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Резюме. Исследовалось влияние рекомбинантного белка мышиного TNF (rmTNF) и TNF-
связывающего белка вируса натуральной оспы (VARV-CrmB) на колониеобразующую активность 
клеток костного мозга (ККМ) мышей Balb/с. Количество коммитированных предшественников оце-
нивалось в метилцеллюлозной культуре, обогащенной ростовыми факторами в отсутствии и присут-
ствии mrTNF в концентрациях от 2 до 40 нг/мл, VARV-CrmB в концентрациях от 2 до 24 нг/мл, а также 
в комбинации 2 нг/мл mrTNF+ VARV-CrmB в концентрациях от 2 до 12 нг/мл. Количество колоний 
гемопоэтических предшественников (БОЕ-Э, КОЕ-Э, КОЕ-ГМ) оценивалось на 14 день. VARV-
CrmB в отсутствии mrTNF не оказывал влияния на костномозговое колониеобразование. rmTNF 
во всех концентрациях ингибировал рост эритроидных колоний (БОЕ-Э+КОЕ-Э) и стимулировал 
рост гранулоцитарно-макрофагальных колоний (КОЕ-ГМ) в концентрациях 2 нг/мл и 10 нг/мл. Со-
вместное воздействие rmTNF и VARV-CrmB приводило к восстановлению rmTNF-индуцированного 
снижения количества эритроидных колоний (БОЕ-Э+КОЕ-Э) и rmTNF-индуцированного повы-
шения численности КОЕ-ГМ до исходного уровня.  Полученные результаты демонстрируют TNF-
блокирующую активность белка VARV-CrmB.
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связывающий белок.
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RECOMBINANT PROTEIN OF VARIOLA VIRUS ABOLISHES THE EFFECTS OF TUMOR NECROSIS 

FACTOR UPON MARROW HEMATOPOIESIS IN  BALB/С MICE
Abstract. We studied the effect of a recombinant murine TNF (rmTNF) and TNF-binding protein of Variola 

virus (VARV-CrmB) upon colony-forming ability of bone marrow cells (BMC) from Balb/c mice. BMC were 
grown in semisolid methylcellulose medium supplemented with murine growth factors in the absence or 
presence of mrTNF along at concentrations ranging from 2 to 40 ng/ml, VARV-CrmB (2 to 24 ng/ml), as well 
as in presence of both  mrTNF (2 ng/ml) and VARV-CrmB (2 to 12 ng/ml). Hematopoietic colonies (BFU-E, 
CFU-E, and CFU-GM) were scored on day 14. VARV-CrmB protein didn’t influence clonogenicity of the 
bone marrow progenitors. rmTNF inhibited growth of erythroid cells (BFU-E+CFU-E) at all concentrations 
tested, and stimulated growth of granulocyte-macrophage progenitors (CFU-GM) at  concentrations of 2 ng/ml  
and 10 ng/ml. Combined effect of rmTNF and VARV-CrmB resulted into abolition of rmTNF-induced 

reduction of BFU-E+CFU-E formation and rmTNF-
induced increase of CFU-GM number up to basic 
levels.  Thеse results clearly demonstrate the anti-TNF 
activity of recombinant viral VARV-CrmB protein. 
(Med. Immunol., vol. 12, N 4-5, pp 297-304)
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Введение
Ключевую роль в развитии воспалительных 

и иммунных реакций организма человека играет 
фактор некроза опухолей (TNF). Гиперпродукция 
TNF приводит к развитию хронических воспали-
тельных заболеваний, в том числе аутоиммунной 
природы, таких как ревматоидный артрит, бо-
лезнь Бехтерева, болезнь Крона, TNF в настоя-
щее время рассматривается как основная мишень 
для разработки новых биомедицинских техно-
логий лечения ревматоидного артрита и других 
воспалительных заболеваний: используются 
различные ингибиторы TNF на основе генно-
инженерных продуктов, блокирующих биологи-
ческую активность этого цитокина, ингибиторы 
синтеза и процессинга TNF, а также препараты, 
предотвращающие взаимодействие цитокина 
с эффекторными клетками [17]. Среди последних 
можно выделить препараты, действующим нача-
лом которых являются моноклональные антитела 
(Infliximab, Adalimumab) [19, 30, 33] или реком-
бинантные химерные белки, состоящие из TNF-
рецепторных и иммуноглобулиновых доменов 
(Etanercept) [24, 8]. Несмотря на то, что некото-
рые TNF-блокаторы успешно прошли клиниче-
ские испытания и разрешены для применения 
в медицинской практике, имеется ряд противо-
показаний для их применения: наличие у пациен-
тов сердечно-сосудистых заболеваний [21], тубер-
кулеза [13], латентных вирусных инфекций [11]. 
Кроме того, указанные препараты не являются 
универсальными. Например, Etanercept оказался 
эффективным при терапии ревматоидного артри-
та [29], но не септического шока [25]. В реальной 
клинической практике около 30-40% пациентов 
рефрактерны к терапии этими препаратами, ме-
нее чем у половины удается достигнуть полной 
или частичной ремиссии, а около 1/3 вынуждены 
прекращать лечение из-за развития вторичной 
неэффективности или побочных эффектов через 
2-3 года терапии. Следовательно, существует не-
обходимость создания препаратов нового типа, 
более безопасных и эффективно блокирующих 

