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Ïîëó÷åíèå in vitro è õàðàêòåðèñòèêà ñóáïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàêà êèøå÷íèêà

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå îïèñàíî ïîëó÷åíèå â êóëüòóðå ñóáïîïóëÿöèè ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê èç ëèíèè ñëàáîìåòàñòàçèðóþùåé êàðöèíîìû ïðÿìîé êèøêè ÷åëîâåêà MIP101 ïóòåì îòáîðà èç èñ-
õîäíîé ïîïóëÿöèè êëåòîê, àêòèâíî ýêñïðåññèðóþùèõ õàðàêòåðíûé ãåí ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê — OCT4. Ìû ïðåäñòàâëÿåì äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî ïîëó÷åííûå êëåòêè îáëàäàþò ïîâûøåííûì
êëîíîãåííûì è îïóõîëåãåííûì ïîòåíöèàëîì â ñðàâíåíèè ñ èñõîäíîé ïîïóëÿöèåé, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ãè-
ïîòåçîé îá îïðåäåëÿþùåé ðîëè ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê â ðàçâèòèè çëîêà÷åñòâåííûõ íîâîîáðàçî-
âàíèé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðàêîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè, òóìîðîãåííîñòü, Oct4.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÒ-ÏÖÐ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ è ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðàêöèÿ,
ÐÑÊ — ðàêîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè, CEA — carcinoembryonic antigen (ðàêîâûé ýìáðèîíàëüíûé àíòèãåí).

Ðàê êèøå÷íèêà ïî ÷àñòîòå âñòðå÷àåìîñòè çàíèìàåò
òðåòüå ìåñòî â ñòðóêòóðå îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé â
Ðîññèè è â ìèðå. Cðàâíèòåëüíî íåäàâíî áûëà âûäâèíóòà
ãèïîòåçà î òîì, ÷òî ãëàâíóþ ðîëü â ðàçâèòèè çëîêà÷åñò-
âåííûõ íîâîîáðàçîâàíèé èãðàåò íåáîëüøàÿ ñóáïîïóëÿ-
öèÿ ðàêîâûõ êëåòîê, îáëàäàþùàÿ õàðàêòåðèñòèêàìè ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê, — ðàêîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÐÑÊ). Ðÿäîì
àâòîðîâ ïîêàçàíî, ÷òî ÐÑÊ îòëè÷àþòñÿ îò îñíîâíîé ìàñ-
ñû äèôôåðåíöèðîâàííûõ ðàêîâûõ êëåòîê ïåðâè÷íûõ
îïóõîëåé ñïîñîáíîñòüþ ê àñèììåòðè÷íîìó äåëåíèþ, ñà-
ìîâîñïðîèçâåäåíèþ è äèôôåðåíöèðîâêå, ñíèæåííîé ñêî-
ðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè, áîëüøåé óñòîé÷èâîñòüþ ê ðàäèà-
öèîííîé è õèìèîòåðàïèè, ïëîèäíîñòüþ, ýêñïðåññèåé íå-
êîòîðûõ ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê è äëèíîé òåëîìåð
(Bonnet, Dick, 1997; Jessup, Thomas, 1998; Al-Hajj et al.,
2004; Xu et al, 2009). Äèôôåðåíöèðóÿñü, ðàêîâûå êëåòêè,
íàîáîðîò, àêòèâíî ðàçìíîæàþòñÿ, íî ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå
ïëàñòè÷íûìè, ÷åì ñòâîëîâûå êëåòêè. Ïóòè äàëüíåéøåãî
ðàçâèòèÿ äèôôåðåíöèðîâàííûõ ïîòîìêîâ ÐÑÊ ïðåäîïðå-
äåëåíû ýêñïðåññèåé ãåíîâ è îãðàíè÷åíû. Íàêàïëèâàþòñÿ
ýêñïåðèìåíòàëüíûå äîêàçàòåëüñòâà âîçìîæíîñòè çëîêà-
÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè ìóëüòèïîòåíòíûõ âçðîñëûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê è èõ áîëåå êîììèòèðîâàííûõ ïîòîìêîâ
â ëåéêåìè÷åñêèå èëè îïóõîëåãåííûå ðàêîâûå ñòâîëîâûå
êëåòêè (Huntly et al., 2004; Matsui et al., 2008; Zhu et al.,
2009).

