1A раннего района аденовируса является 
определяющим фактором, ответственным за пере-
вод дифференцированных клеток в S-фазу после 
инфекции (Pelka et al., 2008). E1A дерегулирует кле-
точный цикл и способствует входу в S-фазу, связывая 
и инактивируя ключевой регулятор выхода из фазы 
G1 клеточного цикла белок pRb и родственные ему 
белки р130 и p107, высвобождая транскрипционный 
фактор E2F (Ikeda, Nevins, 1993; Tiainen et al., 1996). 
E1A также способен взаимодействовать с белковым 
комплексом E2F/DP, активируя E2F-зависимые 
промоторы (Pelka et al., 2011). E1A-зависимый пе-
реход покоящихся клеток в S-фазу также связывают 
с p300-зависимой индукцией протоонкогена c-myc 
(Baluchamy et al., 2007; Singhal et al., 2013). Экспрес-
сия E1A в результате инфекции аденовирусом покоя-
щихся клеток приводит к возобновлению репликации 
клеточной ДНК, которая, однако, идет с нарушени-
ями, в результате чего активируется клеточный ответ 
на повреждения ДНК (DNA damage response, DDR) 
(Singhal et al., 2013). Помимо индукции клеточного 
цикла и перехода клеток в S-фазу, E1A также вовле-
чен в регуляцию транскрипции с других вирусных 
промоторов, в подавление ранних этапов иммунного 
ответа, а именно компонентов врожденного имму-
нитета, участвующих в ответе на аденовирусную 
инфекцию, за счет снижения экспрессии IFNα (Cook, 
Routes, 2005; Hendrickx et al., 2014; Zemke et al., 2023) 
и инактивации иммунопротеасом (Berhane et al., 
2011), а также в перепрограммирование клетки для 
более эффективной репродукции вируса (Marthaler 
et al., 2016; Mendoza et al., 2023).

Несмотря на участие аденовируса в кооперации 
с другими ранними генами в избегании иммунно-
го ответа, экспрессия E1A (по многочисленным 
данным) приводит к увеличению чувствительно-
сти клеток к цитотоксическому воздействию ком-
понентов клеточного иммунного ответа хозяина. 
Такое противоречие во влиянии E1A на иммунную 
систему объясняется E1A-зависимым ингибирова-
нием интерферон-активируемого сигнального пути, 
реализуемого как часть иммуносупрессирующего 
действия аденовируса, но в то же время приводящего 
к отмене у инфицированных клеток устойчивости 
к иммунному лизису (Cook, Routes, 2005). В кон-
тексте генной терапии рака эти данные представ-
ляют особый интерес, поскольку дополнительная 
стимуляция противоопухолевого иммунного ответа 
и селективный лизис опухолевых клеток являются 
несомненным преимуществом в терапии, тогда как 
иммуносупрессия, вызванная вирусом, не являет-
ся желательным эффектом. Кроме того, на фоне 

экспрессии E1A усиливается действие стимулов, 
индуцирующих апоптоз, таких как факторы TNF, 
химиотерапевтические агенты и окислительный 
стресс (Radke, Cook, 2018).

Показаны онкосупрессорные свойства E1A в са-
мых разных типах опухолевых клеток человека: кар-
циноме, фибросаркоме и меланоме (Frisch et al., 1990; 
Frisch, Dolter, 1995), что удивительно, принимая 
во внимание разнообразие генетических изменений 
в этих типах опухолей. Среди возможных E1A-опо-
средованных механизмов, подавляющих развитие 
опухоли, выделяют репрессию транскрипции прото-
онкогена HER-2/neu (Yu et al., 1993; Chang et al., 1997; 
Hung et al., 2002), сенсибилизацию клеток к такому 
виду клеточной гибели как аноикис (Frisch, 1994), 
подавление метастатического потенциала (Bernhard 
et al., 1995), снижение васкуляризации опухоли (Saito 
et al., 2006), повышение чувствительности к фактору 
некроза опухоли (Shisler et al., 1996; Deng et al., 2002), 
а также индукцию апоптоза (Rao et al., 1992; White, 
1993; Deng et al., 2002).

Несмотря на участие в широком спектре кле-
точных процессов и изменении клеточной транс-
крипции в глобальном масштабе (Ferrari et al., 2012), 
E1A не обладает ДНК-связывающей способностью 
(Pelka et al., 2008). Вместо этого E1A связывается 
с разнообразными клеточными белками, изменяя 
их активность или локализацию (Pelka et al., 2008). 
Взаимодействие E1A с белками ремоделирования 
хроматина, такими как CBP/p300 и p400, также счи-
тается необходимым для функции E1A (Chakraborty, 
Tansey, 2009; Singhal et al., 2013).