активность TNF. В процессе эволюции вируса 
натуральной оспы (ВНО) освоил эффективные 
механизмы преодоления иммунологического 
барьера человека. В частности, вирусный геном 
детерминирует синтез секретируемых белков, 
имеющих структурное сходство с клеточными ре-
цепторами цитокинов. Вирусные белки функцио-
нируют как связывающие цитокины рецепторы, 
блокируя, таким образом, их активность [23, 7]. 
Способность вирусных белков взаимодействовать 
с иммунной системой человека открывает пер-
спективу их использования для разработки им-
мунокорригирующих терапевтических средств. 
Новый тип TNF-антагониста разрабатывается 
на основе рекомбинантного TNF-связывающего 
белка ВНО (VARV-CrmB) [1]. В настоящее время 
установлено, что, помимо эффективной TNF-
нейтрализующей активности in vitro [2, 3, 4], 
VARV-CrmB предупреждает изменения, сопрово-
ждающие картину развития экспериментального 
эндотоксического шока, индуцированного введе-
нием бактериальных липополисахаридов мышам 
линии Balb/c, достоверно увеличивая процент 
выживших животных [5, 16]. 

Хронические воспалительные процессы (в т.ч. 
ревматоидный артрит) часто сопровождаются 
формированием анемии. В основе патогенеза 
анемии хронических заболеваний лежат TNF-
опосредованные нарушения пролиферации 
и усиление апоптоза эритроидных предшествен-
ников; доказано, что использование анти-TNF 
антител в лечении анемии при ревматоидном 
артрите приводит к значительному повышению 
уровня гемоглобина [26]. 

Целью настоящего исследования является 
изучение TNF-нейтрализующего потенциала 
рекомбинантного белка VARV-CrmB на модели 
костномозгового гемопоэза мышей Balb/с.

Материалы и методы
В работе использовался рекомбинантный 

мышиный TNF, выделенный из бактериального 
штамма-продуцента (1,5 мг/мл, 3 х 107 МЕ). Выде-

Рисунок 1. Электорофореграммы рекомбинантных белков mTNF (A) и VARV-CrmB (Б), используемых 
в исследовании 
Примечание. М – маркеры молекулярных масс 97,0; 66,0; 45,0; 36,0 и 29,0 кДа (Sigma, США); 2-ME(-) и 2-ME(+) – отсутствие 
или присутствие 2-меркаптоэтанола (2-МЕ) в образцах VARV-CrmB.
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ление рекомбинантного VARV-CrmB [0,2 мг/мл] 
проводили по методу, описанному в работе [6]. 
Определение концентрации белков проводили 
по методу [9]. Электрофореграммы рекомби-
нантных белков представлены на рисунке 1 А, Б.

Работа выполнена на 3-месячных мышах-
самцах линии Balb/с. Для определения ко-
личества коммитированных предшествен-
ников клетки костного мозга (ККМ), взятые 
из бедренной кости, в концентрации 25 х 103/
мл инкубировали в трехкратных повторах 
в 24-луночных планшетах NUNC в метил-
целлюлозной среде Metho Cult GF М 3434 
(Stem Cell Technology, Canada), содержащей 
rhSCF, rhGM-CSF, rhIL-3, rhEpo. В метил-
целлюлозную культуру с ККМ rmTNF добав-
лялся в концентрациях 2, 10, 20 и 40 нг/мл. 
TNF-связывающий белок VARV-CrmB исполь-
зовался в концентрациях 2, 6, 12 и 24 нг/мл. 
Гранулоцитарно-макрофагальные (КОЕ-ГМ) 
и эритроидные (бурстообразующие едини-
цы эритроидные, БОЕ-Э; колониеобразую-
щие единицы эритроидные, КОЕ-Э) колонии 
подсчитывали под инвертированным микро-
скопом после 14-дневной инкубации при 
температуре 37 °С во влажной атмосфере, со-
держащей 5% СО2.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с помощью пакета статистических программ 

«STATISTICA 6.0». Достоверность межгруп-
повых различий оценивали с использованием 
t-критерия Стьюдента. Все данные представлены 
в работе как среднее значение ± стандартное от-
клонение. 