Îñíîâûâàÿñü íà ñîâðåìåííûõ ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ,
ñ÷èòàþò, ÷òî ïðåäðàêîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè ïðîèñõîäÿò
èç íîðìàëüíûõ òêàíåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê èëè äèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ çðåëûõ êëåòîê ïîñëå ðåïðîãðàììèðîâà-
íèÿ. Â ïîääåðæêó ýòîé ãèïîòåçû îïóõîëåãåíåçà ìîæíî

ïðèâåñòè ðÿä ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ, êàñàþùèõñÿ
èçîëÿöèè èç ïåðâè÷íîé ðàêîâîé òêàíè íåáîëüøîé ïîïó-
ëÿöèè íåçðåëûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñî ñâîéñòâàìè ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (Al-Hajj, Clarke, 2004; Prince et al., 2007;
Zhang et al., 2008; Huang et al., 2009). Ýòà ïîïóëÿöèÿ ñî-
ñòàâëÿåò, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, 0.1—3 % îò îáùåãî
÷èñëà îïóõîëåâûõ êëåòîê. Îíà ìîæåò êóëüòèâèðîâàòüñÿ
in vitro â âèäå ðàêîâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ðàçíîé òêàíåâîé
ïðèíàäëåæíîñòè. ÐÑÊ õàðàêòåðèçóþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèìè
ìàðêåðàìè, òàêèìè êàê òåëîìåðàçà, àëêîãîëüäåãèäðîãåíà-
çà, CD133, CD44, CXCR4, ðåöåïòîð KIT è òðàíñêðèïöè-
îííûå ôàêòîðû, òàêèå êàê OCT3/4, NANOG è SOX2 (Mi-
meault, Barta, 2010).

Â äåéñòâèòåëüíîñòè, êàê ëþáîé âèä òêàíè, ðàêîâàÿ
îïóõîëü èìååò èåðàðõè÷åñêóþ ñòðóêòóðó, ñîñòîÿùóþ èç
ãåíåòè÷åñêè ãåòåðîãåííûõ êëåòîê â ðàçëè÷íîì ñîñòîÿíèè:
êëåòêè â ïðåäðàêîâîì ñîñòîÿíèè, ïåðâè÷íûå ðàêîâûå
êëåòêè, äèôôåðåíöèðîâàííûå ðàêîâûå êëåòêè, ìèãðèðó-
þùèå êëåòêè, ÐÑÊ, êîòîðûå èãðàþò ðîëü â ðàçâèòèè è
ïðîãðåññå çàáîëåâàíèÿ (Liu et al., 2011). Ïîäîáíàÿ äèôôå-
ðåíöèàöèÿ êëåòîê îïóõîëåé ïðèâîäèò ê ãåòåðîãåííîñòè
îïóõîëè, ÷òî âëå÷åò çà ñîáîé ñíèæåíèå âîñïðèèì÷èâîñòè
ê ëå÷åíèþ. Åñëè ïðèäåðæèâàòüñÿ ñîâðåìåííûõ ãèïîòåç î
ãåòåðîãåííîñòè ïîïóëÿöèé ïåðâè÷íûõ îïóõîëåé ñ ïðè-
ñóòñòâèåì â íèõ íåáîëüøîé ôðàêöèè êëåòîê ñ ïðèçíàêà-
ìè ñòâîëîâûõ è î áîëüøåé ñïîñîáíîñòè ÐÑÊ ê ìåòàñòàçè-
ðîâàíèþ (Hostetter et al., 1990), òî èíòåðåñíî îöåíèòü
ðîëü ñòâîëîâîãî êîìïîíåíòà è âêëàä ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ
êëåòîê â ñïîñîáíîñòü ðàêîâûõ êëåòîê ê ïëàñòè÷íîñòè, èí-
âàçèâíîñòè è ìåòàñòàçèðîâàíèþ äëÿ ðàçëè÷íûõ âèäîâ
ðàêà. Ïðîèñõîæäåíèå, ñâîéñòâà, îñîáåííîñòè è âîçìîæ-
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íîñòü ðåãóëèðîâàíèÿ ðîñòà ÐÑÊ ïðè âîçíèêíîâåíèè ðàç-
ëè÷íûõ âèäîâ ðàêà — îäíè èç íàèáîëåå àêòóàëüíûõ âîï-
ðîñîâ ñîâðåìåííîé ìîëåêóëÿðíîé îíêîëîãèè.

Ïîëó÷åííûå èç òêàíåé ðàêà ïðÿìîé êèøêè êëåòî÷íûå
ëèíèè ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé öåííûé èñòî÷íèê êëåòîê, îò-
ðàæàþùèõ ñâîéñòâà îïóõîëåé, èç êîòîðûõ îíè áûëè èç-
íà÷àëüíî èçîëèðîâàíû. Ýòè êëåòêè ìîãóò îáðàçîâûâàòü in
vitro ñòðóêòóðû, ñõîæèå ñ êðèïòàìè êèøå÷íèêà — òêàíè,
èç êîòîðîé îíè ïðîèçîøëè, è áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷å-
ñòâå ìîäåëè äëÿ èçó÷åíèÿ ðàêà äàííîãî òèïà. Îïóáëèêî-
âàíû äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî èìåííî ñóáïîïóëÿöèÿ, îáî-
ãàùåííàÿ ïî ÐÑÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì õàðàêòåðíûõ ïîâåðõ-
íîñòíûõ ìàðêåðîâ, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ìàòðèãåëå
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ òàê íàçûâàåìûõ ìåãàêîëîíèé,
õàðàêòåðèçóþùèõñÿ êðèïòîîáðàçíûìè ñòðóêòóðàìè
(Yeng et al., 2010).