Экспрессия аденовирусного Е1А повышает чув-
ствительность ряда опухолевых клеток млекопита-
ющих к действию цитотоксических агентов, исполь-
зуемых в противоопухолевой терапии, таких, как 
этопозид, паклитаксел, цисплатин, таксаны и др. 
(Sánchez-Prieto et al., 1996; Liao et al., 2004; Chang 
et al., 2014). При этом подобной сенсибилизации 
не обнаруживалось в нормальных клетках (Sunamura 
et al., 2002; Yamaguchi et al., 2010). В связи с этим 
для исследователей представляет интерес изучение 
возможности использования аденовирусного E1A 
в комбинированной терапии опухолей с целью сни-
жения концентраций используемых терапевтических 
препаратов для устранения побочных эффектов, 
а также для возможного использования E1A для ле-
чения опухолей, которые приобрели устойчивость 
к препаратам в ходе терапии.

В представленной работе описано получение 
модельных линий клеток колоректального рака че-
ловека, чувствительных и устойчивых к цисплатину, 
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с индуцируемой экспрессией аденовирусного E1A. 
Предложенная нами модель является удобным под-
ходом для изучения способностей аденовирусного 
E1A оказывать антипролиферативное и (или) сен-
сибилизирующее к действию цитостатиков влияние 
на опухолевые клетки. В нашей модели накопление 
аденовирусного белка E1A индуцируется в клетках 
добавлением антибиотика доксициклина, одобрен-
ного в США FDA (Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и меди-
каментов) и Росздравнадзором в Российской Фе-
дерации (Федеральной службой по надзору в сфере 
здравоохранения и социального развития). Такая 
модель избавляет исследователей от решения про-
блемы доставки E1A в клетки-мишени как в экспе-
риментах in vitro, так и in vivo. Кроме того, в работе 
приведены результаты использования полученных 
модельных клеточных линий в экспериментах in 
vitro и in vivo, доказывающих антипролифератив-
ную способность аденовирусного E1A в отношении 
опухолевых клеток.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Конструирование вектора Tight-E1A. Фрагмент 
аденовируса, кодирующий E1A, был амплифици-
рован с использованием праймеров, включающих 
сайты для эндонуклеаз BamHI и EcoRI (F-grE1-
ggtggatccTTGAGTGCCAGCGAGTAG, R-grE1- 
gctgaattcCAAACACTCCCAAGCCTC), с помощью 
высокоточной ДНК-полимеразы для синтеза круп-
ных фрагментов ДНК (Encyclo, Евроген, Россия). 
В качестве матрицы была использована плазмидная 
ДНК p1A, которая содержит последовательность ге-
нома аденовируса 5-го типа (1—1834 н. п.) (Whyte et 
al., 1988). Очистку амплифицированного фрагмента 
раннего района аденовируса E1A (E1A-АФ) от мат-
рицы и праймеров осуществляли при электрофоре-
тическом разделении в геле из легкоплавкой агаро-
зы. Фрагмент геля, содержащий синтезированный 
участок E1A-АФ, процессировали в соответствии 
с инструкцией фирмы производителя для экстракции 
ДНК из геля (Cleanup Mini для очистки ДНК из геля, 
Евроген, Россия).

Очищенный амплифицированный фрагмент 
ДНК, кодирующий E1A, последовательно обраба-
тывали эндонуклеазами рестрикции BamHI и EcoRI 
(SibEnzyme, Россия) в течение 1 ч при 37°C для фор-
мирования “липких” концов, удобных для после-
дующего лигирования в вектор pLVX-Tight-Puro, 
который также последовательно обрабатывали BamHI 
и EcoRI. Для того чтобы исключить самолигирование, 

обработанные рестриктазами амплифицированный 
фрагмент ДНК E1A-АФ и pLVX-Tight-Puro отделяли 
от вырезанных рестриктазами фрагментов электро-
форетически в геле из легкоплавкой агарозы. После 
очистки линеаризованный акцепторный вектор pLVX-
Tight-Puro лигировали с фрагментом E1A-АФ при 
16 °C в течение 2 ч. Лигазная смесь объемом 10 мкл 
содержала 200 ед. T4-лигазы (SibEnzym, Россия), 
1-кратный буфер для лигазы (SibEnzym, Россия), 
50 нг вектора и 55 нг вставки. Количество вставки 
для лигирования (X, нг) вычисляли по формуле:

X = (10 × X × L × Y) / L,

где Y — количество вектора (нг), L — длина вставки 
(пары оснований). По истечении времени лигиро-
вания лигазной смесью (3 мкл) трансформировали 
50 мкл компетентных клеток бактерий Escherichia 
coli штамма Stable3, специально разработанного 
для амплификации крупных лентивирусных векто-
ров. Трансформированные клетки селектировали 
на ампициллине, отобранные клоны анализировали 
на наличие в них E1A-экспрессирующего вектора 
Tight-E1A методом рестрикционного анализа, ПЦР 
с праймерами к E1A, а также при секвенировании 
(Евроген, Россия).