Результаты
Для оценки дифференцировочных процессов 

в костном мозге мышей исследовалась колониео-
бразующая способность коммитированных гемо-
поэтических предшественников в метилцеллю-
лозной культуре ККМ (КОЕк).

Исследование влияния VARV-СrmB в раз-
личных концентрациях на колониеобразующую 
активность ККМ мышей. В первой серии экспе-
риментов мы оценивали количество эритроидных 
и гранулоцитарно-макрофагальных предшествен-
ников при внесении рекомбинантного мышиного 
белка-антагониста TNF (VARV-CrmB) в различ-
ных концентрациях в метилцеллюлозную культуру 
ККМ. Было обнаружено, что VARV-CrmB в отсут-
ствие rmTNF не оказывает эффекта на костно-
мозговой гемопоэз (количество эритроидных 
и гранулоцитарно-макрофагальных колоний под 
воздействием VARV-CrmB достоверно не изменя-
лось), что можно интерпретировать как отсутствие 
токсического эффекта изучаемого белка на гемо-
поэтические предшественники (рис. 2).

Рисунок 2. Влияние VARV-СrmB на колониеобразующую активность ККМ мышей Balb/c
Примечание. 1: контроль, 2-5: 2 нг/мл, 6 нг/мл, 12 нг/мл и 24 нг/мл VARV-СrmB, соответственно.
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Рисунок 3. Влияние rmTNF на колониеобразующую активность ККМ мышей Balb/c 
Примечание. 1: контроль; 2-5: 2 нг/мл, 10 нг/мл, 20 нг/мл, 40 нг/мл rmTNF, соответственно. * – достоверное снижение относительно 
контроля (р < 0,05); ** – достоверное повышение относительно контроля (р < 0,05).
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Рисунок 4. Влияние VARV-CrmB на rmTNF-индуцированные изменения колониеобразующей активности ККМ
Примечание. 1: контроль; 2: 2 нг/мл rmTNF; 3-5: 2 нг/мл rmTNF+2нг/мл, 6 нг/мл и 12 нг/мл VARV-CrmB, соответственно. # – достоверное 
снижение относительно контроля (р < 0,05); ## – достоверное повышение относительно контроля (р < 0,05); * – достоверное повышение 
относительно 2 нг/мл rmTNF (р < 0,05).
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Исследование влияния rmTNF в различ-
ных концентрациях на колониеобразующую 
активность ККМ мышей. Данные по влиянию 
рекомбинантного мышиного rmTNF на коло-
ниеобразующую активность гемопоэтических 
предшественников в метилцеллюлозной культу-
ре представлены на рисунке 3. Из рисунка видно, 
что внесение rmTNF в различных концентрациях 
в культуру ККМ мышей приводило к достовер-
ному снижению количества эритроидных пред-
шественников (БОЕ-Э+КОЕ-Э). Вместе с тем мы 
наблюдали увеличение числа КОЕ-ГМ по сравне-
нию с контролем (культуральная среда) при воздей-
ствии rmTNF в концентрациях 2 нг/мл (достовер-
ное) и 10 нг/мл (недостоверное). При воздействии 
rmTNF в концентрациях 20 и 40 нг/мл не наблю-
далось изменений ГМ-колониеобразования, что 
сказывалось на общем количестве КОЕк: этот по-
казатель был достоверно снижен. 

Для исследования влияния VARV-CrmB 
на rmTNF-индуцированные изменения констно-
мозгового гемопоэза была выбрана концентра-
ция rmTNF 2 нг/мл.