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà âûäåëèòü
ïîïóëÿöèþ ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàêà ïðÿìîé êèøêè ÷åëîâå-
êà èç êëåòîê íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííîé, ñëàáîìåòàñòàçè-
ðóþùåé êëåòî÷íîé ëèíèè ðàêà ïðÿìîé êèøêè MIP101, à
òàêæå âûïîëíåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç òóìîðîãåííîñòè è
ñôåðîîáðàçóþùåé ñïîñîáíîñòè êëåòîê, îòîáðàííûõ ïî
óñèëåííîé ýêñïðåññèè ìàðêåðà ñòâîëîâûõ êëåòîê Oñt4,
îòíîñèòåëüíî èñõîäíîé ïîïóëÿöèè ðàêîâûõ êëåòîê ïðÿ-
ìîé êèøêè MIP101.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê ëèíèè ðàêà ïðÿìîé
êèøêè MIP101 ïðîâîäèëè â ñðåäå RPMI 1640 (Gibco,
ÑØÀ), cîäåðæàùåé 10 % òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè (Sigma, ÑØÀ). Êëåòêè ïåðåñåâàëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì ðàñòâîðà òðèïñèíà (Gibco, ÑØÀ) 1 ðàç â 3 ñóò â ñîîò-
íîøåíèè 1 : 3. Äëÿ íàðàáîòêè âèðóñíûõ ÷àñòèö èñïîëüçî-
âàëè êëåòêè ëèíèè ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷åëîâåêà
HEK293T, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM, ñî-
äåðæàùåé 10 % òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (Sig-
ma, ÑØÀ), è ïåðåñåâàëè ÷åðåç êàæäûå 3 ñóò â ñîîòíîøå-
íèè 1 : 4. Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà
Å14, èñïîëüçîâàííûå â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðî-
ëÿ, êóëüòèâèðîâàëèñü â ñðåäå Knockout DMEM (Gibco,
ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 15 % òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñû-
âîðîòêè (Sigma, ÑØÀ), 1� êóëüòóðàëüíîé ñìåñè çàìåíè-
ìûõ àìèíîêèñëîò NEAA (Gibco, ÑØÀ), ôàêòîðà-èíãèáè-
òîðà ëåéêåìèè LIF è b-ìåðêàïòîýòàíîëà ñîãëàñíî ïðèíÿ-
òîé ìåòîäèêå (Ëèñêîâûõ è äð., 2011).

Ó ï à ê î â ê à â è ð ó ñ í û õ ÷ à ñ ò è ö è ç à ð à æ å í è å
ê ë å ò î ê i n v i t r o â è ð ó ñ î ì. Äëÿ ñáîðêè âèðóñíûõ ÷àñ-
òèö êëåòêè ëèíèè 293Ò òðàíñôèöèðîâàëè êàëüöèé-ôîñ-
ôàòíûì ìåòîäîì, ââîäÿ ïëàçìèäíóþ êîíñòðóêöèþ íà
îñíîâå ëåíòèâèðóñíîãî èíòåãðèðóþùåãîñÿ âåêòîðà, à
òàêæå âñïîìîãàòåëüíûå ïëàçìèäû äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ñáîð-
êè âèðóñíûõ ÷àñòèö (http:/tcf.epfl.ch/page-6766-en.html).

Ñðåäó, â êîòîðîé êóëüòèâèðîâàëè òðàíñôèöèðîâàí-
íûå êëåòêè, ñîáèðàëè â òå÷åíèå 48 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè,
ñîäåðæàùèåñÿ â íåé âèðóñíûå ÷àñòèöû êîíöåíòðèðîâàëè
óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèåì ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå
(http:/tcf.epfl.ch/page-6764.html).

Èíôåêöèþ ðàêîâûõ êëåòîê ëåíòèâèðóñîì ïðîâîäèëè
â 24-ëóíî÷íîì ïëàíøåòå, â êîòîðûé çà 1 ñóò äî çàðàæåíèÿ
âûñåâàëè êëåòêè ëèíèè MIP101 ñ ïëîòíîñòüþ 100 òûñ.
êëåòîê íà 1 ëóíêó. Ê êëåòêàì äîáàâëÿëè 10 ìêë êîíöåíò-
ðèðîâàííûõ âèðóñíûõ ÷àñòèö. Çàðàæåíèå ïðîâîäèëè â
ñðåäå äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ëèíèè MIP101. ×åðåç

3 ñóò ïîñëå âèðóñíîãî çàðàæåíèÿ êëåòêè ïåðåñåâàëè íà
10-ñàíòèìåòðîâûå êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè (Falcon, ÑØÀ).
Íà ñëåäóþùèå ñóòêè â ñðåäó äîáàâëÿëè àíòèáèîòèê ïóðî-
ìèöèí (Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 30 ìêã/ìë íà 1 ìë
ñðåäû. Ñåëåêöèþ ïðîâîäèëè, ìåíÿÿ ñðåäó êàæäûå 2 ñóò, â
òå÷åíèå 10—14 ñóò. Âûðàñòàþùèå êîëîíèè îòáèðàëè èí-
äèâèäóàëüíî è ïîñëå îáðàáîòêè òðèïñèíîì âûñåâàëè íà
ëóíêó 6-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà.