Паковка вирусов и получение стабильных клонов. 
Лентивирусные векторы Tet-ON системы Tight-E1A 
(10 мкг), кодирующий аденовирусный E1A под кон-
тролем Tet-оператора, или вектор p-LVX-Tet-On-
Advanced (10 мкг), кодирующий рекомбинантный 
фактор транскрипции rtTA, котрансфицировали 
с помощью кальций-фосфатной трансфекции в те-
чение 16 ч в клетки линии HEK293FT (для сборки 
вирусных частиц в чашках 10 см) с двумя упако-
вочными плазмидами — psPAX2, 2 мкг (#12260, 
Addgene, США) и pMD2.G, 2 мкг (#12259, Addgene, 
США), экспрессирующими оболочку лентивируса, 
Культуральную среду, содержащую вирусные ча-
стицы, собирали трижды через каждые 24 ч. Вирусы 
из среды осаждали центрифугированием при 47 000 
об/мин в течение 2 ч при 4 °C и использовали для 
трансдукции таргетных клеточных линий (HCT116 
или HCT116/C) с последующим отбором клонов, 
в которые произошло встраивание конструкции 
с индуцируемой экспрессией E1A, на селектирующем 
антибиотике. Инфицированные Tight-E1A клетки 
селектировали на среде с 15 мкг/мл пуромицина, 
а после инфицирования p-LVX-Tet-On-Advanced 
на гигромицине В (100 мкг/мл) для получения кле-
точных линий с индуцибельной экспрессией E1A 
(HCT116-E1A или HCT116/C-E1A).

https://www.zotero.org/google-docs/?c6ynsp
https://www.zotero.org/google-docs/?c6ynsp
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Клеточные линии и воздействия. В работе исполь-
зовали клетки линии колоректальной карциномы 
человека НСТ116 («ПраймБиоМед», Россия). Клетки 
культивировали в среде DMEM (Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium), содержащей 10 % FCS (fetal calf 
serum) и гентамицин, при 37 °С и 5 % CO2. Для ин-
дукции экспрессии гена аденовируса e1a клетки 
обрабатывали доксициклином (аптечный препа-
рат) в концентрации 0.5—1 мкг/мл на протяжении 
24—72 ч для анализа жизнеспособности или до 14 сут 
для анализа образования колоний.

Клоногенный анализ. Для анализа образования ко-
лоний клетки рассеивали на 12-луночные планшеты 
по 400 клеток на лунку. Через 1 сут после рассева к ча-
сти клеток добавляли доксициклин в концентрации 
1 мкг/мл для индукции экспрессии e1a. Через 14 сут, 
когда сформированные вокруг единичных клеток 
колонии определялись невооруженным глазом, их 
фиксировали в охлажденном 100 %-ном метаноле 
в течение 10 мин на холоде, окрашивали в течение 
10 мин в 0.5 %-ном растворе кристаллического фи-
олетового, приготовленного в 25 %-ном метаноле, 
отмывали водой и фотографировали. Число окра-
шенных колоний считали и сравнивали с необра-
ботанным контролем. Анализировали изображения 
с помощью программного продукта Image J (1.51d; 
Bethesda, MD, USA).

Оценка жизнеспособности клеток. Использовали 
тест МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нил-тетразолиум бромид). Для этого клетки рассеи-
вали на 96-луночные планшеты в плотности 15 × 103 
клеток на ячейку и культивировали в присутствии или 
отсутствие доксициклина (0.5—1 мкг/мл) в течение 
24—72 ч. Жизнеспособность определяли спектрофо-
тометрически, оценивая метаболическую активность 
клеток по способности восстанавливать МТТ (Sigma, 
США) до нерастворимого формазана, который име-
ет пурпурное окрашивание. Клетки инкубировали 
в растворе МТТ в конечной концентрации 0.5 мг/мл, 
приготовленном на PBS, 1.5 ч при 37oС в СО2-ин-
кубаторе, после чего культуральную среду удаляли, 
а клетки лизировали в ДМСО. Определяли оптиче-
скую плотность в каждой лунке при длине волны 
570 нм на приборе Multiskan-EX (Thermo Electron, 
Германия), используя ДМСО в качестве отрицатель-
ного контроля.