Влияние рекомбинантного мышиного 
белка-антагониста (VARV-CrmB) на rmTNF-
индуцированные изменения колониеобра-
зующей активности ККМ. В дальнейших 
экспериментах мы исследовали влияние ре-

комбинантного мышиного белка-антагониста 
TNF (VARV-CrmB) в различных концентрациях 
на rmTNF-индуцированные изменения колоние-
образующей активности ККМ (рис. 4). Следстви-
ем воздействия rmTNF (2 нг/мл) в данной серии 
экспериментов было достоверное снижение ко-
личества эритроидных колоний (БОЕ-Э+КОЕ-Э) 
и достоверное повышение количества КОЕ-ГМ 
по сравнению с контролем. Воздействие VARV-
CrmB приводило к дозозависимому усилению 
эритроидного колониеобразования (достоверно-
му при добавлении VARV-CrmB в концентраци-
ях 6 и 12 нг/мл). В то же время блокада rmTNF 
с помощью VARV-CrmB вызывала недостовер-
ное снижение колониеобразующей активности 
гранулоцитарно-макрофагальных предшествен-
ников.

Эритроидные колонии, выявляемые в метил-
целлюлозной культуре, гетерогенны и состоят 
из ранних (БОЕ-Э) и поздних (КОЕ-Э) колоний, 
морфологически различающихся. Анализ струк-
туры эритроидных колоний, выявленных в пред-
ыдущем эксперименте, показал (рис. 5), что 
восстановление количества эритроидных коло-
ний под воздействием VARV-CrmB на фоне ин-
гибиторного эффекта rmTNF происходит в том 
числе за счет увеличения численности поздних 
(КОЕ-Э) эритроидных предшественников, что 

Рисунок 5. Влияние VARV-CrmB на колониеобразующую активность ранних (БОЕ-Э) и поздних (КОЕ-Э) 
эритроидных предшественников в условиях воздействия rmTNF
Примечание. 1: контроль; 2:2 нг/мл rmTNF; 3-5: 2 нг/мл rmTNF+2нг/мл, 6 нг/мл и 12 нг/мл VARV-CrmB, соответственно. # – достоверное 
снижение относительно контроля (р < 0,05); * – достоверное повышение относительно 2 нг/мл rmTNF (р < 0,05).
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может свидетельствовать о влиянии VARV-CrmB 
на процесс созревания эритроидных клеток.

Обсуждение
Хронические воспалительные процессы ча-

сто сопровождаются формированием анемии. 
Увеличение продукции TNF в костном мозге 
приводит к анемии у пациентов с ревматоидным 
артритом и ассоциируется с апоптотическим ис-
тощением эритроидных предшественников. Из-
вестно, что в TNF-зависимое подавление эри-
тропоэза вовлекается фактор транскрипции 
NF-B, который репрессирует α- и ζ- глобиновые 
промоторы в ранних эритроидных предшествен-
никах [20]. Показано снижение колониеобразую-
щей активности эритроидных предшественников 
(БОЕ-Э) в костном мозге больных ревматоидным 
артритом. Эти изменения могут быть скорректи-
рованы с помощью препаратов, блокирующих 
активность TNF: внесение анти-TNF антител 
в культуру мононуклеарных клеток больных рев-
матоидным артритом приводит к увеличению 
количества БОЕ-Э. Кроме того, доказано, что 
использование анти-TNF антител в лечении ане-
мии при ревматоидном артрите приводит к зна-
чительному повышению уровня гемоглобина 
[26]. Эти данные открывают перспективу исполь-
зования блокаторов TNF для лечения анемии 
хронических заболеваний. 

Новый тип TNF-антогониста разрабатывается 
на основе рекомбинантного TNF-связывающего 
белка вируса натуральной оспы [1]. В настоящее 
время установлено, что, помимо эффективной 
TNF-нейтрализующей активности in vitro [2, 3, 4], 
VARV-CrmB предупреждает изменения, сопрово-
ждающие картину развития экспериментального 
эндотоксического шока, достоверно увеличивает 
процент выживших животных [5, 16].  T N F -
блокирующие свойства VARV-CrmB исследова-
лись in vitro на модели костномозгового гемопоэза 
мышей при воздействии rmTNF. В данной работе 
мы продемонстрировали, что VARV-CrmB не ока-
зывает токсического эффекта в отношении гемо-
поэтических предшественников: внесение белка 
в метилцеллюлозную культуру клеток костного 
мозга в отсутствие rmTNF не приводило к измене-
нию их колониеобразующей способности (рис. 2).

Мы исследовали влияние rmTNF на коло-
ниеобразующую способность гемопоэтических 
предшественников. Нами показано, что rmTNF 
оказывает ингибирующий эффект на эритроид-
ное колониеобразование. Ранее было продемон-
стрировано снижение количества эритроидных 
колоний под влиянием TNF in vitro [28]; цитокин 
также ингибировал эритроидное колониеобра-
зование (БОЕ-Э и КОЕ-Э) различными клеточ-
ными линиями (К562, HL60, HEL) [27]. Показан 

супрессивный эффект TNF на пролиферативную 
активность гликофорин-положительных (GPA+) 
эритроидных клеток [34]. Однако при введении 
TNF in vivo, наряду с ингибицией поздних ста-
дий эритропоэза (КОЕ-Э) и ретикулоцитов пе-
риферической крови), была обнаружена стиму-
ляция ранних эритроидных предшественников 
(БОЕ-Э) [18]. 

