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Âëèÿíèå ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ) íà ðîñò ðàçëè÷íûõ îïóõîëåé íîñèò íåîäíîçíà÷íûé
õàðàêòåð. ÌÑÊ, ïîëó÷åííûå èç ðàçíûõ òêàíåâûõ èñòî÷íèêîâ, ñòèìóëèðóþò ðîñò îäíèõ îïóõîëåé è îêà-
çûâàþò âûðàæåííîå ïðîòèâîîïóõîëåâîå äåéñòâèå íà äðóãèå. Â ðÿäå èññëåäîâàíèé ïîêàçàíî, ÷òî âçàèìî-
äåéñòâèÿ ìåæäó îïóõîëåâûìè êëåòêàìè è ÌÑÊ âíîñÿò âêëàä â ýòè ýôôåêòû. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî
èçó÷åíèå âëèÿíèé ÌÑÊ, âûäåëåííûõ èç òêàíåé ðàííåãî ýìáðèîíà, íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëå-
òîê ãëèîì â óñëîâèÿõ ïðîäîëæèòåëüíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Àíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå íà ïðîëèôåðàöèþ
ãëèîìíûõ êëåòîê êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (ÊÑ), ïîëó÷åííîé îò ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîç-
ãà (FetMSC) è ìûøå÷íîé òêàíè (M-FetMSC), à òàêæå îò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýòèõ êëåòîê ñ êëåòêàìè ãëè-
îìû U251MG. Äëÿ ñðàâíåíèÿ â àíàëîãè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ èñïûòûâàëè âëèÿíèå ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò
äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (ÄÔ) âçðîñëîãî äîíîðà. ÌÒÒ-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ÊÑ îò ÌÑÊ è ÄÔ áåç ñî-
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ãëèîìíûìè êëåòêàìè íå âëèÿëà íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãëèîìíûõ ëèíèé U251MG
è A172. Îäíàêî ÊÑ, âçÿòàÿ íà ðàííèõ ñðîêàõ (3—9 ñóò) ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê U251MG c ýìáðèî-
íàëüíûìè ÌÑÊ, ñòèìóëèðîâàëà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê U251MG, òîãäà êàê ÊÑ, âçÿòàÿ íà ïîçäíèõ ñðîêàõ
(15—21 ñóò) ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîäàâëÿëà åå. Àíàëîãè÷íûå ýêñïåðèìåíòû, ïðîâåäåííûå ñ ÄÔ âçðîñ-
ëîãî äîíîðà, ïîêàçàëè ñòàáèëüíîå ñòèìóëèðóþùåå âëèÿíèå ÊÑ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê U251MG. Èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç âûÿâèë ñíèæåíèå ýêñïðåññèè áåëêà êëåòî÷íîãî öèêëà öèêëèíà D1 â êëåò-
êàõ U251MG ïîñëå èõ îáðàáîòêè ÊÑ, âçÿòîé íà 21-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê U251MG ñ ýìáðèî-
íàëüíûìè ÌÑÊ, òîãäà êàê ÊÑ, âçÿòàÿ íà 21-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê U251MG ñ ÄÔ, ïîäîáíîãî
ýôôåêòà íå èìåëà. Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î äâîéñòâåííîì âëèÿíèè
ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãëèîì. Íåñìîòðÿ íà ïåðâîíà÷àëüíóþ àêòèâàöèþ ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ãëèîìíûõ êëåòîê, ÷åðåç 3 íåä ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ íàáëþäàåòñÿ åå âûðàæåííîå
òîðìîæåíèå. Âïåðâûå ïîêàçàíî, ÷òî â ïðîöåññå ïðîäîëæèòåëüíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ õàðàêòåð âëèÿ-
íèÿ ÌÑÊ, îïîñðåäîâàííîãî ÊÑ, íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü îïóõîëåâûõ êëåòîê ìîæåò ìåíÿòüñÿ íà
ïðîòèâîïîëîæíûé. Ïðåäñòàâëåííûé ñïîñîá òåñòèðîâàíèÿ ÊÑ îò ñìåøàííûõ êóëüòóð ìîæåò áûòü èñïî-
ëüçîâàí äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïðîöåññîâ äîëãîñðî÷íûõ âçàèìíûõ âëèÿíèé êëåòîê äâóõ òèïîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, êëåòêè ãëèîì, ïðîëèôåðà-
öèÿ, êîíäèöèîíèðîâàííàÿ ñðåäà, ìåæêëåòî÷íûå âçàèìîäåéñòâèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÄÔ — äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû ÷åëîâåêà, ÊÑ — êîíäèöèîíèðîâàí-
íàÿ ñðåäà, ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ãåòåðîãåííóþ ïîïóëÿöèþ ñàìîîáíîâëÿþùèõñÿ
ìóëüòèïîòåíòíûõ êëåòîê. Îíè ìîãóò áûòü èçîëèðîâàíû
èç ðàçíûõ òêàíåé ýìáðèîíà èëè âçðîñëîãî îðãàíèçìà. Õà-
ðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ ÌÑÊ ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü
ìèãðèðîâàòü â ìåñòà âîñïàëåíèÿ, â ïîâðåæäåííûå òêàíè
è ñîëèäíûå îïóõîëè (Chen et al., 2001; Barbash et al., 2003;
Nakamizo et al., 2005; Ho et al., 2009). Çà ñ÷åò ñèíòåçà ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ, à òàêæå ñïîñîáíîñòè ê äèô-
ôåðåíöèðîâêå â ðàçíûõ íàïðàâëåíèÿõ ÌÑÊ ó÷àñòâóþò â
ðåãåíåðàöèè ïîâðåæäåííûõ òêàíåé è îêàçûâàþò èììóíî-
ìîäóëèðóþùèå âëèÿíèÿ (Burdon et al., 2011; Joshi et al.,
2012). Ìèãðàöèþ ê ìåñòàì îïóõîëåâîãî ðîñòà ñâÿçûâàþò
ñ ó÷àñòèåì ÌÑÊ â ôîðìèðîâàíèè òîãî ìèêðîîêðóæåíèÿ,
êîòîðîå ïîääåðæèâàåò îïóõîëü (Djouad et al., 2003; Yu