Эксперимент in vivo. Ксенотрансплантаты выра-
щивали после подкожной инъекции 2 × 106 клеток 
HCT116-E1A в 0.1 мл среды, смешанной в пропор-
ции 1:1 с матригелем (ABW, Китай), в среднюю дор-
сальную область спины самцов иммунодефицитных 
мышей Balb/c-NUDE в возрасте 8 нед. Мышей со-

держали в пластиковых клетках по четыре мыши 
на клетку в условиях 12-часового цикла свет/темнота 
со свободным доступом к пище и воде и поддержа-
ния постоянной температуры и влажности. Мыши 
получали стандартную диету из облученных кормов 
(ЗАО Тосненский комбикормовый завод, Россия). 
После инокуляции животных делили на две группы, 
которые получали питьевую воду без ограничения. 
Одна группа получала воду, содержащую 2 мг/мл 
доксициклина, вторая — воду без доксицикли-
на. Смену воды производили через день в связи 
с относительной нестабильностью доксициклина 
в водном растворе. Измерения объемов опухолей 
производили каждые 3 сут. Использовали элек-
тронный штангенциркуль, определяя наибольшие 
диаметры: продольный (длину L) и поперечный 
(ширину S). Объем опухоли V вычисляли по формуле 
V = π / 6 × (L × S × S). Когда объем опухоли пре-
вышал 800 мм3, мышей умерщвляли по этическим 
соображениям. Из крупных органов и опухолей 
брали биопсии, из которых выделяли белки для 
дальнейшего вестерн-блот-анализа.

Вестерн-блот-анализ. Из культур клеток и пре-
паратов биопсий опухолей и тканейполучали экс-
тракты, инкубируя клетки и препараты в течение 
20 мин при 4 oС в PBS, содержащем 1 % NP-40, 
0.5 % дезоксихолата натрия, 0.1 % додецилсульфа-
та натрия (SDS), ингибиторы протеаз, фосфатаз 
и 1 мМ PMSF. Клеточные экстракты (20 мкг) про-
гревали в буфере для проб (60 мМ Tris-Cl pH 6.8, 
2 % SDS, 10 % глицерина, 5 % β-меркаптоэтанола, 
0.01 % бромфенолового синего) при 95 °C в тече-
ние 5 мин. Белки разделяли электрофоретически 
в 10 %-ном полиакриламидном геле в присутствии 
0.1 % SDS, переносили на мембрану PVDF (Merck 
Millipore, США). Мембраны блокировали в течение 
1.5 ч при комнатной температуре в блокирующем 
буфере (5 % обезжиренного сухого молока в PBST 
(PBS с 0.5 % Tween 20)) и инкубировали с первич-
ными антителами, разведенными в 1—5 %-ном BSA/
PBST, в течение ночи при 4 °C. Мембраны отмывали 
в PBST и инкубировали 1 ч при комнатной тем-
пературе в 5 %-ном молоке на PBST, содержащем 
вторые антитела, коньюгированные с пероксидазой 
хрена (Jackson ImmunoResearch, Великобритания). 
Белки на мембранах выявляли методом усиления 
хемилюминесценции (Thermo Sci., США) и визу-
ализировали на PXi6 Access (Syngene, Великобри-
тания). В работе использовали антитела к Ad-2/5 
E1A (M73, sc-25; Santa Cruz Biotechnology, США), 
каспазе 9 (#9504) и GAPDH (14C10, #2118) (Cell 
Signalling, США).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Получение клеток с индуцируемой экспрессией 

аденовирусного E1A. Для исследования влияния 
аденовирусного белка E1A на пролиферацию опу-
холевых клеток колоректального рака человека был 
сконструирован вектор Tight-E1A, несущий ранний 
район E1A аденовируса 5 типа человека (Ad5) под 
контролем Tet-оператора, на основе вектора pLVX-
Tight-Puro. Аденовирусный E1A экспрессируется 
с вектора Tight-E1A при добавлении антибиотика 
тетрациклинового ряда доксициклина. В присут-
ствии доксициклина трансактиватор Tet-On специ-
фически связывается и активирует транскрипцию 
с индуцибельного промотора, который контролирует 
экспрессию интересующего гена. Необходимость 
индуцированной экспрессии E1A обусловлена тем, 
что E1A обладает достаточно выраженными проапоп-
тотическими свойствами, в результате чего получение 
постоянной E1A-экспрессирующей клеточной линии 
может вызвать затруднения по причине спонтанной 
гибели клеток. Поэтому была получена клеточная 
линия HCT116-E1A, в которой базальная экспрессия 
E1A подавлена, а ее активация происходит только 
в присутствии антибиотика доксициклина (рис. 1а). 
На рис. 1 представлены данные вестерн-блотинга, де-
монстрирующие накопление белка E1A аденовируса 
в зависимости от концентрации индуцирующего экс-
прессию антибиотика доксициклина (рис. 1б) и вре-
мени его действия в клетках HCT116-E1A (рис. 1в).

