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Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê êàðöèíîìû êèøå÷íèêà

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäïðèíÿòà ïîïûòêà ñðàâíèòü ðàêîâûå êëåòêè îäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ðàçëè-
÷àþùèåñÿ ïî ýêñïðåññèè áåëêà CEA — êëèíè÷åñêîãî ìàðêåðà ìåòàñòàçèðóþùèõ ðàêîâ, ïðåäïîëîæè-
òåëüíî îäíîãî èç êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Ðàññìîòðåíû ìîðôîëîãèÿ êîëîíèé êëåòîê in
vitro, ýêñïðåññèÿ áåëêîâ-ìàðêåðîâ ýïèòåëèàëüíûõ òêàíåé, ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê îïóõîëåîáðàçîâàíèþ è
ìåòàñòàçèðîâàíèþ in vivo, à òàêæå ïðîèçâåäåíà îöåíêà èõ ñòâîëîâîãî êîìïîíåíòà ïðè ïîìîùè ñóèöèäà-
ëüíîé êîíñòðóêöèè, ÷óâñòâèòåëüíîé ê áåëêó-ìàðêåðó ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê.

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,
CEA — carcinoembryonic antigen (ðàêîâûé ýìáðèîíàëüíûé àíòèãåí), PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð-
íûé ðàñòâîð.

Êîëîðåêòàëüíûé ðàê â ñòðóêòóðå ñìåðòíîñòè îò îíêî-
ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé çàíèìàåò îäíó èç âåäóùèõ ïîçè-
öèé â ìèðå. Íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûì ìåòîäîì ïðîòè-
âîîïóõîëåâîãî ëå÷åíèÿ ÿâëÿåòñÿ õèðóðãè÷åñêîå óäàëåíèå
ïåðâè÷íîé îïóõîëè ñ ïîñëåäóþùåé ñèñòåìíîé õèìèîòå-
ðàïèåé. Ïðè ýòîì îñîáîå çíà÷åíèå ïðèîáðåòàþò ñâîåâðå-
ìåííîå îáíàðóæåíèå è ïðåäîòâðàùåíèå ðàçâèòèÿ âòîðè÷-
íûõ îïóõîëåé — ìåòàñòàçîâ, ðîñò êîòîðûõ ñâîäèò íà íåò
õèðóðãè÷åñêîå ëå÷åíèå. Äëÿ êîíòðîëÿ çà ïîÿâëåíèåì ìå-
òàñòàçîâ â íàñòîÿùåå âðåìÿ èñïîëüçóþòñÿ ñïåöèôè÷åñêèå
áèîìàðêåðû, â ïåðâóþ î÷åðåäü áåëêè ïëàçìû êðîâè. Îá-
ùåïðèíÿòûì êëèíè÷åñêèì ìàðêåðîì çëîêà÷åñòâåííûõ
îïóõîëåé ÿâëÿåòñÿ ÑÅÀ — êàðöèíîýìáðèîíàëüíûé àíòè-
ãåí, èëè ðàêîâûé ýìáðèîíàëüíûé àíòèãåí (Tan et al.,
2009). Â íîðìå ñèíòåç ÑÅÀ õàðàêòåðåí äëÿ ýìáðèîíàëü-
íîé ñòàäèè ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà. Ó âçðîñëûõ îí ýêñïðåññè-
ðóåòñÿ íà êðàéíå íèçêîì óðîâíå â òêàíÿõ æåëóäî÷íî-êè-
øå÷íîãî òðàêòà, íî ïðè ðàçâèòèè çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõî-
ëåé åãî ýêñïðåññèÿ ñóùåñòâåííî ïîâûøåíà (â 70 %
ñëó÷àåâ ðàêà ÷åëîâåêà). Óðîâåíü ÑÅÀ â ñûâîðîòêå êðîâè
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ îò ðàêà, ìîæåò óâåëè÷èòüñÿ äî
1000 íã/ìë ïðè ñòàíäàðòå â íîðìå ìåíåå 5 íã/ìë (Huerta,
2008).

×òî êàñàåòñÿ ðàêà òîëñòîãî êèøå÷íèêà ÷åëîâåêà, òî
îáùåïðèíÿòûì ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî óðîâåíü îâåðýêñïðåññèè
ÑÅÀ îïðåäåëÿåò ìèãðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê, èíâàçèþ
è ôîðìèðîâàíèå äèñòàíòíûõ ìåòàñòàçîâ è ìîæåò ñëóæèòü
ìåðîé çëîêà÷åñòâåííîñòè (Blumenthal et al., 2005b). Âûñî-
êèé óðîâåíü åãî ýêñïðåññèè íàéäåí ó 80—90 % êîëî-
ðåêòàëüíûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà, áîëåå ÷åì â 50 % ðàêîâ
ãðóäè è ëåãêèõ è â 15 % æåëóäî÷íî-êèøå÷íûõ è ïàíêðåà-

òè÷åñêèõ êàðöèíîì, à òàêæå âî ìíîãèõ äðóãèõ ýïèòå-
ëèàëüíûõ ðàêàõ (Berinstein, 2002). Ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ
ïðèçíàíèå ÑÅÀ àäåêâàòíîé ìèøåíüþ äëÿ àêòèâíîé è ïàñ-
ñèâíîé èììóíîòåðàïèè. Íà èñïîëüçîâàíèè ÑÅÀ îñíîâàí
ðÿä ïðåêëèíè÷åñêèõ è êëèíè÷åñêèõ àíàëèçîâ ñ èñïîëüçî-
âàíèåì àíòèòåë äëÿ íàïðàâëåííîé òåðàïèè (Blumenthal
et al., 2005a; Perez et al., 2006; Uchino et al., 2008).

×àùå âñåãî ïðè êîëîðåêòàëüíîì ðàêå ìåòàñòàçû îáíà-
ðóæèâàþòñÿ â ïå÷åíè — ó 40 % ïàöèåíòîâ (Ballantyne,
Quin, 1993; Fusai, Davidson, 2003; O’Reilly, Poston, 2006) è
ëåãêèõ — 10 % (Rotollo et al., 2007; Fiorentino et al., 2010).
Íåñìîòðÿ íà õèðóðãè÷åñêîå óäàëåíèå, îïóõîëü ÷àñòî âîç-
íèêàåò ïîâòîðíî â çîíå òîëñòîãî êèøå÷íèêà, ïå÷åíè, ëåã-
êèõ, à òàêæå ÿè÷íèêîâ, êîñòíîé òêàíè èëè ìîçãà (Goya
et al., 1989).