et al., 2008; Kucerova et al., 2010; Zhang et al., 2013). Ïðè
ýòîì ó÷àñòèå ÌÑÊ â ñîçäàíèè ñòðóêòóðíîé íèøè ðàñòó-
ùåé îïóõîëè, êàê ïîëàãàþò, íå èìååò òàêîãî çíà÷åíèÿ,
êàê ñåêðåöèÿ èìè ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ, ìåíÿþùèõ, â
÷àñòíîñòè, ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Â ðÿäå ðà-
áîò (Kucerova et al., 2010; Zhu et al., 2011; Ye et al., 2012;
Zhang et al., 2013) îáíàðóæåíî, ÷òî ÌÑÊ ñåêðåòèðóþò ìî-
ëåêóëû, ñòèìóëèðóþùèå îïóõîëåâûé ðîñò. Îäíàêî â íå-
êîòîðûõ ðàáîòàõ ïîêàçàíî, ÷òî ÌÑÊ, èçîëèðîâàííûå èç
òêàíåé êàê âçðîñëîãî îðãàíèçìà, òàê è ýìáðèîíà, ìîãóò,
íàîáîðîò, îêàçûâàòü íåãàòèâíîå âëèÿíèå íà îïóõîëåâûé
ðîñò çà ñ÷åò òîðìîæåíèÿ ïðîëèôåðàöèè è èíäóêöèè àïîï-
òîçà (Khakoo et al., 2006; Lu et al., 2008; Qiao et al., 2008a;
Han et al., 2009; Bitsika et al., 2013; Hou et al., 2014; Taka-
hara et al., 2014).
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Åäèíîé êîíöåïöèè îòíîñèòåëüíî ïðè÷èí òàêèõ ðàç-
ëè÷èé ïîêà íåò. Îäíàêî î÷åâèäíî ó÷àñòèå â ðåàëèçàöèè
ýòèõ ýôôåêòîâ àäàïòèâíûõ âçàèìíûõ âëèÿíèé îïóõîëå-
âûõ êëåòîê è ÌÑÊ, ïðèâîäÿùèõ ê èçìåíåíèþ êàê ñàìèõ
êëåòîê, òàê è èõ âîçäåéñòâèé äðóã íà äðóãà. Òàê, Ìèøðà ñ
ñîàâòîðàìè (Mishra et al., 2008) ïîêàçàëè, ÷òî äëèòåëüíîå
(â òå÷åíèå 30 ñóò) êóëüòèâèðîâàíèå ÌÑÊ â ñðåäå, êîíäè-
öèîíèðîâàííîé îïóõîëåâûìè êëåòêàìè, ïðèâîäèò ê äèô-
ôåðåíöèðîâêå ÌÑÊ â àññîöèèðîâàííûå ñ îïóõîëüþ ôèá-
ðîáëàñòû, êîòîðûå íà÷èíàþò ýêñïðåññèðîâàòü õàðàêòåð-
íûé äëÿ íèõ áåëîê — ñòðîìàëüíûé îïóõîëåâûé ôàêòîð
(SDF), ïîääåðæèâàþùèé ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê. Â äðóãèõ èññëåäîâàíèÿõ îáíàðóæåíî, ÷òî äàæå íå-
ïðîäîëæèòåëüíîå (â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ñóòîê), ñîêóëü-
òèâèðîâàíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê è ÌÑÊ ïðèâîäèò ê èçìå-
íåíèþ öåëîãî ðÿäà ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ,
ñåêðåòèðóåìûõ ÌÑÊ, è êàê ðåçóëüòàò — ê èçìåíåíèþ ðî-
ñòîâûõ õàðàêòåðèñòèê è âûæèâàåìîñòè îïóõîëåâûõ êëå-
òîê (Kucerova et al., 2010; Zimmerlin et al., 2013; Eterno
et al., 2014). Â òî æå âðåìÿ ÌÑÊ, àêòèâèðîâàííûå íåêîòî-
ðûìè öèòîêèíàìè, ìîãóò òîðìîçèòü îïóõîëåâûé ðîñò ïó-
òåì èíäóêöèè àïîïòîçà è óñèëåíèÿ èììóííîãî îòâåòà
(Kang et al., 2008). Òàêèì îáðàçîì, ñëîæíûå âçàèìîâëèÿ-
íèÿ ÌÑÊ è îïóõîëåâîé ñðåäû ìîäóëèðóþò ýôôåêòû
ÌÑÊ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íà êëåòî÷íîé ìîäåëè äëèòåëü-
íîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ìû ðàññìîòðåëè äîëãîñðî÷-
íûå âëèÿíèÿ ÌÑÊ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëå-
òîê ãëèîìû — êðàéíå àãðåññèâíîãî âèäà îïóõîëè ãîëîâ-
íîãî ìîçãà. Ãëèîìà õàðàêòåðèçóåòñÿ íåêîíòðîëèðóåìîé
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèåé, äèôôóçíîé èíôèëüòðà-
öèåé, âûñîêîé âàñêóëÿðèçàöèåé, ïîâûøåííîé ðåçèñòåíò-
íîñòüþ ê õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèì ïðåïàðàòàì. Íåñìîòðÿ
íà íåêîòîðûå óñïåõè â ñîâåðøåíñòâîâàíèè òðàäèöèîí-
íîé òåðàïèè, ãëèîìà îñòàåòñÿ íåèçëå÷èìûì çàáîëåâàíèåì
ñ êîðîòêèì âðåìåíåì âûæèâàíèÿ áîëüíûõ ïîñëå ïîñòà-
íîâêè äèàãíîçà (Surawicz et al., 1998; Van Meir et al.,
2010). Ïëîõîé ïðîãíîç ñâÿçàí â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ âû-
ñîêîé ÷àñòîòîé ðåöèäèâîâ, îáóñëîâëåííîé ïîâûøåí-
íîé âûæèâàåìîñòüþ êëåòîê ãëèîì. Ñî÷åòàíèå òðàäèöèîí-
íûõ ñïîñîáîâ ëå÷åíèÿ ñ êëåòî÷íîé òåðàïèåé ïðåäñòàâëÿ-
åòñÿ ñåãîäíÿ íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì
â ðàçðàáîòêå ýôôåêòèâíîãî ëå÷åíèÿ ýòèõ ñîëèäíûõ îïó-
õîëåé.