Ò å ñ ò í à ô î ð ì è ð î â à í è å î ï ó õ î ë å é. Êëåòêè èñ-
õîäíîé ëèíèè MIP101 è êëîíîâ, îòîáðàííûõ íà óñòîé÷è-
âîñòü ê ïóðîìèöèíó ïîñëå âèðóñíîãî çàðàæåíèÿ, èíúåöè-
ðîâàëè èììóíîäåôèöèòíûì ëàáîðàòîðíûì ìûøàì ëèíèè
Nude (ïðîèçâîäíûå ëèíèè BALB/c, ãîìîçèãîòíûå ïî ìó-
òàöèè Foxn1nu) ïîäêîæíî â îáëàñòü áåäðà ïî 500 òûñ. íà
1 óêîë. Âûðàñòàþùèå îïóõîëè èçìåðÿëè ÷åðåç 20 è 30 ñóò
ïîñëå èíúåêöèè.

À í à ë è ç ñ ô å ð î î á ð à ç î â à í è ÿ íà íèçêîàäãåçèâ-
íîì ñóáñòðàòå ïðîâîäèëè â ñðåäå DMEM-F12 ñ äîáàâëå-
íèåì 20 íã/ìë EGF, 20 íã/ìë bFGF, 1 % ñóïïëåìåíòà Â27
è 1-êðàòíîé êóëüòóðàëüíîé ñìåñè àíòèáèîòèêîâ. Äëÿ ïðî-
âåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà êëåòêè, ðàñòóùèå â ìîíîñëîå, îá-
ðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà äî ñîñòîÿíèÿ îäíîêëå-
òî÷íîé ñóñïåíçèè, ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò êëåòîê â êàìåðå
Ãîðÿåâà, ïîñëå ÷åãî ïåðåíîñèëè ïî 100 ìêë ñóñïåíçèè ñ
êîíöåíòðàöèåé 1000 êë./ìë â ëóíêè 96-ëóíî÷íîãî íèçêî-
àäãåçèâíîãî ïëàíøåòà. ×åðåç 1 ñóò äîáàâëÿëè ïî 25 ìêë
ñâåæåé ñðåäû òîãî æå ñîñòàâà, äàëåå êóëüòèâèðîâàëè
êëåòêè â òå÷åíèå 10 ñóò. Ïî îêîí÷àíèè ñðîêà â êàæäîé
ëóíêå ïîäñ÷èòûâàëè ñôåðû ðàçìåðîì áîëåå 90 ìêì.

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å â Ì à ò ð è ã å ë å ïðîâîäèëè
ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå, ìîäèôèöèðîâàííîé äëÿ ëèíèé
ýïèòåëèàëüíûõ êàðöèíîì êèøå÷íèêà (Yeng et al., 2010).
Êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà äî ñîñòîÿíèÿ
îäíîêëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, áðàëè ïî 50 ìêë ñóñïåíçèè, ñî-
äåðæàùåé 1000 êëåòîê, è ñìåøèâàëè ñ Ìàòðèãåëåì (BD
Biosciences, ÑØÀ) â ðàâíûõ îáúåìàõ. Äàëåå ñìåñü ïîìå-
ùàëè â ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà, ïîëèìåðèçîâàëè
ïðè 37 °Ñ è äîáàâëÿëè ïî 100 ìêë êóëüòóðàëüíîé ñðåäû â
êàæäóþ ëóíêó. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå RPMI 1640 ñ àíòèáèîòèêàìè è L-ãëóòàìè-
íîì â òå÷åíèå 2—4 íåä. Êîëè÷åñòâî è ìîðôîëîãèþ ðàñòó-
ùèõ «ìåãàêîëîíèé» àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî
ôàçîâî-êîíòðàñòíîãî ìèêðîñêîïà.