Ðàñòâîðèìàÿ ôîðìà CEA câÿçûâàåòñÿ ñ åãî ðåöåïòî-
ðîì (CEAR), ÷ëåíîì ñåìåéñòâà ãåòåðîãåííûõ ÿäåðíûõ
ðèáîíóêëåîïðîòåèíîâ (hnRNP), ýòèì âçàèìîäåéñòâèåì
îáåñïå÷èâàÿ ïîòåíöèàë äëÿ ïåðåäà÷è ïðîìåòàñòàòè÷å-
ñêèõ ñèãíàëîâ ê íåîïëàñòè÷åñêèì êëåòêàì (Bajenova
et al., 2003; Laguinge et al., 2005). Âî ìíîãèõ òèïàõ ðàêîâ
÷åëîâåêà ÑÅÀ ñïåöèôè÷åñêè ýêñïðåññèðóåòñÿ êàê ïîâåðõ-
íîñòíûé ãëèêîïðîòåèí, âîâëå÷åííûé â ðåãóëÿöèþ ìíî-
ãèõ áèîëîãè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ, âêëþ-
÷àÿ èçìåíåíèå àäãåçèè, ìåòàñòàçèðîâàíèå, ñóïðåññèþ ìå-
õàíèçìîâ êëåòî÷íîãî èììóíèòåòà è èíãèáèðîâàíèå àïîï-
òîçà (Eidelman et al., 1993; Ordonez et al., 2000; Screaton
et al., 2000; Soeth et al., 2001; Taheri et al., 2003; Duxbury
et al., 2004). Íàïðèìåð, ÑÅÀ óâåëè÷èâàåò ñïîñîáíîñòü
ñëàáîìåòàñòàçèðóþùèõ êëåòîê êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà êî-
ëîíèçèðîâàòü ïå÷åíü è ïðèâîäèòü ê îáðàçîâàíèþ ìåòà-
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ñòàçîâ â ëåãêèõ (Hostetter et al., 1990; Thomas et al., 1995;
Blumenthal et al., 2005b). Ýêñïðåññèÿ ÑÅÀ êîððåëèðóåò ñ
óñòîé÷èâîñòüþ ê öèòîòîêñè÷åñêîé òåðàïèè (Soeth et al.,
2001) è àíîèêèñó (Screaton et al., 1997; Samara et al.,
2007). Äîêàçàíî èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå ÑÅÀ íà êëå-
òî÷íóþ äèôôåðåíöèðîâêó (Eidelman et al., 1993; Screa-
ton et al., 1997; Taheri et al., 2003) è àíîèêèñ (Samara et al.,
2007; Camacho-Leal, Stanners, 2008). Ïîêàçàíî, ÷òî ÑÅÀ
óñèëèâàåò êîëîíèçàöèþ êàê ïå÷åíè, òàê è ñåëåçåíêè
ïðè ââåäåíèè ðàêîâûõ êëåòîê, òðàíñôèöèðîâàííûõ ýêñï-
ðåññèðóþùåé ÑÅÀ ïëàçìèäîé, â ñåëåçåíêó èììóíîäåôè-
öèòíûì ìûøàì (Li et al., 2010). Îäíàêî ìîëåêóëÿðíûé
ìåõàíèçì, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó ÑÅÀ óñèëèâàåò îïóõî-
ëåâîå ìåòàñòàçèðîâàíèå, ïðîäîëæàåò îñòàâàòüñÿ ìàëîïî-
íÿòíûì.

Ïîñêîëüêó íàäåæíûå îïóõîëåâûå ìàðêåðû ñ âûñî-
êîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ î÷åíü âàæíû äëÿ äèàãíîñòèêè
è ìîíèòîðèíãà ïàöèåíòîâ ñ êîëîðåêòàëüíûì ðàêîì, â
êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíûõ ìàðêåðîâ ïðåäëàãàþòñÿ âñå
íîâûå áåëêè. Ïðåäëîæåííûé íåäàâíî íîâûé îïóõîëåâûé
ìàðêåð Colon cancer specific antigen-2 (CCSA-2) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ óæå ïðèíÿòûì â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå CEA
îêàçàëñÿ ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíûì è ñïåöèôè÷íûì (Kny-
chialski, Lukienzuk, 2012). Òàêæå íåäàâíî áûëî ïðåä-
ëîæåíî èñïîëüçîâàòü àäãåçèîííóþ ìîëåêóëó ýïèòåëèàëü-
íûõ êëåòîê EpCAM è CA19-9 (êàðáîãèäðàòíûé àíòèãåí)
è ïîêàçàíî, ÷òî ñïåöèôè÷íîñòü èõ âåñüìà ñõîæà ñ
ÑÅÀ. Ïî ñðàâíåíèþ ñ ýòèìè ìàðêåðàìè ðåöåïòîð ýïèäåð-
ìàëüíîãî ðîñòîâîãî ôàêòîðà (EGFR) èìååò áîëåå íèçêèå
÷óâñòâèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü (Mourtzikou et al.,
2012).

Ïðåäïðèíÿòû ïîïûòêè ïðîàíàëèçèðîâàòü ýêñïðåññèþ
ÑÅÀ íà áèîïñèéíîì ìàòåðèàëå èììóíîãèñòîõèìè÷åñêè-
ìè ìåòîäàìè ïàðàëëåëüíî ñ Å-êàäãåðèíîì è b-êàòåíèíîì
(Rao et al., 2012). Ýòè èññëåäîâàòåëè èñïîëüçîâàëè àíàëèç
ýêñïðåññèè Å-êàäãåðèíà è b-êàòåíèíà äëÿ èäåíòèôèêàöèè
íåîïëàñòè÷åñêèõ óçåëêîâ (ãëàíä) â çîíå ìåòàñòàçîâ, ïî-
ñêîëüêó ýòè äâà áåëêà ñ÷èòàþòñÿ ìàðêåðàìè êîëîðåêòàëü-
íîãî ðàêà. Èõ äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî Å-êàäãåðèí è b-êà-
òåíèí ñâÿçàíû ñ êëåòî÷íûìè ìåìáðàíàìè â êëåòêàõ, ôîð-
ìèðóþùèõ íåîïëàñòè÷åñêèå óçëû è â ëåãêèõ, è â ïå÷åíè,
÷òî ñõîæå ñ ðàñïðåäåëåíèåì â ïåðâè÷íûõ îïóõîëÿõ è ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ ðîëüþ ýòèõ áåëêîâ â ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè.
Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü íåîïëàñòè÷å-
ñêèõ óçåëêîâ â ëåãêèõ ñîäåðæèò b-êàòåíèí â êëåòî÷íûõ
ÿäðàõ, òîãäà êàê óðîâåíü Å-êàäãåðèíà â êëåòêå íèçêèé.
Îòñóòñòâèå Å-êàäãåðèíà è b-êàòåíèíà ïðè êëåòî÷íûõ
ìåìáðàíàõ ó çíà÷èòåëüíîé äîëè íåîïëàñòè÷åñêèõ óçëîâ â
ëåãêîì ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî ëåãî÷íîå
ìèêðîîêðóæåíèå âûçûâàåò àêòèâàöèþ Wnt-ñèãíàëüíîãî
ïóòè, à òàêæå îòêðåïëåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê îò íåîïëà-
ñòè÷åñêèõ óçëîâ (Rao et al., 2012).

Å-Êàäãåðèí ÿâëÿåòñÿ âàæíûì áåëêîì êèøå÷íîãî ýïè-
òåëèÿ, èãðàþùèì êëþ÷åâóþ ðîëü â ìåæêëåòî÷íîé àäãå-
çèè è ïîääåðæàíèè àðõèòåêòóðû êðèïò. Óìåíüøåíèå ýêñ-
ïðåññèè Å-êàäãåðèíà ïðîâîöèðóåò îòêðåïëåíèå ðàêîâûõ
êëåòîê îò îïóõîëè, óñèëèâàÿ ìåòàñòàçèðîâàíèå (Liotta,
1984). Â íîðìàëüíûõ òêàíÿõ òîëñòîãî êèøå÷íèêà ýòîò áå-
ëîê ëîêàëèçóåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â êëåòî÷íûõ ìåìáðà-
íàõ êëåòîê êðèïòû, ïðè àäåíîêàðöèíîìå — â ìåìáðàíàõ
íåîïëàñòè÷åñêèõ óçëîâ, ïðè ìåòàñòàçàõ â ïå÷åíü Å-êàäãå-
ðèí òàêæå ëîêàëèçóåòñÿ â ìåìáðàíàõ. Äî 70 % íåîïëàñòè-
÷åñêèõ óçëîâ â ëåãêèõ òàêæå õàðàêòåðèçóþòñÿ ìåìáðàí-
íîé ëîêàëèçàöèåé Å-êàäãåðèíà, ñõîæåé ñ êèøå÷íèêîì è