Воздействие VARV-CrmB на фоне ингиби-
торного эффекта rmTNF приводило к дозоза-
висимому усилению эритроидного колониео-
бразования (рис. 4). Восстановление количества 
эритроидных колоний под влиянием VARV-
CrmB происходило в том числе за счет увеличе-
ния численности поздних (КОЕ-Э) эритроидных 
предшественников (рис. 5), что может свиде-
тельствовать о влиянии VARV-CrmB на процесс 
созревания эритроидных клеток. Очевидно, что 
блокада rmTNF с помощью VARV-CrmB, подоб-
но эффекту анти-TNF антител, отменяет инги-
биторный эффект rmTNF на предшественники 
эритропоэза.

Наряду со стимуляцией эритроидной диф-
ференцировки, мы обнаружили увеличение 
количества КОЕ-ГМ под влиянием rmTNF 
в малых концентрациях (достоверное при ис-
пользовании rmTNF в концентрации 2 нг/мл) 
по сравнению с контролем (рис. 3). В работе 
Rusten с соавторами [28] также показан стимули-
рующий эффект TNF в концентрации 2 нг на рост 
гранулоцитарно-макрофагальных колоний, в то 
время как эритроидная дифференцировка была 
подавлена. Опубликованы данные об увели-
чении гранулоцитарно-макрофагального ком-
партмента под влиянием TNF при введении его 
in vivo [32, 18]. Показано, что под влиянием TNF 
in vitro ингибируется эритропоэз (КОЕ-Э и GPA+ 
клетки), но стимулируется неэритроидное коло-
ниеобразование (гликофорин-отрицательные, 
GPA- клетки). GPA- клетки имеют фенотип ден-
дритных клеток (CD11c+), они способны взаимо-
действовать с незрелыми эритроидными клетка-
ми, разрушая их [15]. В синергизме с SCF и IL-7 
TNF значительно стимулирует образование ма-
крофагальных колоний [14]. 

Тем не менее в отношении пролиферации 
и дифференцировки миелоидных клеток TNF 
может оказывать как позитивный, так и нега-
тивный эффект, в зависимости от условий экс-
перимента. Исследование влияния TNF на ко-
лониеобразующую активность гемопоэтических 
предшественников периферической крови че-
ловека показало снижение количества КОЕ-ГМ, 
наряду с ингибицией численности эритроидных 
колоний (БОЕ-Э) [31]. В работе Broxmeyer с со-
авторами [10] также показано дозозависимое 
подавление колониеобразования (КОЕ-ГМ, 
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БОЕ-Э, КОЕ-Э, КОЕ-ГЭММ) под влиянием 
TNF. На культуре клеток пуповинной крови че-
ловека продемонстрирован, наряду со стимуля-
цией пролиферации ранних гемопоэтических 
предшественников (CD34+), ингибиторный эф-
фект TNF на пролиферацию и дифференцировку 
гранулоцитарных предшественников; этот ин-
гибиторный эффект TNF полностью отменял-
ся внесением в культуру клеток антител против 
TNF [12]. Таким образом, TNF рассматривается 
как позитивный и негативный регулятор гемо-
поэза.

В данных экспериментальных условиях мы 
продемонстрировали достоверное увеличе-
ние количества КОЕ-ГМ под влиянием rmTNF 
в концентрации 2 нг/мл; блокада rmTNF с помо-
щью VARV-CrmB приводила к недостоверному 
снижению ГМ-колониеобразования (рис. 4). 

Таким образом, rmTNF-блокирующие свой-
ства рекомбинантного TNF-связывающего белка 
вируса натуральной оспы (VARV-CrmB) проде-
монстрированы на модели костномозгового ге-
мопоэза: VARV-CrmB оказывает корригирующие 
эффекты в отношении rmTNF-зависимых изме-
нений колониеобразующей активности гемопоэ-
тических предшественников. 

Работа поддержана Федеральной Целевой 
Программой «Научные и научно-педагогические 
кадры инновационной России» на 2009-2013 (Го-
сударственный контракт 02.740.11.0485). Под-
держана грантом РФФИ 10-04-00387-а
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