Îñíîâûâàÿñü íà ðåçóëüòàòàõ ïðåäøåñòâóþùèõ èññëå-
äîâàíèé, ïîêàçàâøèõ öèòîòîêñè÷åñêîå äåéñòâèå ÌÑÊ,
âûäåëåííûõ èç ýìáðèîíàëüíîé òêàíè ïóïîâèííîé êðîâè,
ïóïî÷íîãî êàíàòèêà è àìíèîòè÷åñêîé îáîëî÷êè, íà ãëè-
îìíûå êëåòêè (Kang et al., 2008; Dasari et al., 2010; Jiao
et al., 2011, 2012; Velpula et al., 2011; Akimoto et al., 2013;
Ma et al., 2014), ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ÌÑÊ, âûäåëåííûå
èç òêàíåé ðàííåãî ýìáðèîíà, áóäóò òîðìîçèòü ðîñò ãëè-
îìíûõ êëåòîê. Ïîýòîìó ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå íà
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèé ãëèîì U251MG è A172 êîí-
äèöèîíèðîâàííîé ñðåäû (ÊÑ), ïîëó÷åííîé îò ýìáðèîíà-
ëüíûõ ÌÑÊ êîñòíîãî ìîçãà (FetMSC) è ìûøå÷íîé òêàíè
(M-FetMSC). Çàòåì êëåòêè ãëèîìíîé ëèíèè U251MG ñî-
âìåñòíî êóëüòèâèðîâàëè ñ FetMSC èëè ñ M-FetMSC â òå-
÷åíèå 21 ñóò è âûÿñíÿëè âëèÿíèå ÊÑ, âçÿòîé íà ðàçíûõ
ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, íà èõ ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü. Äëÿ ñðàâíåíèÿ â àíàëîãè÷íûõ ýêñïåðèìåíòàõ
èñïûòûâàëè âëèÿíèå ÊÑ îò äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
(ÄÔ) âçðîñëîãî äîíîðà. Êðîìå òîãî, àíàëèçèðîâàëè ýêñï-
ðåññèþ áåëêà êëåòî÷íîãî öèêëà öèêëèíà D1 â êëåòêàõ
U251MG, îáðàáîòàííûõ ÊÑ îò ñìåøàííûõ êóëüòóð. Áûëî