ïå÷åíüþ. Îäíàêî îñòàâøèåñÿ 30 % èìåþò î÷åíü íèçêèé
óðîâåíü Å-êàäãåðèíà, êîòîðûé ëîêàëèçîâàí íå íà ìåìáðà-
íàõ, à äèôôóçíî â öèòîïëàçìå.

b-Êàòåíèí èçâåñòåí êàê áåëîê-ïàðòíåð Å-êàäãåðèíà.
Èõ âçàèìîäåéñòâèå óäåðæèâàåò b-êàòåíèí íà âíóòðåííåé
ïîâåðõíîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû. Êîìïëåêñû Å-êàäãå-
ðèíà ñ áåëêàìè ãðóïïû êàòåíèíîâ ôîðìèðóþò îñíîâíûå
ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê.
Åñëè âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ â Å-êàäãåðèíîâûõ êîìïëåê-
ñàõ àäãåçèè èçìåíåíî èëè íàðóøåíî, òî ñòðóêòóðíûå áåë-
êè, òàêèå êàê b-êàòåíèí, âûñâîáîæäàþòñÿ è óõîäÿò â öè-
òîïëàçìó. Êðîìå òîãî, äèñôóíêöèÿ b-êàòåíèíà ìîæåò
ïðèâåñòè ê íàêîïëåíèþ åãî ãèïîôîñôîðèëèðîâàííîé
óñòîé÷èâîé ôîðìû â öèòîïëàçìå, ïåðåìåùåíèþ b-êàòå-
íèíà â ÿäðî, ãäå îí ÿâëÿåòñÿ êîàêòèâàòîðîì ôàêòîðà
òðàíñêðèïöèè Tcf/LEF è ñòèìóëèðóåò àêòèâàöèþ öåëå-
âûõ ãåíîâ, òàêèõ êàê c-myc è cyclin D1 (Brembreck et al.,
2006). Áåëêè Å-êàäãåðèí è b-êàòåíèí ðåãóëèðóþò ðàçâè-
òèå ðàêà êèøå÷íèêà è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ â ïå÷åíü (Sreeku-
mar et al., 2011). Êðîìå òîãî, ñâîáîäíûé b-êàòåíèí, ïîïà-
äàÿ â ÿäðî, àêòèâèðóåò ñèãíàëüíûå ïóòè Wnt è Notch, ÷òî
ñïîñîáñòâóåò ïðîãðåññèè êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà (Hoff-
meyer et al., 2012).

Ìíîãîîáåùàþùåé áèîëîãè÷åñêîé ìîäåëüþ äëÿ èñ-
ñëåäîâàíèÿ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ñëóæàò êëåòî÷íûå ëèíèè
îäíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ ñ ðàçëè÷àþùèìèñÿ óðîâíÿìè ýêñ-
ïðåññèè ÑÅÀ è ñ ðàçíûì ìåòàñòàòè÷åñêèì ïîòåíöèàëîì.
Îäíà èç òàêèõ ìîäåëåé — êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ òîëñòîãî êè-
øå÷íèêà ÷åëîâåêà MIP101: íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ,
ñëàáîìåòàñòàòè÷åñêàÿ, íå ïðîäóöèðóþùàÿ ÑÅÀ. Ñëàáî-
äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè èìåþò áîëåå óäëèíåííóþ
ôîðìó, îòëè÷àþòñÿ âûñîêîé èíâàçèâíîñòüþ è áîëåå àäãå-
çèâíû è ïîäâèæíû, ÷åì õîðîøî äèôôåðåíöèðîâàííûå
êëåòî÷íûå ëèíèè êîëîðåêòàëüíîé êàðöèíîìû (CX-1 è
DLD-2), êîòîðûå ïðîäóöèðóþò âûñîêèé óðîâåíü ÑÅÀ
(Wagner et al., 1992). Êàê ãîâîðèëîñü ðàíåå, CÅÀ øèðîêî
èñïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå îïóõîëåâîãî ìàðêåðà, ñâÿçàííîãî
ñ óâåëè÷åíèåì ìåòàñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà â êîëîðåê-
òàëüíûõ ðàêàõ (Jessup, Thomas, 1998; Goldstein, Mitchell,
2005; Lee et al., 2012). Ñîçäàíèå êîëëåêöèè ëèíèé, ïðîèç-
âîäíûõ îò MIP101, ñäåëàëî âîçìîæíûì ñðàâíèòü ñâîéñò-
âà êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ýêñïðåññèè òîëüêî îäíîãî
ôàêòîðà — ÑÅÀ. Åñëè èñõîäíàÿ ëèíèÿ MIP101 íå ïðîäó-
öèðóåò ÑÅÀ, íî ýêñïðåññèðóåò åãî ðåöåïòîð hnRNPM, òî
åå ïðîèçâîäíûå èìåþò ñëåäóþùèå õàðàêòåðèñòèêè (Tho-
mas et al., 2011): MIP101 êëîí 8 âûðàáàòûâàåò ÑÅÀ è ýêñ-
ïðåññèðóåò ðåöåïòîð ê íåìó; MIP101-7 íå ýêñïðåññèðóåò
íè ÑÅÀ, íè åãî ðåöåïòîð, à êëîí 8-7 âûðàáàòûâàåò ÑÅÀ,
íî èìååò ïîäàâëåííóþ ýêñïðåññèþ åãî ðåöåïòîðà. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî ÑÅÀ è Å-êàäãåðèí êàê îíêîìàðêåðû íå ÿâ-
ëÿþòñÿ íåçàâèñèìûìè â êëèíè÷åñêîé äèàãíîñòèêå îïóõî-
ëåé è ÷òî ñóùåñòâóåò ñâÿçü îâåðýêñïðåññèè ÑÅÀ ñ óâåëè-
÷åíèåì ôðàêöèè ðàññòâîðèìîãî Å-êàäãåðèíà (Bajenova
et al., 2012). Íå âïîëíå ÿñíî, ïðîèñõîäèò ëè ðîñò óðîâíÿ
ðàñòâîðèìîãî Å-êàäãåðèíà òîëüêî çà ñ÷åò âûñâîáîæäåíèÿ
åãî èç êîìïëåêñà äåñìîñîì è îòðàæàåò ëè ýòîò ïðîöåññ
íåïîñðåäñòâåííî ðàçðûõëåíèå çîíû êëåòî÷íûõ êîíòàê-
òîâ, ñïîñîáñòâóþùåå îòêðåïëåíèþ ðàêîâûõ êëåòîê, êîòî-
ðûå äàëåå èíèöèèðóþò âòîðè÷íûå îïóõîëè, ò. å. ìåòàñòà-
çèðîâàíèå.

Â íàøó çàäà÷ó âõîäèëî ñðàâíåíèå õàðàêòåðèñòèê
êëåòîê, ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ÑÅÀ, â
òîì ÷èñëå èõ ìåòàñòàòè÷åñêîãî, òóìîðîãåííîãî ïîòåíöèà-
ëà è ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ.

380 À. Ï. Äàâûäîâ-Ñèíèöûí è äð.



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, è
ïåðåñåâàëè ÷åðåç êàæäûå 3 ñóò â ñîîòíîøåíèè 1 : 4.