Ð à á î ò ó ñ ð å ê î ì á è í à í ò í û ì è ÄÍÊ ïðîâîäèëè
ïî ñòàíäàðòíûì ìåòîäèêàì.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ð å à ê ò è â û: ìî-
íîãèäðîôîñôàò íàòðèÿ, äèãèäðîôîñôàò íàòðèÿ, õëîðèä
êàëèÿ, õëîðèä êàëüöèÿ, õëîðèä ìàãíèÿ, áû÷èé ñûâîðîòî÷-
íûé àëüáóìèí, ïàðàôîðìàëüäåãèä, Òðèòîí Õ-100, àìïè-
öèëëèí, êàíàìèöèí, ôåíîë è õëîðîôîðì (Sigma, ÑØÀ);
Trisma Base (Fluka, ÑØÀ); ãëþêîçà, õëîðèä íàòðèÿ, äðîæ-
æåâîé ýêñòðàêò è ïåïòîí (Difco, ÑØÀ); îáåçæèðåííîå ñó-
õîå ìîëîêî (Roth, Ãåðìàíèÿ); òðèïñèí, ñìåñü àíòèáèîòè-
êîâ è àíòèìèêîòèêîâ, ãëþòàìèí è ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê ýóêàðèîò (Gibco, ÑØÀ); FBS (Invitrogen,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Êîëëåêöèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé ðàêà ïðÿìîé êèøêè,
ïîëó÷åííàÿ íà îñíîâå ñëàáîìåòàñòàçèðóþùåé ëèíèè
MIP101 (Thomas, et al., 2011), áûëà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëå-
íà Î. Â. Áàæåíîâîé. Â äàííîé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè áàçî-
âóþ ëèíèþ MIP101 è åå ìîäèôèöèðîâàííóþ ïðîèçâîä-
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íóþ — MIP101 êëîí 8, ýêñïðåññèðóþùèé êàðöèíîýìáðè-
îíàëüíûé àíòèãåí (CEA, cancer embryonic antigen) è
õàðàêòåðèçóþùèéñÿ ïîâûøåííûì ìåòàñòàòè÷åñêèì ïî-
òåíöèàëîì.

Ìû ïðîâåëè çàðàæåíèå êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè
MIP101 è åå ïðîèçâîäíîé (MIP101 êëîí 8) ëåíòèâèðóñîì
ñ ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèåé, ðàçðàáîòàííîé â íàøåé ëà-
áîðàòîðèè (Ëèñêîâûõ è äð., 2011). Íà ñåëåêòèâíîé ñðåäå,
ñîäåðæàùåé àíòèáèîòèê ïóðîìèöèí, îòáèðàëè òðàíñäó-
öèðîâàííûå êëåòêè, íåñóùèå òðàíñãåííóþ êîíñòðóêöèþ
è ýêñïðåññèðóþùèå ýíäîãåííûé ìàðêåð ýìáðèîíàëüíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê OCT4, âñëåäñòâèå ÷åãî ïðèîáðåòøèå
óñòîé÷èâîñòü ê ïóðîìèöèíó. Îñòàëüíûå êëåòêè ïîãèáàëè
ïî ïðè÷èíå èñõîäíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê äàííîìó àíòè-
áèîòèêó. Èçâåñòíî, ÷òî ãåí OCT4 — êëþ÷åâîé ìàðêåð ýì-
áðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è êëåòîê-ïðåäøåñòâåííè-
êîâ ãàìåò. Ïî íàøåé ãèïîòåçå, ýêñïðåññèÿ OCT4 ìîæåò
ÿâëÿòüñÿ òàêæå ñâîéñòâîì ñóáïîïóëÿöèè ÐÑÊ äàííîãî
òèïà. Èñïîëüçóåìàÿ íàìè ãåíåòè÷åñêàÿ êîíñòðóêöèÿ ïî-
çâîëÿåò âûñîêîñïåöèôè÷íî îòáèðàòü êëåòêè, ýêñïðåññè-
ðóþùèå OCT4, à òàêæå ïðè íåîáõîäèìîñòè ïðèöåëüíî
óíè÷òîæàòü ýòè êëåòêè ñ ïîìîùüþ ïðîòèâîâèðóñíîãî
ïðåïàðàòà — ãàíöèêëîâèðà, ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê êîòîðîìó

îáåñïå÷èâàåòñÿ çà ñ÷åò àêòèâàöèè ãåíà òèìèäèíêèíàçû.
Èñïîëüçîâàíèå â âåêòîðå ñëèòîé ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóê-
öèè, ýêñïðåññèðóþùåé ãåí òèìèäèíêèíàçû è ãåí óñòîé-
÷èâîñòè ê ïóðîìèöèíó â åäèíîì òðàíñêðèïòå, ïîçâîëÿåò
ãàðàíòèðîâàòü ñèíõðîííóþ ýêñïðåññèþ îáîèõ ãåíîâ ïîä
äåéñòâèåì òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Oct4. Îòîáðàí-
íûå íà îñíîâàíèè óñòîé÷èâîñòè ê ïóðîìèöèíó êëîíû
ïðîàíàëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà ÏÖÐ íà íà-
ëè÷èå â èõ ãåíîìå èíòåãðèðîâàííîãî ãåíà òèìèäèíêèíà-
çû. Ïîäòâåðäèâ åãî íàëè÷èå, ìû ïðîâåðèëè ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê ê ãàíöèêëîâèðó è îïðåäåëèëè, ÷òî ïîñëå
7-ñóòî÷íîé îáðàáîòêè ãàíöèêëîâèðîì êëåòêè ïîãèáàþò
(ðåçóëüòàòû íå ïîêàçàíû).