îáíàðóæåíî, ÷òî â ïðîöåññå ïðîäîëæèòåëüíîãî ñîêóëüòè-
âèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûå ÌÑÊ íåîäíîçíà÷íî âëèÿþò íà
ïðîëèôåðàöèþ ãëèîìíûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è ãëèîì ÷åëîâåêà U251MG è
A172, à òàêæå íåèììîðòàëèçîâàííûå ëèíèè ÌÑÊ, âûäå-
ëåííûå èç êîñòíîãî ìîçãà (FetMSC) è ìûøå÷íîé òêàíè
(M-FetMSC) ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà, ïîëó÷åíû èç
ÖÊÏ «Êîëëåêöèÿ êóëüòóð êëåòîê ïîçâîíî÷íûõ» Èíñòè-
òóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). ÄÔ, âûäåëåííûå
èç êîæè âåê âçðîñëîãî äîíîðà, áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâ-
ëåíû Í. Ì. Þäèíöåâîé (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê U251MG è A172,
ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ (FetMSC è M-FetMSC) è ÄÔ ïðîâî-
äèëè â ðîñòîâîé ñðåäå DMEM (Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (FBS) (HyClone,
ÑØÀ) è ñìåñü àíòèáèîòèêîâ — 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è
100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Gibco, ÑØÀ). Â ýêñïåðèìåí-
òàõ èñïîëüçîâàëè êëåòêè 6—8 ïàññàæåé.

Ï ð è ñ î â ì å ñ ò í î ì ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è è ýìáðèî-
íàëüíûõ ÌÑÊ (FetMSC èëè M-FetMSC) èëè ÄÔ ñ êëåòêà-
ìè ãëèîìû U251MG êëåòêè ñìåøèâàëè â ñîîòíîøåíèè
1 : 2 è ðàññåâàëè äâóìÿ ñïîñîáàìè. 1. Êëåòêè ãëèîìû
U251MG âûñåâàëè â êîëè÷åñòâå 20 òûñ. â öåíòðå êóëüòó-
ðàëüíîé ÷àøêè äèàìåòðîì 50 ìì. ×åðåç 1 ñóò ïî ïåðèìåò-
ðó ÷àøêè âûñåâàëè 40 òûñ. ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ
(FetMSC èëè M-FetMSC) èëè ÄÔ. 2. Êëåòêè ðàññåâàëè â
êóëüòóðàëüíóþ ÷àøêó (50 ìì) â óæå ñìåøàííîé ñóñïåí-
çèè â òåõ æå êîëè÷åñòâàõ — 20 òûñ. U251MG è 40 òûñ.
äðóãèõ. Ñîêóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 21 ñóò.
Ðîñòîâóþ ñðåäó ïîëíîñòüþ çàìåíÿëè íà ñâåæóþ êàæäûå
3 ñóò.