Анализ антипролиферативной способности аде-
новирусного E1A. Оценку влияния аденовирусного 
E1A на пролиферацию опухолевых клеток проводили, 
сравнивая жизнеспособность клеток HCT116-E1A 
без экспрессии E1A или при индуцированной экс-
прессии E1A при добавлении доксициклина в среду 
культивирования, по изменению метаболической 
активности, определяемой по тесту MTT и клоно-
генной активности.

Клетки HCT116-E1A оставляли необработанными 
или обрабатывали доксициклином в концентрации 
0.5—1 мкг/мл в течение 24—72 ч и проводили тест 
MTT, позволяющий количественно измерить мета-
болическую активность клеток. Данные МТТ-ана-
лиза показывают, что при культивировании клеток 
HCT116-E1A в присутствии доксициклина жизнеспо-
собность популяции клеток снижается по сравнению 
с клетками, культивируемыми без доксициклина, 
а к 72 ч сокращается вдвое, что свидетельствует об ин-
дукции клеточной гибели (рис. 2). Еще более выра-
женное снижение жизнеспособности при экспрессии 
Е1А показано для устойчивых к цисплатину клеток 
HCT116/C-E1A, остаточная популяция которых 

к 72 ч культивирования в присутствии доксици-
клина составляет 20 % от исходной.Для того, чтобы 
исключить возможность токсического влияния док-
сициклина на клетки HCT116, проводили тест MTT 
с исходными клетками HCT116, в которые не встра-
ивали конструкцию с индуцируемой экспрессией 
E1A. Клетки HCT116 также рассеивали и оставляли 
необработанными или обрабатывали доксицикли-
ном (1 мкг/мл) в течение 24—72 ч и проводили тест 
MTT. Результаты показывают, что в клетках HCT116 
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Рис. 1. Влияние доксициклина (Докс) на экспрес-
сию гена e1a под Tet-регулируемым промотором. 
а — Вестерн-блот с антителами против белка аде-
новируса E1A экстрактов разных клонов клеток 
HCT116-E1A, необработанных (–) или обработан-
ных (+) 1 мкг/мл Докс в течение 18 ч; экстракт кле-
ток HEK293 использовли в качестве положитель-
ного контроля к E1A-экспрессирующим клеткам. 
б, в — Вестерн-блоты с антителами против белка 
аденовируса E1A экстрактов клеток HCT116-E1A, 
необработанных (–) или обработанных Докс в раз-
личных концентрациях: 0.1—1 мкг/мл в течение 18 ч 
(б) или 1 мкг/мл в течение различного времени 
(3—48 ч; в).
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не происходит такого сильного сокращения попу-
ляции в присутствии доксициклина, как в клетках 
HCT116-E1A (рис. 2).

Полученные результаты свидетельствует о том, 
что экспрессия аденовирусного E1A приводит к сни-

жению жизнеспособности клеток колоректального 
рака HCT116.

Аденовирусный E1A снижает клоногенную ак-
тивность клеток колоректального рака человека. Для 
подтверждения результатов об антипролиферативном 
действии E1A в клетках колоректального рака анали-
зировали клоногенную выживаемость. Клоногенный 
анализ или анализ образования колоний представляет 
собой анализ выживания и пролиферации клеток in 
vitro, основанный на способности отдельной клетки 
вырастать в колонию, состоящую как минимум из 50 
клеток. Анализ, по своей сути, проверяет, насколько 
отдельные клетки в популяции способны к «неогра-
ниченному» делению.