Óáåäèâøèñü, ÷òî îòîáðàííûå êëîíû ÿâëÿþòñÿ ðå-
çóëüòàòîì èíòåãðàöèè âíîñèìîé êîíñòðóêöèè, ìû ïðîà-
íàëèçèðîâàëè èõ íà íàëè÷èå ìÐÍÊ è áåëêîâîãî ïðîäóêòà
ãåíà OCT4 (ðèñ. 1). Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè ÎÒ-ÏÖÐ â ðå-
àëüíîì âðåìåíè è òî÷å÷íóþ ãèáðèäèçàöèþ êëåòî÷íûõ
ëèçàòîâ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ÷åëîâå÷åñêîãî Îct4. Àíàëè-
çèðîâàëè èñõîäíóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ MIP101 è åå ïðî-
èçâîäíóþ — MIP101 êëîí 8, îòëè÷àþùóþñÿ îò èñõîäíîé
íàëè÷èåì ýêñïðåññèè CEA. Êðîìå òîãî, àíàëèçèðîâà-
ëè òîòàëüíóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê-ïðîèçâîäíûõ îò îïè-
ñàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé, êîòîðûå ïîñëå èíôåêöèè ëåí-
òèâèðóñîì ïðèîáðåëè óñòîé÷èâîñòü ê ïóðîìèöèíó
(MIP101-PuroR, clone 8-PuroR). Àíàëèç âûÿâèë ïîâûøåí-
íûé óðîâåíü òðàíñêðèïòà ãåíà OCT4 â êëåòêàõ, óñòîé÷è-
âûõ ê ïóðîìèöèíó, ïðè÷åì åñëè ñåëåêöèÿ ïðîèçâîäíûõ
îò ëèíèé MIP101 ëèíèé ïðèâåëà ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ â
3 ðàçà, òî ïðè îòáîðå ïðîèçâîäíûõ êëîíà 8 óðîâåíü ìÐÍÊ
óâåëè÷èëñÿ áîëåå ÷åì â 13 ðàç. Â ðàìêàõ íàñòîÿùåé ðàáî-
òû ìû íå ïðèâîäèì àíàëèç ïðîèçâîäíûõ êëîíà 8, îäíàêî
íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî êëîí 8 ïîëó÷åí èç ëèíèè êëå-
òîê MIP101 è îòëè÷àåòñÿ èñõîäíî òîëüêî íàëè÷èåì ýêñï-
ðåññèè CEA è ïîâûøåííîé ñïîñîáíîñòüþ ê ìåòàñòàçèðî-
âàíèþ.

Áûëî áû èíòåðåñíî ïðîâåðèòü, ÷åì îáåñïå÷åíî òàêîå
ïîâûøåíèå óðîâíÿ OCT4 ïðè îáîãàùåíèè ïîïóëÿöèè
ýòèõ êëåòîê ÐÑÊ è ñâÿçàíî ëè ýòî ñî ñïîñîáíîñòüþ ê ìå-
òàñòàçèðîâàíèþ. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ

320 À. Ï. Äàâûäîâ-Ñèíèöûí è äð.

Ðèñ. 1. Îöåíêà óðîâíÿ ýêñïðåññèè ÎÑÒ4 â ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäíûõ êëåòî÷íîé ëèíèè MIP101.

à — ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ñ ïðàéìåðàìè, ñïåöèôè÷íûìè äëÿ ÎÑÒ4 (íàä ñòîëáöàìè óêàçàíû èõ òî÷íûå çíà÷åíèÿ); ïåðâûé ñòîë-
áåö — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ïîçèòèâíûé êîíòðîëü). á — ðåçóëüòàò äîò-ãèáðèäèçàöèè êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ñ àíòèòåëàìè ê Oct4: 1 — êëåò-
êè ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè HEK293T (íåãàòèâíûé êîíòðîëü), 2 — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè E14 (ïîçèòèâíûé êîíòðîëü), 3 — êëåòêè êàðöèíî-

ìû ïðÿìîé êèøêè MIP101, 4 — MIP101, îòîáðàííûå íà óñòîé÷èâîñòü ê ïóðîìèöèíó (PuroR).

Ðàçìåðû îïóõîëåé ó èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé
ïîñëå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ èì îïóõîëåâûõ êëåòîê —

ïðîèçâîäíûõ ëèíèè MIP101, óñòîé÷èâûõ ê ïóðîìèöèíó,
íà 20-å è 30-å ñóò ïîñëå èíúåêöèè

Êëåòêè
Äèàìåòð îïóõîëè íà ðàçíûõ ñðîêàõ, ìì

20-å ñóò 30-å ñóò

MIP101 (èñõîäíûå) 2.3 �2.1 6.0 � 1.4

MIP101.1 7.0 � 2.8 11.7 � 3.2

MIP101.4 7.3 � 3.5 12.0 � 1.7

MIP101.15 3.7 � 1.2 5.3 � 1.2

MIP101.16 4.0 � 1.7 5.2 � 1.1

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ ñòàíäàðòíûå îò-
êëîíåíèÿ.