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 íà 1 ìë ñðå-
äû. Ñåëåêöèþ ïðîâîäèëè, ìåíÿÿ ñðåäó êàæäûå 2 ñóò, â òå-
÷åíèå 10—14 ñóò. Âûðàñòàþùèå êîëîíèè îòáèðàëè èíäè-
âèäóàëüíî è, ïîñëå îáðàáîòêè òðèïñèíîì, âûñåâàëè íà
ëóíêó 6-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà.

Ò å ñ ò û í à ô î ð ì è ð î â à í è å î ï ó õ î ë å é. Äëÿ
îöåíêè òåìïîâ ðîñòà îïóõîëè êëåòêè èñõîäíîé ëèíèè
MIP101 è êëîíîâ, îòîáðàííûõ íà óñòîé÷èâîñòü ê ïóðîìè-
öèíó ïîñëå âèðóñíîãî çàðàæåíèÿ, èíúåöèðîâàëè èììóíî-
äåôèöèòíûì ëàáîðàòîðíûì ìûøàì ëèíèè Nude (ïðîèç-
âîäíûå ëèíèè BALB/c, ãîìîçèãîòíûå ïî ìóòàöèè
Foxn1nu) ïîäêîæíî â îáëàñòü áåäðà ïî 500 òûñ. íà 1 èíú-
åêöèþ. Âûðàñòàþùèå îïóõîëè èçìåðÿëè øòàíãåíöèðêó-
ëåì ÷åðåç 20 è 30 ñóò ïîñëå èíúåêöèè.

Äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïå÷åíî÷íîãî ìåòàñòàçèðîâàíèÿ
èñïîëüçîâàëè ââåäåíèå èññëåäóåìûõ êëåòîê â ñåëåçåíêó
èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé Nude. Èíúåêöèþ ïðîâîäèëè
ñ ïðèìåíåíèåì ëàïàðîòîìèè â ñòåðèëüíûõ óñëîâèÿõ, âñå
èíñòðóìåíòû è âñïîìîãàòåëüíûå ìàòåðèàëû àâòîêëàâè-
ðîâàëè. Ìûøü ââîäèëè â îáùèé íàðêîç ïóòåì âíóòðè-
áðþøèííîé èíúåêöèè àâåðòèíà: ðàñòâîð 2,2,2-òðèáðîìý-
òàíîëà â 2-ìåòèëáóòàíîëå 1 ã/ìë, ðàáî÷åå ðàçâåäåíèå
1 : 50 â PBS, äîçèðîâêà 15 ìêë íà 1 ã ìàññû òåëà (ïðîòî-
êîë, îïòèìèçèðîâàííûé â íàøåé ëàáîðàòîðèè). ×åðåç ðàç-
ðåç íà ïðàâîì áîêó ñåëåçåíêó ÷àñòè÷íî èçâëåêàëè èç
áðþøíîé ïîëîñòè è ïîìåùàëè íà ñòåðèëèçîâàííóþ ïîä-
ëîæêó èç âàòìàíà. Ñóñïåíçèþ êëåòîê (MIP101 èëè ïðîèç-
âîäíûå) â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå èëè ðàñòâîðå Õýíêñà
(2.5 ìëí êëåòîê â 50 ìêë) èíúåöèðîâàëè â òîëùó ñåëå-
çåíêè ñ ïîìîùüþ ìèêðîëèòðîâîãî øïðèöà (Hamilton Mic-
roliter Syringes), ïîñëå ÷åãî ìåñòî èíúåêöèè ïðèæèìàëè
ñòåðèëèçîâàííîé ôèëüòðîâàëüíîé áóìàãîé äëÿ ïðåäîò-

âðàùåíèÿ âûòåêàíèÿ æèäêîñòè. Çàòåì ñåëåçåíêó âîçâðà-
ùàëè â áðþøíóþ ïîëîñòü è íà ìåñòî ðàçðåçà
íàêëàäûâàëè øîâ ñ ïîìîùüþ õèðóðãè÷åñêîé øåëêîâîé
íèòè 0.08 ìì (Fine Science Tools) è êîæíûõ çàæèìîâ 5 ìì
(Perfect Ets, Bruneau). ×åðåç 90 ñóò ïîñëå îïåðàöèè ìû-
øåé óìåðùâëÿëè ïóòåì öåðâèêàëüíîé äèñëîêàöèè, ïîñëå
÷åãî ïðîèçâîäèëè âñêðûòèå. Ñåëåçåíêè è ïå÷åíè îñìàò-
ðèâàëè íåâîîðóæåííûì ãëàçîì íà íàëè÷èå îïóõîëåé è çà-
òåì ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â
PBS.

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 (Yeung 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 Zeiss Axiovert.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ è è ç ì å ð å í è å à ê ò è â í î ñ ò è
ë þ ö è ô å ð à ç û. Ëþöèôåðàçíûé ìåòîä øèðîêî ïðèìåíÿ-
åòñÿ ïðè èçó÷åíèè òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ è ïóòåé
ïåðåäà÷è ñèãíàëîâ. Çà 18 ÷ äî òðàíñôåêöèè êëåòêè ðàññà-
æèâàëè ïî 2 ìëí êëåòîê íà ÷àøêó äèàìåòðîì 10 ñì èëè ïî
60 òûñ. êëåòîê â ëóíêè 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà. Çà 1 ÷ äî
ïðîâåäåíèÿ òðàíñôåêöèè ñðåäó ìåíÿëè íà ñâåæóþ.
Òðàíñôåêöèþ ïðîâîäèëè ñòàíäàðòíûì êàëüöèé-ôîñôàò-
íûì èëè ëèïèäíûì ìåòîäîì, ïðè ýòîì îäíîâðåìåííî
ââîäèëè ðåïîðòåðíóþ ïëàçìèäó TOPflash, ñîäåðæàùóþ
ãåí ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêà, è ïëàçìèäó ñ ãåíîì b-ãàëàêòî-
çèäàçû (äëÿ êîíòðîëÿ çà ýôôåêòèâíîñòüþ òðàíñôåêöèè).
Ñïóñòÿ 12 ÷ ñðåäó â ñîñóäàõ ìåíÿëè íà ñâåæóþ (â ñëó÷àå
êàëüöèåâîé òðàíñôåêöèè).