Ê î í ä è ö è î í è ð î â à í í à ÿ ñ ð å ä à. Êëåòêè U251MG,
A172, FetMSC, M-FetMSC è ÄÔ êóëüòèâèðîâàëè äî
80—100%-íîé êîíôëþýíòíîñòè. Çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà
ñâåæóþ è ÷åðåç 2 ñóò ñîáèðàëè ÊÑ. Îò ñìåøàííûõ êóëü-
òóð ÊÑ ñîáèðàëè êàæäûå 3 ñóò ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê. Äëÿ óäàëåíèÿ êëåòî÷íîãî äåáðèñà ÊÑ öåíò-
ðèôóãèðîâàëè ïðè 3000 îá/ìèí â òå÷åíèå 5 ìèí, çàòåì çà-
ìîðàæèâàëè ïðè –80 °Ñ â àëèêâîòàõ è õðàíèëè äî
èñïîëüçîâàíèÿ.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê ê î í ä è ö è î í è ð î â à í í î é
ñ ð å ä î é. Êëåòêè ãëèîì U251MG èëè A172 âûñåâàëè â
ðîñòîâóþ ñðåäó è îñòàâëÿëè íà íî÷ü äëÿ ëó÷øåãî ïðè-
êðåïëåíèÿ. Çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà ÊÑ. Îáðàáîòêó ÊÑ,
ïîëó÷åííîé îò ìîíîêóëüòóð, ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 48 ÷, à
ïîëó÷åííîé îò ñìåøàííûõ êóëüòóð — â òå÷åíèå 72 ÷.
Ñìåíó ÊÑ ïðîâîäèëè êàæäûå 24 ÷. Îò ñìåøàííûõ êóëü-
òóð èñïîëüçîâàëè òàêæå 50%-íóþ ÊÑ, êîòîðàÿ ïðåäñòàâ-
ëÿëà ñîáîé ñìåñü îäèíàêîâûõ îáúåìîâ ïîëíîé ðîñòîâîé
ñðåäû è ÊÑ.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â î æ è ç í å ñ ï î ñ î á í û õ ê ë å ò î ê îöå-
íèâàëè ñ ïîìîùüþ êîëîðèìåòðè÷åñêîãî ÌÒÒ-òåñòà.
Êëåòêè ãëèîì ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷íóþ ïëàòó â êîíöåíò-
ðàöèè 1.5�103 íà 1 ëóíêó è îáðàáàòûâàëè ÊÑ. Ïî îêîí-
÷àíèè îáðàáîòêè ÊÑ çàìåíÿëè íà ðàñòâîð ÌÒÒ (3-(4,5-äè-
ìåòèëòèàçîëèë-2)-2,5-äèôåíèëòåòðàçîëèóìáðîìèä) è èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 3 ÷. Îáðàçîâàâøèåñÿ â æèâûõ
êëåòêàõ êðèñòàëëû ôîðìàçàíà ðàñòâîðÿëè ÄÌÑÎ (50 ìêë
íà 1 ëóíêó). Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ïðè äëè-
íå âîëíû 570 íì íà èììóíîõèìè÷åñêîì àíàëèçàòîðå
Ôëþîðîôîò (ÑÊÁ «Ïðîáàíàó÷ïðèáîð», Ñàíêò-Ïåòåð-
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áóðã). Àáñîëþòíîå êîëè÷åñòâî êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíî ïîñòðîåííûõ êàëèáðîâî÷íûõ
êðèâûõ. Â êàæäîì âàðèàíòå àíàëèçèðîâàëè òðè ïîâòîð-
íîñòè.