Для изучения влияния аденовирусного E1A 
на клоногенную активность опухолевых клеток, 
оценивали способность клеток HCT116-E1A расти 
в клональном посеве и образовывать колонии в от-
сутствие или в присутствии доксициклина. На рис. 3 
представлены фотографии лунок с колониями клеток, 
окрашенных кристаллическим фиолетовым, а также 
гистограммы усредненных результатов подсчета ко-
лоний, сформированных при культивировании без 
или в присутствии различных концентраций докси-
циклина. Данные клоногенного анализа показывают, 
что клетки HCT116-E1A, которые культивировали 
без доксициклина, формировали множественные 
крупные колонии. Тогда как при культивировании 
клеток HCT116-E1A в присутствии доксициклина, 
индуцирующего экспрессию E1A, колонии практи-
чески не формировались, что свидетельствует о спо-
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Рис. 2. Влияние доксициклина (Докс) на жизнеспо-
собность клеток с индуцируемой экспрессией E1A 
(клетки HCT116-E1A и HCT116/C-E1A) и без нее 
(клетки HCT116).
Результаты теста MTT представлены в виде гра-
фиков изменения оптической плотности, прямо 
пропорциональной жизнеспособности клеток, ко-
торую оценивали относительно контроля, приня-
того за 100 %. Клетки оставляли необработанными 
(Докс–) или обрабатывали 1 мкг/мл Докс в течение 
48—72 ч (Докс+). Здесь и на рис. 3, 4 представлены 
средние значения и их стандартные ошибки из 3—5 
независимых экспериментов; сравнивали попарно 
значения для Докс– и Докс+, различия достоверны 
при p < 0.05 (*, тест Манна‒Уитни).
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Рис. 3. E1A снижает клоногенную активность клеток колоректального рака. а, в — Фотографии чашек с клонами 
клеток, окрашенных кристаллическим фиолетовым. Клетки HCT116 или HCT116-E1A рассеивали в клональной 
плотности и оставляли для формирования колоний в течение 14 сут в отсутствие доксициклина (Докс‒) или 
в его присутствии (Докс+) в концентрации 1 (а) или 0.5 (в) мкг/мл в среде культивирования. Клетки HCT116 
использовали в качестве контроля для анализа возможного токсического влияния доксициклина. б, г — Диа-
граммы усредненных значений клоногенной активности клеток HCT116 и HCT116-E1A относительно значений 
контрольных необработанных клеток (Докс‒), принятых за 100 %.
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собности аденовирусного E1A снижать выживаемость 
клеток колоректального рака in vitro.

Для того чтобы оценить влияние самого анти-
биотика доксициклина на клоногенную активность 
клеток, анализировали способность клеток HCT116 
образовывать колонии в присутствии различных 
концентраций доксициклина. При обработке док-
сициклином в концентрации 1 мкг/мл происходи-
ло сильное подавление клоногенной активности 
(рис. 3а, б), поэтому для уменьшения антипролифе-
ративного эффекта доксициклина его концентрация 
была снижена до 0.5 мкг/мл (рис. 3в, г). Результаты 
показывают, что сам по себе доксициклин снижает 
клоногенную активность клеток HCT116, но значи-
тельно меньше, чем в клетках HCT116-E1A с инду-
цируемой экспрессией E1A, у которых клоногенная 
активность в присутствии 0.5 мкг/мл доксициклина 
снижается вдвое.

Ввиду выраженного антипролиферативного эф-
фекта доксициклина, известного из данных лите-
ратуры и подтвержденного нами, все эксперимен-
ты с использованием доксициклин-индуцируемых 
генно-инженерных конструкций, даже при исполь-
зовании сниженных концентраций антибиотика, 
должны сопровождаться соответствующими кон-
трольными данными, полученными на клеточных 
линиях, не несущих конструкцию. Все результаты 
in vitro экспериментов, представленных в данной 
работе, были проверены таким образом.

Полученные результаты показывают, что аде-
новирусный E1A проявляет антипролиферативную 
активность in vitro в клетках колоректального рака 
человека, снижая их жизнеспособность и клоноген-
ную активность.

E1A замедляет рост опухоли в ксенографтных мы-
шиных моделях.Влияние аденовирусного E1A на рост 
опухоли in vivo изучали на ксенографтных мышиных 
моделях. После подкожной инокуляции клеток коло-
ректального рака человека HCT116-E1A с регулируе-
мой экспрессией E1A мышей делили на две группы. 
Одна группа получала с питьевой водой доксициклин 
для индукции экспрессии e1a, а вторая (контроль-
ная) получала чистую питьевую воду. Наблюдение 
за животными показало отсутствие видимых побоч-
ных эффектов при внутриопухолевой экспрессии 
аденовирусного E1A. Реакцию животных оценивали 
визуально и по изменению массы тела, которая оста-
валась сравнимой у животных контрольной группы 
и группы, получавшей доксициклин для индукции e1a.

Результаты Вестерн-блот-анализа, приведенные 
на рисунке 4а, показывают, что у мышей, получавших 
с питьевой водой доксициклин, в биопсиях опухо-

лей присутствует белок E1A, тогда как в селезенке 
этих же животных E1A не выявляется, что говорит 
об отсутствии способности инокулированных клеток 
к метастазированию в присутствии Е1А. При этом 
у животных, которые не получали доксициклин, 
E1A отсутствует в опухолевой биопсии. Визуальный 
анализ внутренних органов животных после эвта-
назии также не показал наличия сформированных 
метастазов нигде в организме, опухоль имела четкую 
подкожную локализацию, была хорошо васкуляризо-
вана. Принимая во внимание способность Е1А сти-
мулировать переход покоящихся клеток в S-фазу кле-
точного цикла, можно предположить, что E1A может 
отменять потенциальную возможность клеток уйти 
в состояние покоя (дормантное).Тогда как процесс 
формирования метастазов подразумевает необходи-
мость перехода клеток в состояние покоя на этапе 
после выхода клеток из кровотока (Gerstberger et 
al., 2023). Поэтому можно предположить, что при 
экспрессии E1A образование метастазов является 
маловероятным. Приведенные выше данные о влия-
нии E1A на клоногенную активность клеток (рис. 3) 
также могут служить аргументом в пользу участия 
E1A в снижении их метастатического потенциала.