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ëþöèôåðàçíîãî àíàëèçà èñïîëüçîâà-
ëè íàáîð êîìïàíèè Promega (ÑØÀ) Bright-Glo(tm) Luci-
ferase Assay. ×åðåç 2 ñóò ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòêè ëè-
çèðîâàëè áóôåðîì Glo-Lysis, ïîñëå ÷åãî 50 ìêë ïîëó÷åí-
íîãî ëèçàòà ñìåøèâàëè ñ ðàâíûì îáúåìîì ñóáñòðàòà
Bright-Glo, ñîäåðæàùåãî ëþöèôåðèí. Â ðåçóëüòàòå â
îáðàçöàõ ïðîèñõîäèëà äâóõñòàäèéíàÿ ôåðìåíòàòèâíàÿ
ðåàêöèÿ, êàòàëèçèðóåìàÿ ëþöèôåðàçîé. Èíòåíñèâíîñòü
âîçíèêøåãî ñâå÷åíèÿ îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ áèîëþìè-
íîìåòðà. Ïàðàëëåëüíî ïðîâîäèëè íîðìàëèçàöèþ — îïðå-
äåëåíèå îòíîñèòåëüíîãî ñîäåðæàíèÿ êëåòîê â ëóíêàõ â
ìîìåíò èõ ëèçèðîâàíèÿ, ÷òî íåîáõîäèìî äëÿ êîððåêòè-
ðîâêè ïîëó÷åííûõ ïðè ëþìèíåñöåíòíîì àíàëèçå äàííûõ.
Äëÿ ýòîãî 20 ìêë ëèçàòà ñìåøèâàëè ñ 60 ìêë ðàñòâîðà, ñî-
äåðæàùåãî 60 ìÌ Na2HPO4, 40 ìÌ NaH2PO4, 10 ìÌ KCl,
1 ìÌ MgCl2, 50 ìÌ b-ìåðêàïòîýòàíîëà è 20 ìêë ðàñòâî-
ðà, ñîäåðæàùåãî ñóáñòðàò b-ãàëàêòîçèäàçû ONPG (or-
tho-Nitrophenyl-b-galactoside), â êîíöåíòðàöèè 2 ìã/ìë.
Â òå÷åíèå 1 ÷ â ïðîáàõ ðàçâèâàëàñü æåëòàÿ îêðàñêà,
èíòåíñèâíîñòü êîòîðîé îïðåäåëÿëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå
ïðè äëèíå âîëíû 420 íì. Ïåðåä îïðåäåëåíèåì îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè âíåñåíèåì â
ïðîáû 50 ìêë 1 M ðàñòâîðà Na2CO3. Íîðìàëèçîâàííîå
çíà÷åíèå ÿðêîñòè ñâå÷åíèÿ ëþöèôåðàçû îïðåäåëÿëè ïó-
òåì äåëåíèÿ àáñîëþòíîé ÿðêîñòè ïî ïðèáîðó (â îòí. åä.)
íà îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïîñëå b-ãàëàêòîçèäàçíîé ðåàê-
öèè.

Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê êàðöèíîìû êèøå÷íèêà 381
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Ðèñ. 1. Ðåçóëüòàòû èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà êóëüòóðû êëåòîê êàðöèíîìû ïðÿìîé êèøêè ëèíèè MIP101 (à, â, ä) è åå ïðî-
èçâîäíîé MIP101 êëîí 8 (á, ã, å) ñ àíòèòåëàìè ê CEA, b-êàòåíèíó è E-êàäãåðèíó ÷åëîâåêà.

ßäðà êëåòîê îêðàøåíû êðàñèòåëåì DAPI (ñèíèé). à, á — CEA; â, ã — b-êàòåíèí (êðàñíûé); ä, å — E-êàäãåðèí (çåëåíûé). Ðàçúÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.



È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Êëåòêè â ëóíêàõ 24-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà èëè íà ïîêðîâ-
íûõ ñòåêëàõ îòìûâàëè îò ñðåäû ðàñòâîðîì PBS è ôèê-
ñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â PBS â òå-
÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôèêñèðóþùèé
ðàñòâîð óäàëÿëè, êëåòêè îòìûâàëè 1%-íûì ðàñòâîðîì
áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), ïîñëå ÷åãî
ïðîâîäèëè ïåðìåàáèëèçàöèþ â 1%-íîì ðàñòâîðå Òðèòî-
íà Õ-100 íà PBS â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Äàëåå ñàéòû íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
àíòèòåë áëîêèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 1 % ÁÑÀ è
1 % îâå÷üåé ñûâîðîòêè, â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ýêñïðåññèè ÑÅÀ ôèêñè-
ðîâàííûå êëåòêè ìåòèëè ïåðâûìè àíòèòåëàìè ê ÑÅÀ. Ïî-
ñëå 4-êðàòíîé îòìûâêè êëåòêè èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ
â òå÷åíèå 30 ìèí â ðàñòâîðå âòîðûõ ôëóîðåñöåíòíûõ
àíòèòåë Goat a Rabbit�Alexa488 (1 : 1000). Ïîñëå î÷åðåä-
íîé 4-êðàòíîé îòìûâêè ïðåïàðàòû àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà Zeiss Axiovert (Ãåð-
ìàíèÿ).

À í ò è ò å ë à. Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà Rabbit a CEA
(ab15987, Abcam), ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà Rabbit a

E-Ñadherin (H-101 è SC-7870, Santa Cruz Bioteñhnology),
Mouse a b-catenin (C7207, Sigma), âòîðûå àíòèòåëà Alexa
Fluor (Mouse a Goat�Alexa633 è Goat a Rabbit�Alexa488)
áûëè ïðèîáðåòåíû â êîìïàíèè Invitrogen (ÑØÀ).

Ã è ñ ò î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ïðîâîäèëè
íà îðãàíàõ, çàôèêñèðîâàííûõ è õðàíÿùèõñÿ â 4%-íîì
ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â PBS ïðè 4 °Ñ. Îáðàçöû îáåçâî-
æèâàëè è çàêëþ÷àëè â ñðåäó äëÿ ïîðåçêè Paraplast Plus
(McCormick Scientific, ÑØÀ) ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó
ïðîòîêîëó ñ èñïîëüçîâàíèåì èçîáóòèëîâîãî è ýòèëîâîãî
ñïèðòîâ: ýòèëîâûé ñïèðò 70, 80 è 96 % ïî 30 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå; äàëåå ñìåñü ýòèëîâîãî è èçîáó-
òèëîâîãî ñïèðòà (1 : 1) — 30 ìèí; 2 ñìåíû 100%-íîãî
èçîáóòèëîâîãî ñïèðòà ïî 30 ìèí; ñìåñè èçîáóòèëîâîãî
ñïèðòà è ïàðàïëàñòà â ñîîòíîøåíèÿõ 2 : 1, 1 : 1, 1 : 2 ïî
30 ìèí ïðè 60 °Ñ; ïàðàïëàñò (ïåðâàÿ ñìåíà) — 1 ÷ ïðè
60 °Ñ; ïàðàïëàñò (âòîðàÿ ñìåíà) — 12 ÷ ïðè 60 °Ñ; çàëèâ-
êà â ôîðìó.

Ñðåçû òîëùèíîé 5—8 ìêì, ïîëó÷åííûå íà ñàííîì
ìèêðîòîìå Reichert, áûëè äåïàðàôèíèðîâàíû ñ ïîìîùüþ
îðòî-êñèëîëà è ðåãèäðàòèðîâàíû â ñåðèè ñïèðòîâ ïîíè-
æàþùåéñÿ êîíöåíòðàöèè. Ñðåçû îêðàøèâàëè ãåìàëàóíîì
Ìàéåðà (âîäíûé ðàñòâîð 0.1 % ãåìàòåèíà, 2.5 % àëþìî-
êàëèåâûõ êâàñöîâ, 0.01 % èîäíîâàòèñòîãî íàòðèÿ è
0.05 % ëèìîííîé êèñëîòû) ñ ïîñëåäóþùåé ïðîìûâêîé â
ïðîòî÷íîé âîäå, à çàòåì âîäíûì ýîçèíîì (1 %). Îêðàøåí-
íûå ñðåçû îáåçâîæèâàëè â ñåðèè ñïèðòîâ ïîâûøàþùåéñÿ
êîíöåíòðàöèè, ïðîñâåòëÿëè â îðòî-êñèëîëå è çàêëþ÷àëè â
êàíàäñêèé áàëüçàì.