Ä ë ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î ã î à í à ë è ç à ñî-
äåðæàíèÿ öèêëèíà D1 èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ íåãî (Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ; ðàç-
âåäåíèå 1 : 100). Êëåòêè U251MG, âûðàùåííûå íà ïî-
êðîâíûõ ñòåêëàõ, îáðàáàòûâàëè ÊÑ â òå÷åíèå 72 ÷,
ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëèíîì (Sigma, ÑØÀ), ïåðìå-
àáèëèçèðîâàëè 0.1%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà Õ-100 è çà-
òåì èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â ðàñòâîðå 1%-íîãî áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA) (Sigma, ÑØÀ) è 2%-íîé
FBS äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ
àíòèòåë. Çàòåì ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè ñíà÷àëà ñ ïåðâû-
ìè àíòèòåëàìè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ, à äàëåå ñ êðîëè-
÷üèìè àíòèìûøèíûìè IgG, êîíúþãèðîâàííûìè ñ FITS
(Sigma, ÑØÀ), ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå 2 ÷ è çàêëþ÷àëè â ñðå-
äó Vectashield (Vector Laboratories, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ôëóîðåñöåíò-
íîãî ìèêðîñêîïà (Leica TCS SL, Ãåðìàíèÿ).

Ð å ç ó ë ü ò à ò û î á ð à á à ò û â à ë è ñ ïîìîùüþ t-êðè-
òåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
âåðîÿòíîñòè íóëåâîé ãèïîòåçû Ð < 0.01 èëè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å ê î í ä è ö è î í è ð î â à í í î é ñ ð å ä û î ò
Ì Ñ Ê í à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü ê ë å -
ò î ê ã ë è î ì. Íà ïðèìåðå ãëèîìíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
U251MG è A172 èçó÷àëè, êàê ìåíÿåòñÿ ÷èñëî êëåòîê ïî-
ñëå 48-÷àñîâîé îáðàáîòêè ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò êóëüòóð
FetMSC è M-FetMSC. Äëÿ ñðàâíåíèÿ âûÿñíÿëè äåéñòâèå
ÊÑ îò ÄÔ âçðîñëûõ äîíîðîâ. Îêàçàëîñü, ÷òî êóëüòèâèðî-
âàíèå êëåòîê îáåèõ ëèíèé ãëèîì â ÊÑ îò ÌÑÊ íå âëèÿëî
íà óðîâåíü èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 1). Òà-
êóþ æå êàðòèíó íàáëþäàëè è ïðè îáðàáîòêå ãëèîìíûõ
êëåòîê ÊÑ îò ÄÔ. Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì,
÷òî ðàñòâîðèìûå ôàêòîðû, ïðèñóòñòâóþùèå â ÊÑ êàê îò
ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ, òàê è îò ÄÔ, íå ÿâëÿþòñÿ äîñòàòî÷-

íûìè äëÿ èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé ïðîãðàììû ãëè-
îìíûõ êëåòîê.

Â ë è ÿ í è å ê î í ä è ö è î í è ð î â à í í î é ñ ð å ä û, ï î -
ë ó ÷ å í í î é î ò ñ ì å ø à í í û õ ê ó ë ü ò ó ð Ì Ñ Ê è ê ë å -
ò î ê ã ë è î ì û U 2 5 1 M G, í à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ
à ê ò è â í î ñ ò ü ê ë å ò î ê U 2 5 1 M G. Â äàëüíåéøèõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ áûëè èñïîëüçîâàíû òîëüêî êëåòêè ãëèîìû
U251MG. Äëÿ ýòèõ êëåòîê õàðàêòåðíà ñíèæåííàÿ ïðîëè-
ôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè A172,
÷òî äåëàåò âîçìîæíûì èõ èñïîëüçîâàíèå â ýêñïåðèìåí-
òàëüíîé ìîäåëè äëèòåëüíîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
ÌÑÊ. Ïðè 1-ì ñïîñîáå ðàññåâà â öåíòð êóëüòóðàëüíîé
÷àøêè âûñåâàëè êëåòêè ãëèîìû U251MG, à ïî ïåðèôå-
ðèè — ýìáðèîíàëüíûå ÌÑÊ èëè ÄÔ (ðèñ. 2, à). Êîíòðî-
ëåì ñëóæèëè êëåòêè U251MG, âûðàùåííûå òàêèì æå
ñïîñîáîì è ðàññåÿííûå â òàêîé æå êîíöåíòðàöèÿ, ÷òî è
êëåòêè ñìåøàííûõ êóëüòóð. ÊÑ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê
ñîáèðàëè â òå æå ñðîêè, ÷òî è îò ñìåøàííûõ êóëüòóð.
ÌÒÒ-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê U251MG,
îáðàáîòàííûõ â òå÷åíèå 72 ÷ êîíòðîëüíûìè ñóïåðíàòàí-
òàìè, ïðàêòè÷åñêè ñîõðàíÿëàñü íà îäíîì óðîâíå (ðèñ. 3,
à, á). Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ÊÑ, âçÿòîé îò 3-ñóòî÷íûõ
ñìåøàííûõ êóëüòóð, ÷èñëî êëåòîê U251MG óâåëè÷èâà-
ëîñü â 1.5 ðàçà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (Ð < 0.01). Ìàê-
ñèìàëüíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà êëåòîê (â ñðåäíåì â 2.3 ðàçà)
áûëî â ñðåäàõ îò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 6—9 ñóò.
Òàê, â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå (ÊÑ îò U251MG) ÷èñëî êëå-
òîê ñîñòàâëÿëî (3.8 � 0.1)�103 (ðèñ. 3, à, á, êðèâàÿ 1), òîã-
äà êàê â îïûòíûõ âàðèàíòàõ — (7.3 � 0.1)�103 êëåòîê â
ñëó÷àå ÊÑ îò U251MG + FetMSC (ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 2),
(7.0 � 0.3)�103 êëåòîê â ñëó÷àå ÊÑ îò U251MG + ÄÔ
(ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 3) è (6.5 � 0.1)�103 êëåòîê â ñëó÷àå ÊÑ
îò U251MG + M-FetMSC (ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 2); P < 0.01.