Используя в вестерн-блотинге антитела, специ-
фичные к белку каспаза 9 мышиного происхожде-
ния, было подтверждено, что препараты опухолевых 
биопсий не содержат мышиных клеток. Специфиче-
ская полоса, соответствующая каспазе 9, окрашива-
лась только на дорожке, нагруженной белками из се-
лезенки экспериментального животного (рис. 4а). 
Для контроля нагрузки использовали антитела против 
белка цитоскелета альфа-тубулина, специфические 
в отношении белка мыши и человека.

Через 20 сут после инокуляции измеряли объемы 
опухолей, сформировавшихся у экспериментальных 
животных. На диаграмме рисунка 4б представлен 
усредненный объем опухолей трех мышей каждой 
группы. Полученные результаты показывают разницу 
в скорости формирования опухоли в ксенографтных 
мышиных моделях в зависимости от экспрессии e1a. 
У мышей, которые не получали доксициклин, сред-
ний объем сформировавшихся опухолей превосходит 
средний объем опухолей мышей, которые получали 
доксициклин с водой. Таким образом, развитие опу-
холи под контролем Е1А, экспрессирующегося при 
индукции доксициклином, происходит с меньшей 
скоростью, что является следствием его антипро-
лиферативного воздействия на опухолевые клетки.

Для анализа влияния E1A на уже сформировав-
шуюся опухоль мышам мужского пола линии Balb/c-
Nude тоже проводили подкожную инъекцию клеток 

https://www.zotero.org/google-docs/?w8R4On
https://www.zotero.org/google-docs/?w8R4On
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колоректального рака человека HCT116-E1A и давали 
сформироваться опухолям в течение 14 сут (схема 
эксперимента представлена на рис. 4в). После это-
го мышей с опухолями делили на две группы, одна 
из которых получала питьевую воду с доксицикли-
ном, а вторая — воду без доксициклина, и проводили 
измерения объемов опухолей каждые 3 сут. Экспе-
римент продолжали до тех пор, пока объем опухоли 
не достигал 800 мм3.

На рис. 4г представлен прирост объема опухолей 
в течение 10 сут с момента добавления доксициклина. 

Из приведенных данных видно, что в течение пер-
вых трех суток прирост опухолей не зависит от E1A. 
Однако с течением времени скорость прироста кон-
трольных опухолей остается примерно на одинаковом 
уровне, тогда как рост опухолей, в которых индуци-
рована экспрессия E1A, заметно снижается (рис. 4г).

Таким образом, используя полученные клетки 
колоректального рака с индуцируемой экспресси-
ей аденовирусного E1A в экспериментах in vivo, мы 
продемонстрировали негативное влияние белка E1A 
на формирование опухолей, а также на скорость при-

Рис. 4. E1A замедляет рост опухоли в ксенографтных моделях у мышей Balb/c-Nude с инокулированными клет-
ками колоректального рака человека HCT116-E1A. а — Вестерн-блот тотальных белков, выделенных из опухо-
лей, а также из селезенки мышей, получавших с питьевой водой доксициклин (Докс+), или не получавших его 
(Докс‒), с антителами против каспазы 9, α-тубулина и E1A; в качестве позитивного контроля использованы 
экстракты клеток HCT116-E1A, обработанные 1 мкг/мл Докс в течение 24 ч, в качестве негативного — экстрак-
ты клеток HCT116 без E1A-конструкции. б — Диаграммы прироста объемов опухолей за 20 сут в зависимости 
от присутствия Докс в питьевой воде. в — Схема дизайна эксперимента in vivo показывает длительность экспе-
римента и в какие сроки (сут) измеряли объем опухоли V после инокуляции. г — Диаграммы прироста объема 
опухолей, выраженных в процентах от объема опухолей предыдущего измерения; светлые столбцы — прирост 
объема опухолей у мышей контрольной группы, которые не получали доксициклин; темные — у мышей, полу-
чавших доксициклин (2 мг/мл) с 14-х сут эксперимента.
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роста уже сформированных опухолей в модели мы-
шиных ксенографтов. Внутриопухолевая экспрессия 
аденовирусного E1A хорошо переносилась животными 
во время экспериментов, что подтверждает данные 
клинических исследований о безопасности экспрессии 
аденовирусного E1A в организме млекопитающего. 
В большинстве случаев наблюдали замедление роста 
опухоли, а в единичных — полную ее деградацию.