Ð à á î ò ó ñ ð å ê î ì á è í à í ò í û ì è Ä Í Ê 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, 2,2,2-òðèáðîì-
ýòàíîë è 2-ìåòèëáóòàíîë (Sigma, ÑØÀ); Trisma Base (Flu-
ka, ÑØÀ); ãëþêîçà, õëîðèä íàòðèÿ, äðîææåâîé ýêñòðàêò
è ïåïòîí (Difco, ÑØÀ); îáåçæèðåííîå ñóõîå ìîëîêî
(Roth, Ãåðìàíèÿ); òðèïñèí, ñìåñü àíòèáèîòèêîâ è àíòè-
ìèêîòèêîâ, ãëþòàìèí è ñðåäû äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êëå-
òîê ýóêàðèîò (Gibco, ÑØÀ); FBS (Invitrogen, ÑØÀ); ãèñ-
òîõèìè÷åñêèå ðåàêòèâû (Ëåíðåàêòèâ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Îñíîâûâàÿñü íà ïðåäïîëîæåíèè î âàæíîñòè êëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ â ìåòàñòàòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êëåòîê
MIP101 è èõ ïðîèçâîäíûõ, ìû ïðîâåëè èììóíîëîãè÷å-
ñêèé àíàëèç êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ñ àíòèòåëàìè íà
Å-êàäãåðèí, b-êàòåíèí è ÑÅÀ (ðèñ. 1). Íåñìîòðÿ íà î÷å-
âèäíûå ðàçëè÷èÿ â ýêñïðåññèè ÑÅÀ (à, á), õàðàêòåðíûå
äëÿ èçó÷àåìûõ ëèíèé, ðàçíèöû â ïàòòåðíå ýêñïðåññèè
Å-êàäãåðèíà (â, ã) è b-êàòåíèíà (ä, e) ìû íå çàìåòèëè.

Äëÿ îöåíêè ìåòàñòàòè÷åñêîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê ìû
èñïîëüçîâàëè îáùåïðèíÿòûé ìåòîä èõ èíúåêöèè â ñåëå-
çåíêó èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé. ×åðåç 3 ìåñ ïîñëå
èíúåêöèé ïðîèçâîäèëè âñêðûòèå è àíàëèç çîí ïåðâè÷íî-
ãî (â ñåëåçåíêå) è âòîðè÷íîãî îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ (â ïå-
÷åíè). Ðåçóëüòàòû îòðàæåíû â òàáëèöå è íà ðèñ. 2 è 3.
Áîëüøèíñòâî êëîíîâ äàëè çàìåòíûå ïåðâè÷íûå îïóõîëè
â ìåñòå èíúåêöèè (ðèñ. 2, à, â, ã; 3, à), îäíàêî ó êëîíà 8-7
îïóõîëü íàáëþäàëàñü â 1 ñëó÷àå èç 9, à êëîí MIP101-7 íå
îáðàçîâûâàë îïóõîëè ñîâñåì (ðèñ. 2, á).

Äëÿ äåòåêöèè ïðèñóòñòâèÿ â îðãàíàõ ìûøè îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà èç ïå÷åíè è ñåëåçåíêè êîíòðîëüíûõ
è îïûòíûõ æèâîòíûõ âûäåëÿëè ãåíîìíóþ ÄÍÊ è àíàëè-
çèðîâàëè åå ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè íà íà-
ëè÷èå ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ÷åëîâåêà ñàòåëëèòíûõ ïîâòîðîâ
LINE1. ×àñòü îðãàíîâ ôèêñèðîâàëè äëÿ ãèñòîëîãè÷åñêîãî
àíàëèçà.

Âîïðåêè îæèäàíèÿì, â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ ìû íå îáíàðóæèëè âòîðè÷íûõ îïóõîëåé íè ïðè
àíàòîìè÷åñêîì àíàëèçå (ñì. òàáëèöó), íè ïðè àíàëèçå ìå-
òîäîì ÏÖÐ (ðåçóëüòàòû íå ïðèâîäÿòñÿ). Åäèíñòâåííûé
ïðèìåð îïóõîëè â ïå÷åíè íàáëþäàëè ïîñëå èíúåêöèè
êëîíà 8, êîòîðûé ïðåäïîëîæèòåëüíî ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå
ìåòàñòàòè÷åñêè àêòèâíûì. Äëÿ ýòîãî æå êëîíà õàðàêòåð-
íà íàèáîëüøàÿ ÷àñòîòà âîçíèêíîâåíèÿ ïåðâè÷íûõ îïóõî-
ëåé, äîñòèãàþùàÿ 89 %, òîãäà êàê äëÿ èñõîäíîé ëèíèè
MIP101 ÷àñòîòà îïóõîëåé ñîñòàâëÿåò 42 %, äëÿ êëîíà 8-7
ñ ïîäàâëåííîé ýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà ÑÅÀ — 20 %
(ñì. òàáëèöó). Êëåòêè 101-7, íå ýêñïðåññèðóþùèå íè ðå-
öåïòîð, íè ëèãàíä ÑÅÀ, â íàøèõ óñëîâèÿõ îïóõîëåé íå
îáðàçîâûâàëè. Íà ãèñòîëîãè÷åñêîì óðîâíå îïóõîëè, ïî-
ëó÷åííûå ïðè èíúåêöèè ðàçíûõ êëåòîê, çàìåòíûõ ðàçëè-
÷èé íå èìåëè.

Äëÿ îöåíêè èíâàçèâíîñòè èññëåäóåìûõ êëåòîê ìû
ïðîâîäèëè èõ êóëüòèâèðîâàíèå â Ìàòðèãåëå (Yeung et al.,
2010). Îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì òðåõìåðíûå äèôôåðåíöè-
ðîâàííûå êîëîíèè (ìåãàêîëîíèè) ðàçëè÷àëèñü êàê ïî
âíóòðåííåé ñòðóêòóðå, òàê è ïî ñêëîííîñòè ê îáðàçîâà-
íèþ âûðîñòîâ íà ïîâåðõíîñòè (ðèñ. 4). Âûðîñòû õàðàêòå-
ðèçóþò ñïîñîáíîñòü êëåòîê ê ðàñïðîñòðàíåíèþ â òîëùå
ñóáñòðàòà êóëüòèâèðîâàíèÿ, ò. å. èíâàçèâíîñòü. Êëåòêè
êëîíà 8 ïî ðåçóëüòàòàì ýòîãî àíàëèçà ÿâëÿþòñÿ íàèáîëåå
èíâàçèâíûìè.

Ñ÷èòàåòñÿ (Yeung et al., 2010), ÷òî ñïîñîáíîñòüþ îá-
ðàçîâûâàòü ìåãàêîëîíèè ñ êðèïòîîáðàçíûìè ñòðóêòóðà-
ìè îáëàäàåò ñóáïîïóëÿöèÿ ïðèñóòñòâóþùèõ â îïóõîëè
ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Íàìè áûëà ïðåäïðèíÿòà ïî-
ïûòêà îáîãàòèòü êóëüòóðó ðàêîâûìè ñòâîëîâûìè êëåòêà-
ìè. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè îïèñàííûé íàìè ðàíåå (Ëèñ-
êîâûõ è äð., 2011; Äàâûäîâ-Ñèíèöûí è äð., 2013) ìåòîä
îòáîðà êëåòîê ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ýêñïðåññèè ñòâî-
ëîâîãî ìàðêåðà Oct4 ñ ïîìîùüþ ëåíòèâèðóñíîãî âåêòîðà,
ñîäåðæàùåãî «ñóèöèäàëüíóþ êàññåòó»: ãåí òèìèäèíêè-
íàçû âèðóñà ãåðïåñà è ñëèòûé ñ íèì ãåí óñòîé÷èâîñòè ê
ïóðîìèöèíó ïîä êîíòðîëåì Oct4-çàâèñèìîãî ïðîìîòîðà.

Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê êàðöèíîìû êèøå÷íèêà 383



384 À. Ï. Äàâûäîâ-Ñèíèöûí è äð.