Îäíàêî ïðè îáðàáîòêå êëåòîê U251MG ÊÑ, ïîëó÷åí-
íîé íà áîëåå äëèòåëüíûõ ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê ñ ýìáðèîíàëüíûìè ÌÑÊ, ïðîëèôåðàòèâ-
íàÿ àêòèâíîñòü ãëèîìíûõ êëåòîê ñíèæàëàñü. Ïðè÷åì ÊÑ
óæå îò 12-ñóòî÷íîé ñìåøàííîé êóëüòóðû êëåòîê
U251MG è M-FetMSC â îòëè÷èå îò FetMSC íå îêàçûâàëà
ñòèìóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ ãëèîìíûõ
êëåòîê. ÊÑ, âçÿòàÿ íà 21-å ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê
U251MG ñ FetMSC èëè M-FetMSC, îêàçûâàëà àíòèïðîëè-
ôåðàòèâíûé ýôôåêò. ×èñëî ãëèîìíûõ êëåòîê ïðè îáðà-
áîòêå òàêèìè ñðåäàìè îêàçàëîñü ìåíüøå ÷èñëà êëåòîê,
îáðàáîòàííûõ ÊÑ îò êîíòðîëüíîé 21-ñóòî÷íîé êóëüòóðû
êëåòîê U251MG (P < 0.01). Òàê, â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå
(ÊÑ îò U251MG) ÷èñëî êëåòîê ñîñòàâèëî (4.0 � 0.2)�103

(ðèñ. 3, à, á, êðèâàÿ 1), òîãäà êàê â îïûòíûõ âàðèàíòàõ —
(2.2 � 0.2)�103 è (2.2 � 0.0)�103 ñîîòâåòñòâåííî äëÿ ÊÑ
îò U251MG + FetMSC (ðèñ. 3, à, êðèâàÿ 2) è ÊÑ îò
U251MG + M-FetMSC (ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 2). Îòìåòèì, ÷òî
ñóïåðíàòàíòû îò ñìåøàííûõ êóëüòóð êëåòîê U251MG è
ÄÔ, âçÿòûå íà âñåõ ñðîêàõ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ,
ïîääåðæèâàëè ïðîëèôåðàöèþ ãëèîìíûõ êëåòîê íà ïîâû-
øåííîì óðîâíå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, èõ ÷èñëî íà
21-å ñóò ñîñòàâëÿëî (6.0 ± 0.3)�103 (P < 0.01) (ðèñ. 3, à,
êðèâàÿ 3).

Ìû òàêæå ïðîòåñòèðîâàëè âëèÿíèå íà ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê ãëèîìû U251MG ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò ñìåøàí-
íûõ êóëüòóð M-FetMSC è U251MG, âûðàùåííûõ
2-ì ñïîñîáîì — ïðè ðàññåâå óæå ñìåøàííîé ñóñïåíçèè
êëåòîê (ðèñ. 2, á). Íåîæèäàííî îêàçàëîñü, ÷òî óæå 9-ñó-
òî÷íàÿ ÊÑ îò òàêèõ êóëüòóð òîðìîçèò ïðîëèôåðàöèþ ãëè-
îìíûõ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì: äëÿ êîíòðîëü-
íîãî âàðèàíòà (ÊÑ îò U251MG) ÷èñëî êëåòîê ñîñòàâëÿëî

802 È. À. ×èñòÿêîâà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ

Ðèñ. 1. Ïðîëèôåðàöèÿ ãëèîìíûõ êëåòîê U251MG è A172 ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè â êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå (ÊÑ), ïîëó÷å-
íîé îò ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (FetMSC è M-FetMSC)

è îò äåðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (ÄÔ). ÌÒÒ-òåñò.

