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Проблема лечения рака не перестает быть актуальной, и одним из новых путей ее решения является онколитическая виротерапия, основанная на природном свойстве некоторых вирусов реплицироваться преимущественно в раковых клетках организма. Некоторые представители семейства Adenoviridae зарекомендовали себя как перспективные онколитики, в частности, аденовирус 6-го серотипа (Ад6). Цель данной работы – получение плазмиды, содержащей полный геном Ад6, для дальнейших генно-инженерных работ по конструированию штамма, обладающего более эффективными онколитическими свойствами по сравнению с исходным штаммом. 
Для этого использовались различные вирусологические и молекулярно-биологические методы, главный из которых – проведение гомологичной рекомбинации в клетках E.coli BJ5183.
Сначала была получена плазмида pBRAd путем встройки в pBR322 сайта рестрикции AsiSI, не встречающегося в геноме Ад6, для последующего вырезания полного генома из плазмиды. На основе pBRAd была сконструирована плазмида pAdEnds со встроенными начальным и конечным фрагментами генома Ад6, при этом «внешние» концы фрагментов также были фланкированы сайтами AsiSI для вырезания. Для получения полногеномной плазмиды pAdEnds линеаризовали по уникальному сайту PsiI, разделяющему начальный и конечный фрагменты генома, затем ею котрансформировали клетки E.coli BJ5183 вместе с геномной ДНК Ад6. В результате прохождения гомологичной рекомбинации в данном штамме была получена плазмида pAd6, содержащая полный геном Ад6, что было подтверждено рестрикционным анализом ДНК. Для подтверждения инфекционности ДНК провели вырезание копии геномной ДНК из pAd6 по сайтам AsiSI с последующей трансфекцией с липофектамином клеток Ad293. В результате «оживления» копии ДНК из pAd6 наблюдали типичное для аденовирусов цитопатическое действие. Последовательности всех конструкций были также проверены секвенированием.

Полученная плазмида pAd6 инфекционна и пригодна для дальнейших работ по получению модифицированного аденовирусного штамма, обладающего повышенными онколитическими свойствами по сравнению с исходным штаммом. В дальнейшем планируется повышение опухолевой специфичности и усиление онколитического потенциала штамма путем модификации определенных районов плазмиды pAd6 с последующим «оживлением» вируса.
Исследование выполнено в рамках государственного задания Новосибирского государственного университета в сфере научной деятельности (проект №2459).