Ðèñ. 2. Âíåøíèé âèä ñåëåçåíîê ìûøåé Nude ÷åðåç 60—80 ñóò ïîñëå èíúåêöèè êëåòîê êàðöèíîìû MIP101 è åå ïðîèçâîäíûõ ñ ðàç-
ëè÷íûì ïðîôèëåì ýêñïðåññèè CEA è åãî ðåöåïòîðà: MIP101-7, MIP101 êëîí 8, MIP101 êëîí 8-7.

à — MIP101 (îïóõîëè â 2 èç 3 ïðåäñòàâëåííûõ îáðàçöîâ), á — MIP101-7 (îïóõîëåé íåò), â — MIP101 êëîí 8 (îïóõîëè ðàçíîãî ðàçìåðà âî âñåõ îáðàç-
öàõ), ã — MIP101 êëîí 8-7 (åäèíñòâåííûé îáðàçåö èç 9 ïîâòîðíîñòåé, èìåâøèé îïóõîëü), ä — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü.

Ðèñ. 3. Ãèñòîëîãè÷åñêèå ñðåçû ñåëåçåíêè è ïå÷åíè çäîðîâîé ìûøè (á, ã) è îïûòíîãî æèâîòíîãî ÷åðåç 80 ñóò ïîñëå èíúåêöèè êëå-
òîê êàðöèíîìû MIP101 êëîí 8 (à, â).

Îêðàñêà ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì. à — ñåëåçåíêà ñ ðàçâèòîé îïóõîëüþ (ñâåòëàÿ çîíà â ëåâîé ÷àñòè ñíèìêà); á — çäîðîâàÿ ñåëåçåíêà ìûøè ñ âûðà-
æåííîé óçåëêîâîé ñòðóêòóðîé (äëÿ ñðàâíåíèÿ); â — ïå÷åíü ìûøè, èìåâøåé êðóïíóþ ïåðâè÷íóþ îïóõîëü â ñåëåçåíêå (ìîðôîëîãè÷åñêèå îòëè÷èÿ ïå-

÷åíè îò íîðìû îòñóòñòâóþò); ã — çäîðîâàÿ ïå÷åíü ìûøè (äëÿ ñðàâíåíèÿ).



Êëåòêè, íåñóùèå ýòó êàññåòó è îäíîâðåìåííî ýêñïðåññè-
ðóþùèå ýíäîãåííûé Oct4, áëàãîäàðÿ àêòèâíîñòè êàññåòû
óñòîé÷èâû ê àíòèáèîòèêó ïóðîìèöèíó, íî ïðè ýòîì ÷óâ-
ñòâèòåëüíû ê ïðîòèâîâèðóñíîìó ïðåïàðàòó ãàíöèêëîâèðó
(çà ñ÷åò òèìèäèíêèíàçû), ÷òî ïîçâîëÿåò êàê èçáèðàòåëüíî
êóëüòèâèðîâàòü, òàê è ïðèöåëüíî óíè÷òîæàòü ýòè êëåòêè.

Â ðåçóëüòàòå çàðàæåíèÿ âèðóñîì è ïîñëåäóþùåãî îò-
áîðà êëåòîê, ðåçèñòåíòíûõ ê ïóðîìèöèíó, íàìè áûëè âû-
äåëåíû ñóáïîïóëÿöèè, íàçâàííûå 101-PuroR è 8-Pu-
roR. Äàííûå ñóáïîïóëÿöèè õàðàêòåðèçóþòñÿ ïîâûøåí-
íûì óðîâíåì ýêñïðåññèè Oct4 : â 3.1 ðàçà äëÿ 101-PuroR è
â 36.2 ðàçà äëÿ 8-PuroR (Äàâûäîâ-Ñèíèöûí è äð., 2013).
Ïðè äàëüíåéøåì êóëüòèâèðîâàíèè îòîáðàííûõ êëåòîê íà
ñðåäå áåç ïóðîìèöèíà ïðîèñõîäèò èõ ñïîíòàííàÿ äèôôå-
ðåíöèðîâêà, è ïîñëåäóþùàÿ îáðàáîòêà â òå÷åíèå 1 íåä
ãàíöèêëîâèðîì âûçûâàåò ãèáåëü îñòàâøèõñÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, íàìè áûëè ïîëó÷åíû ïîïóëÿöèè,
êàê îáîãàùåííûå, òàê è îáåäíåííûå ñòâîëîâûì êîìïî-
íåíòîì.

×òîáû ïðîâåðèòü, âëèÿåò ëè ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ
ÑÅÀ íà Wnt-ñèãíàëüíûé ïóòü, ÿâëÿþùèéñÿ îäíèì èç
êëþ÷åâûõ â êëåòêàõ ýïèòåëèÿ êèøå÷íèêà, ìû ñðàâíèëè
óðîâåíü àêòèâíîñòè ýíäîãåííîãî b-êàòåíèíà â èññëåäóå-
ìûõ ñóáïîïóëÿöèÿõ. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçîâàëè âåêòîðíóþ

êîíñòðóêöèþ TOPflash, ýêñïðåññèðóþùóþ ëþöèôåðàçó
ïîä êîíòðîëåì Tcf/LEF-çàâèñèìîãî ïðîìîòîðà. Ðåçóëüòà-
òû èçìåðåíèÿ ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 5) ïîêàçû-
âàþò, ÷òî óðîâåíü ýíäîãåííîãî b-êàòåíèíà ó èñõîäíîé
ïîïóëÿöèè êëîíà 8 â 1.5 ðàçà âûøå, ÷åì ó MIP101. Ïðè
îáîãàùåíèè ïîïóëÿöèè ïî ñòâîëîâîìó êîìïîíåíòó ýòîò
óðîâåíü ïîâûøàåòñÿ â 4 ðàçà äëÿ ëèíèè MIP101 è â 2 ðàçà
äëÿ êëîíà 8. Ó îáåäíåííûõ ïî ñòâîëîâîìó êîìïîíåòó ïî-
ïóëÿöèé (÷åðåç 7 ñóò ïîñëå îáðàáîòêè ãàíöèêëîâèðîì â
êóëüòóðå) ýòîò óðîâåíü ñíèæàåòñÿ áîëåå ÷åì â 2 ðàçà ïî
ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè êëåòêàìè è ïî÷òè íå ðàçëè÷àåòñÿ
ó MIP101 è êëîíà 8.

Òàêèì îáðàçîì, ìû íàáëþäàåì ïîëîæèòåëüíóþ êîð-
ðåëÿöèþ ìåæäó ñòâîëîâîñòüþ è óðîâíåì ýíäîãåííîãî
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Õàðàêòåðèñòèêè ïðîèçâîäíûõ
ëèíèè êàðöèíîìû ïðÿìîé êèøêè ÷åëîâåêà MIP101

ïî ýêñïðåññèè CEA è åãî ðåöåïòîðà CEAR

Êëåòêè CEA CEAR
×èñëî
ìûøåé

Îïóõîëè â
ñåëåçåíêå

Îïóõîëè â
ïå÷åíè

MIP101 – + 7 3 (42 %) 0

MIP101-7 – – 6 0 0

MIP101 êëîí 8 + + 9 7 (89 %) 1 (11 %)

MIP101 êëîí 8-7 + – 5 1 (20 %) 0

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî ââåäå-
íèþ êëåòîê â ñåëåçåíêó èììóíîäåôèöèòíûõ ìûøåé ëèíèè Nude (äàííûå
âñêðûòèÿ ÷åðåç 60—80 ñóò).