ìû èñïîëüçîâàëè ìÐÍÊ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ìûøè ëèíèè Å14. Ïî ðåçóëüòàòàì ïðîâåðêè ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðè îòáîðå ìû äåéñòâèòåëüíî
ïîëó÷àåì îáîãàùåííóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê, ýêñïðåññèðó-
þùèõ OCT4, êîòîðûå, ñîãëàñíî íàøåé ãèïîòåçå, ìîãóò
ÿâëÿòüñÿ ÐÑÊ. Ïðè àíàëèçå ýêñïðåññèè OCT4 íà óðîâíå
áåëêà ìû îòìåòèëè ïîâûøåíèå åå óðîâíÿ ó êëåòîê, óñòîé-
÷èâûõ ê ïóðîìèöèíó, ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè êëåòêà-
ìè ëèíèè MIP101. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ
èñïîëüçîâàëè ëèçàò êëåòîê ëèíèè Å14, à íåãàòèâíûì êîí-
òðîëåì ñëóæèë ëèçàò êëåòîê ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè
HEK293T ÷åëîâåêà.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè è ïðîëèôåðàöèè
îïóõîëåâûõ êëåòîê in vivo áûëè ïðîâåäåíû èíúåêöèè
îáîãàùåííîé ïîïóëÿöèè ñòâîëîâûõ ðàêîâûõ êëåòîê èì-
ìóíîäåôèöèòíûì ìûøàì ëèíèè Nude è îöåíåíà èõ îïó-
õîëåãåííàÿ àêòèâíîñòü â ñðàâíåíèè ñ èñõîäíîé ïîïóëÿ-
öèåé. Â òàáëèöå ïðèâåäåíû ðàçìåðû îïóõîëåé, ïîëó÷åí-
íûõ ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè ìûøàì àíàëèçèðóåìûõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé: èñõîäíîé ëèíèÿ MIP101 è åå ïðîèçâîä-
íûõ — êëîíîâ 101.1, 101.4 è 101.15, îòîáðàííûõ ïîñëå
çàðàæåíèÿ âèðóñîì ïî óñòîé÷èâîñòè ê ïóðîìèöèíó è ÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ ê ãàíöèêëîâèðó, à òàêæå êëîíà 101.16, íåñó-
ùåãî â ãåíîìå òèìèäèíêèíàçó, íî íå ãèáíóùåãî íà ãàí-
öèêëîâèðå è, ñëåäîâàòåëüíî, ñïîíòàííî ïðèîáðåòøåãî
óñòîé÷èâîñòü ê ïóðîìèöèíó. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåí âíåø-
íèé âèä îïóõîëåé, âîçíèêàþùèõ ó ìûøåé ïðè ïîäêîæ-

íîì ââåäåíèè êëîíîâ 101.1, 101.4 è 101.15 (ëåâîå áåäðî) è
êëîíà 101.16, èñïîëüçîâàííîãî â êà÷åñòâå íåãàòèâíîãî
êîíòðîëÿ (ïðàâîå áåäðî). Ðàçíèöà â ðàçìåðå îïóõîëåé
î÷åâèäíà è çàìåòíî îòëè÷àåòñÿ äëÿ àíàëèçèðóåìûõ ñóá-
êëîíîâ (ñì. òàáëèöó): åñëè ââåäåíèå êëåòîê 101.15 ïðèâî-
äèò ê ôîðìèðîâàíèþ ñðàâíèòåëüíî ìåëêèõ îïóõîëåé, ïî
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Ðèñ. 2. Âíåøíèé âèä îïóõîëåé ó èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé ïîñëå ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê — ðàçëè÷íûõ ïðî-
èçâîäíûõ ëèíèè MIP101. 30-å ñóò ïîñëå ââåäåíèÿ.

Ïðàâîå áåäðî (âñå ìûøè) — êëåòêè MIP101.16 (íåãàòèâíûé êîíòðîëü), ëåâîå áåäðî — êëåòêè MIP1011 (à), MIP101.4 (á) è MIP101.15 (â).

Ðèñ. 3. ×èñëî êîëîíèé ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäíûõ ëèíèè MIP101
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íà íèçêîàäãåçèâíîì ñóáñòðàòå.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå îò ñðåäíåãî.

Ðèñ. 4. Âíåøíèé âèä êîëîíèé ðàçëè÷íûõ ïðîèçâîäíûõ ëèíèè MIP101 ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â Ìàòðèãåëå: èñõîäíûå MIP101 (à) è
MIP101.8 (á).