Таким образом, полученные результаты являются 
отправной точкой для дальнейшего изучения меха-
низмов антипролиферативного и сенсибилизирую-
щего влияния E1A в опухолевых клетках и возможно-
сти использования введения E1A-экспрессирующих 
векторов для сдерживания роста и (или) элиминации 
опухоли в организме млекопитающего. Полученная 
генно-инженерная конструкция для индуцируемой 
экспрессии аденовирусного Е1А в клетках является 
удобным и технологичным инструментом для таких 
исследований. В дальнейшем полученные результаты 
могут быть использованы для адаптации модельной 
системы к условиям опухоли in vivo. При этом ис-
пользуемая конструкция может быть оптимизирована 
с целью снижения нагрузки на нормальные ткани 
за счет использования опухолеспецифических промо-
торов для контроля экспрессии аденовирусного E1A.

Примерами опухолеспецифических промоторов 
являются промоторы генов белков hTERT, Cox-2, 
CXCR4 и BIRC5, для которых характерна сверхэкс-
прессия контролируемых ими генов во многих типах 
опухолей и отсутствие или минимальная экспрессия 
в нормальных тканях (Rein et al., 2004; Pleshkan et al., 
2011). Большинство опухолеспецифических промо-
торов гораздо менее активны по сравнению с кон-
ститутивными сильными вирусными промоторами 
(Gu, Fang, 2003; Zhu et al., 2004; van Houdt et al., 2006; 
Konopka et al., 2009). В различных линиях опухоле-
вых клеток активность промотора гена сурвивина 
варьирует от 0.3 до 16 % от активности промотора 
цитомегаловируса (CMV) (Zhu et al., 2004; Van Houdt 
et al., 2006), а эффективность работы промоторагена 
TERT, кодирующего обратную транскриптазу тело-
меразы, может различаться до 20 раз (Gu, Fang, 2003). 
Одним из подходов, позволяющих решить проблемы 
эффективности опухолеспецифических промоторов, 
является использование гибридных двойных промо-
торов, один из которых опухолеспецифический, тогда 
как другой — сильный неспецифический (Davis et al., 
2006). Однако для предварительных исследований 
эффекта внутриклеточной экспрессии гена интереса, 
в нашем случае раннего района аденовируса E1A, 
удобно отдать предпочтение сильному промотору 
и пренебречь опухолеспецифичностью.

Несмотря на то, что генная терапия с использова-
нием Е1А еще не одобрена для клинического исполь-
зования, полученные результаты имеют не только 
фундаментальное, но и потенциальное прикладное 
значение, так как могут быть использованы для по-
иска новых подходов к лечению рецидивирующих 
опухолей.
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CREATION OF A MODEL LINE OF TUMOR CELLS WITH INDUCABLE 
EXPRESSION OF ADENOVIRAL E1A TO STUDY ITS ANTIPROLIFERATIVE  

AND CYTOTOXIC PROPERTIES IN VITRO AND IN VIVO
A. V. Morshnevaa, A. M. Kozlovaa, O. O. Gnedinaa, M. V. Igottia, *

a Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, 194064, St-Petersburg, Russia
* e-mail: marie.igotti@gmail.com

Over the past decades, gene therapy based on the adenoviral E1A has proven its benefit against a number of 
tumor diseases, both in animal models and in clinical studies. It has been shown that in addition to its own 
antiproliferative activity, E1A also has the ability to enhance the cytotoxic effect of some anticancer drugs. 
The use of E1A in combination therapy can solve a number of problems in clinical oncology, among which 
the most pressing is the problem of drug-resistance of tumor cells. This work describes the establishment 
of a cell model based on human colorectal cancer cells HCT116 and cisplatin-resistant HCT116/C cells 
with doxycycline-inducible expression of adenoviral E1A. We have shown the concentration-dependent and 
time-dependent dynamics of E1A expression upon doxycycline treatment, and shown the antiproliferative 
effect of adenoviral E1A in the HCT116-E1A and HCT116/C-E1A cells in vitro in experiments assessing 
viability in MTT and clonogenic activity tests and in vivo in xenograft mouse models. Thus, as a result of 
our work, a model was created to explore the antiproliferative and sensitizing properties of E1A in platinum-
sensitive and platinum-resistant colorectal cancer cells and to search for new approaches to anticancer therapy 
both in vitro and in vivo. The resulting cell line is a convenient model for selecting the most promising 
combinations of cytostatic drugs with E1A-based gene therapy.

Keywords: adenoviral E1A, adenovirus, colorectal cancer, model cell line, antiproliferative effect, tumor 
cell sensitization
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