Ðèñ. 4. Êîëîíèè êëåòîê êàðöèíîìû ïðÿìîé êèøêè ëèíèè MIP101 è åå ïðîèçâîäíîé MIP101 êëîí 8 â Ìàòðèãåëå. Äëÿ ñðàâíåíèÿ
ïîêàçàí âíåøíèé âèä êîëîíèè äèññîöèèðîâàííûõ êðèïò òîíêîé êèøêè ìîëîäîé ìûøè (â).

Âíåøíèé âèä â ôàçîâî-êîíòðàñòíîé îïòèêå (à—ã) è ôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå ÿäåðíûì êðàñèòåëåì DAPI (ä—ç). Îá. 8� (îáùèé ïëàí ã), 40�
(à—â, ä—æ), 80� (ç). à, ä — MIP101; á, ã, å—ç — MIP101 êëîí 8; â — êóëüòóðà äèññîöèèðîâàííûõ êðèïò òîíêîé êèøêè ìûøè (äëÿ ñðàâíåíèÿ). Ó êîëî-
íèé MIP101 êëîí 8 íàáëþäàþòñÿ ìíîãîêëåòî÷íûå âûïÿ÷èâàíèÿ íà ïîâåðõíîñòè (á, å, æ, óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå ç), íàïîìèíàþùèå êðèïòîîáðàç-
íûå âûðîñòû â êîëîíèè ïåðâè÷íîãî êëåòî÷íîãî ìàòåðèàëà êèøêè (â). Êîëîíèè MIP101 (à, ä) èìåþò áîëåå ðîâíóþ ñôåðè÷åñêóþ ôîðìó è òàêèõ âûðîñ-

òîâ íå îáðàçóþò.

Ðèñ. 5. Àêòèâíîñòü ðåïîðòåðíîé ïëàçìèäû TOPflash, ýêñïðåñ-
ñèðóþùåé ãåí ëþöèôåðàçû ñâåòëÿêà ïîä êîíòðîëåì b-êàòå-
íèíçàâèñèìîãî òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Tcf/LEF, â êëåò-
êàõ êàðöèíîìû ïðÿìîé êèøêè ëèíèè MIP101 (ñâåòëûå ñòîëá-

öû) è åå ïðîèçâîäíîé MIP101 êëîí 8 (òåìíûå ñòîëáöû).

Ïîêàçàíà àêòèâíîñòü â èñõîäíûõ êóëüòóðàõ, â êëîíàõ, îòîáðàííûõ íà
ïóðîìèöèíå (PuroR), è â êëîíàõ, îòîáðàííûõ ïîñëå îáðàáîòêè ãàíöèê-

ëîâèðîì (PuroR + ãàíöèêëîâèð).



b-êàòåíèíà, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðåäñòàâëåíèåì î êëþ÷å-
âîé ðîëè Wnt-ñèãíàëüíîãî ïóòè â îáåñïå÷åíèè íîðìàëü-
íûõ ôóíêöèé ñòâîëîâûõ êëåòîê êðèïòû êèøå÷íèêà (Fod-
de, Brabletz, 2007). b-Êàòåíèí, ÿâëÿÿñü ýôôåêòîðîì
Wnt-ñèãíàëüíîãî ïóòè, èãðàåò öåíòðàëüíóþ ðîëü â ïîä-
äåðæàíèè áàëàíñà ìåæäó ñòâîëîâîñòüþ è äèôôåðåíöè-
ðîâêîé. Ïîâûøåííûé óðîâåíü ýíäîãåííîãî b-êàòåíèíà ó
êëîíà 8 êîððåëèðóåò ñ ïîâûøåííûì ìåòàñòàòè÷åñêèì è
îïóõîëåãåííûì ïîòåíöèàëîì ýòîãî êëîíà. Ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî êëîí 8 èçíà÷àëüíî îáëàäàåò áîëåå âûñîêè-
ìè ñòâîëîâûìè õàðàêòåðèñòèêàìè. Åãî îòëè÷èå îò èñõîä-
íîé ëèíèè MIP101 çàêëþ÷àåòñÿ â èíäóöèðîâàííîé ýêñ-
ïðåññèè ÑÅÀ, êîòîðàÿ, î÷åâèäíî, è îáåñïå÷èâàåò åãî
ïîâûøåííûé ñòâîëîâîé ïîòåíöèàë.

Åñëè èñõîäèòü èç òîãî, ÷òî âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíî-
ñòè Wnt-ñèãíàëüíîãî ïóòè õàðàêòåðèçóåò èìåííî ñòâîëî-
âîé ïîòåíöèàë êëåòîê (Fodde, Brabletz, 2007; Le et al.,
2008), òî ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò,
÷òî ñîäåðæàíèå ñòâîëîâîãî êîìïîíåíòà ó êëîíà 8 âûøå,
÷åì ó áàçîâûõ MIP101, ÷òî ìîæåò îáúÿñíÿòü åãî ïîâû-
øåííûé ìåòàñòàòè÷åñêèé è îïóõîëåãåííûé ïîòåíöèàë.

Ïðåäñòàâëÿåò îïðåäåëåííûé èíòåðåñ ñðàâíèòü ëèíèè,
îáîãàùåííûå è îáåäíåííûå ïî ñòâîëîâîìó êîìïîíåíòó,
ïî èõ îïóõîëåãåííîìó ïîòåíöèàëó. Ê íàñòîÿùåìó âðåìå-
íè òàêîå ñðàâíåíèå áûëî ïðîâåäåíî òîëüêî äëÿ ëèíèè
MIP101. Ïî íàøèì ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, óäàëåíèå
ñòâîëîâîãî êîìïîíåíòà èç ïîïóëÿöèè ëèøàåò åå îïóõîëå-
ãåííîñòè. Ñðàâíåíèå ëèíèé ñ ðàçëè÷íîé ìåòàñòàòè÷åñêîé
àêòèâíîñòüþ íà ïðåäìåò çàâèñèìîñòè îïóõîëåãåííîñòè
îò îáîãàùåíèÿ èëè îáåäíåíèÿ ñòâîëîâûìè êëåòêàìè —
ïðåäìåò íàøèõ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Ñóùåñòâóåò òî÷êà çðåíèÿ, ñîãëàñíî êîòîðîé èìåííî
ñòâîëîâûå ðàêîâûå êëåòêè îáåñïå÷èâàþò ìåòàñòàçèðîâà-
íèå (Reya et al., 2001; Marotta, Polyak, 2009; O’Brien et al.,
2009; Li et al., 2010). Â òî æå âðåìÿ èç êëèíè÷åñêîé ïðàê-
òèêè èçâåñòíî, ÷òî CÅÀ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì ìåòàñòàçèðó-
þùèõ êîëîðåêòàëüíûõ îïóõîëåé. Íàøè ðåçóëüòàòû ïî-
çâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ïðÿìóþ ñâÿçü ìåæäó ýêñïðåññèåé
ÑÅÀ è ñòâîëîâûìè õàðàêòåðèñòèêàìè îïóõîëåâîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
ÐÔÔÈ (ïðîåêò 11-04-01711) è ÔÖÏ (Ãîñêîíò-
ðàêò 16.512.11.2085).
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In the current work we make an attempt to compare cancer cells of one origin, but differing in the expressi-
on if CEA protein, a clinical marker of metastatic carcinomas, presumably one of the key factors in metastatic
activity. We have explored the morphology of cell colonies in vitro, expression patterns of epithelial markers,
the ability of these cells to form tumors and metastases in vivo, and evaluated their stem compartment with the
aid of a suicidal genetic construct sensitive to the embryonic stem cell marker, Oct4.
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