ðàçìåðó ñðàâíèìûõ ñ íåãàòèâíûì êîíòðîëåì (5.3/5.2 ìì)
è èñõîäíûì êëîíîì MIP 101 (5.3/6.0 ìì), òî êëåòêè ñóá-
êëîíîâ 101.1 è 101.4 ïîðîæäàþò îïóõîëè ñóùåñòâåííî
áîëüøåãî ðàçìåðà — 11.7 è 12.0 ìì ñîîòâåòñòâåííî.

Ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ìû îöåíèâàëè ïî ñïî-
ñîáíîñòè îáðàçîâûâàòü ñôåðû ïðè êóëüòèâèðîâàíèè
íà ÷àøêàõ Ïåòðè ñ íèçêîàäãåçèâíîé ïîâåðõíîñòüþ. Íà
ðèñ. 3 ïðåäñòàâëåíî óñðåäíåííîå ÷èñëî êîëîíèé ðàçìåðà-
ìè áîëåå 90 ìêì ïî ðåçóëüòàòàì 24 ïîâòîðíîñòåé äëÿ êëî-
íîâ 101.1, 101.4 è 101.15. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî êëîí
101.1, õàðàêòåðèçîâàâøèéñÿ ïðè ïîäêîæíîì ââåäåíèè
âûñîêîé îïóõîëåãåííîñòüþ è äàâàâøèé îïóõîëè ðàçìå-
ðîì 11.7 ìì, îáðàçîâûâàë è íàèáîëüøåå ÷èñëî êîëîíèé
ïðè ñóñïåíçèîííîì êóëüòèâèðîâàíèè (îêîëî 60 êîëîíèé
íà ëóíêó). È íàïðîòèâ, êëîí 101.15 îáðàçóåò ñàìûå ìåë-
êèå ïîäêîæíûå îïóõîëè (5.3 ìì) è ìèíèìàëüíîå ÷èñëî
ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé (îêîëî 15 íà ëóíêó).

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê èñõîäíîé ëèíèè MIP101 è
åå ïðîèçâîäíûõ â Ìàòðèãåëå ïîêà íå ïîçâîëèëî íàì îöå-
íèòü ýôôåêòèâíîñòü îáîãàùåíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè
ðàêîâûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè, ïîýòîìó ðàáîòà ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ýòîãî ìåòîäà äëÿ ïîëó÷åíèÿ è àíàëèçà ìîð-
ôîëîãèè âîçíèêàþùèõ «ìåãàêîëîíèé» áóäåò ïðîäîëæå-
íà. Íà äàííîì ýòàïå ìû ìîæåì ñêàçàòü, ÷òî ïî ìîðôîëî-
ãèè êîëîíèè ïðåäïîëàãàåìûõ ÐÑÊ (êëîí 101.8, ðèñ. 4)
áîëåå ðûõëûå è áîëåå ñêëîííû ê ðàñïðîñòðàíåíèþ â Ìàò-
ðèãåëå. Ãîâîðèòü î äîëå êëåòîê, îáðàçóþùèõ ìåãàêîëî-
íèè, ïîêà ïðåæäåâðåìåííî.

Èòàê, â íàñòîÿùåé ðàáîòå âïåðâûå îïèñàíî ïîëó÷å-
íèå â êóëüòóðå ñóáïîïóëÿöèè ÐÑÊ èç êëåòîê êàðöèíîìû
MIP101 ìåòîäîì ââåäåíèÿ òðàíñãåííîé êîíñòðóêöèè, ñî-
äåðæàùåé Oct4-çàâèñèìûé ýíõàíñåð. Ïîëó÷åííûå êëåòêè
îáëàäàþò ïîâûøåííûì êëîíîãåííûì è îïóõîëåãåííûì
ïîòåíöèàëîì. Íåñîìíåííûé èíòåðåñ ïðåäñòàâëÿåò ñðàâ-
íåíèå ÐÑÊ, âûäåëåííûõ èç ëèíèè MIP101, è åå ïðîèçâîä-
íûõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ìåòàñòàòè÷åñêîìó ïîòåíöèàëó.

Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ñîâìåñòíûì ïðîåê-
òîì Ëàáîðàòîðèè ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè ñòâîëîâûõ
êëåòîê Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ è êàôåäðû ãåíåòèêè
ÑÏáÃÓ è âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01711) è ÔÖÏ (Ãîñêîíòðàêò 16.512.11.2085).
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IN VITRO DERIVATION AND CHARACTERIZATION OF A COLORECTAL CANCER STEM
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In present publication we describe for the first time the obtainment of cancer stem cells from a weakly me-
tastatic human colorectal carcinoma cell line MIP101 via selecting from the native population the cells that exp-
ress intensively an embryonic stem cell marker, POU5F1 (Oct4). We provide the evidence that these cells po-
ssess an elevated clonogenic and tumorigenic potential when compared to the native population, and this corre-
lates to the hypothesis of cancer stem cells’ primary role in the development of malignant neoplasms.

K e y w o r d s: cancer stem cells, tumorigenicity, POU5F1 Oct4.
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