Ê — êîíòðîëüíûå êëåòêè.



(3.7 � 0.2)�103 (ðèñ. 3, á, êðèâàÿ 1), à äëÿ îïûòíîãî (ÊÑ
îò U251MG + M-FetMSC) — (2.3 ± 0.1)�103 (ðèñ. 3, á,
êðèâàÿ 3) (P < 0.01). ÊÑ îò 21-ñóòî÷íûõ êóëüòóð ôàêòè÷å-
ñêè áëîêèðîâàëà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê U251MG, ÷èñëî
êîòîðûõ îêàçàëîñü äàæå ÷óòü íèæå ÷èñëà ïîñåÿííûõ êëå-
òîê — (1.2 � 0.1)�103.

×òîáû èñêëþ÷èòü âëèÿíèå èñòîùåíèÿ ÊÑ, à òàêæå
íàêàïëèâàþùèõñÿ ìåòàáîëèòîâ íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àê-
òèâíîñòü êëåòîê U251MG, ìû ðàçâåëè ÊÑ ïîñëå 21-ñó-
òî÷íîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñâåæåé ñðåäîé â ñîîòíîøå-
íèè 1 : 1. Òàêîå ðàçâåäåíèå ÊÑ îò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ
âçðîñëûõ ÄÔ ñ êëåòêàìè U251MG, à òàêæå êîíòðîëüíîé
21-ñóòî÷íîé êóëüòóðû êëåòîê U251MG íå èçìåíÿëî ïðî-
ëèôåðàöèþ êëåòîê U251MG (ðèñ. 4). Ïðè ðàçâåäåíèè
21-ñóòî÷íîé ÊÑ îò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê U251MG ñ
ÌÑÊ àíòèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò ñíèæàëñÿ, íî ðàçíè-
öà ñ êîíòðîëåì îñòàâàëàñü äîñòîâåðíîé (P < 0.05): ÷èñëî
êëåòîê â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå (ÊÑ îò U251MG) ñîñòàâ-
ëÿëî (4.3 � 0.2)�103, òîãäà êàê â îïûòíûõ âàðèàíòàõ —
(3.4 � 0.3)�103 è (3.2 � 0.5)�103 äëÿ ñëó÷àÿ ÊÑ îò

U251MG + FetMSC è ÊÑ îò U251MG + M-FetMSC ñîîò-
âåòñòâåííî.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî âçà-
èìíîå âëèÿíèå êëåòîê U251MG è ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ
ïðè ñîâìåñòíîì êóëüòèâèðîâàíèè èçìåíÿåò ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü ãëèîìíûõ êëåòîê. Íà ðàííèõ ñðîêàõ
ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ è êëåòîê
U251MG â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïîÿâëÿþòñÿ ðàñòâîðè-
ìûå ôàêòîðû, ñòèìóëèðóþùèå ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê
U251MG, à ÷åðåç 3 íåä ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â
ÊÑ ïðèñóòñòâóþò ôàêòîðû, ïîäàâëÿþùèå ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê ãëèîìû. Óñèëåíèå àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî ýôôåê-
òà ïðè ðàññåâå ñìåøàííîé ñóñïåíçèè äâóõ òèïîâ êëåòîê
(2-é ñïîñîá) ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü ó÷àñòèå ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ â ñòèìóëÿöèè ñåêðåöèè ýìáðèîíàëüíûìè
ÌÑÊ öèòîñòàòè÷åñêèõ ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í û é à í à ë è ç ý ê ñ -
ï ð å ñ ñ è è ö è ê ë è í à D 1. Áåëîê êëåòî÷íîãî öèêëà öèêëèí
D1 ýêñïðåññèðóåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â çëîêà÷åñòâåí-
íûõ ãëèîìàõ (Sallinen et al., 1999). ×òîáû ïîäòâåðäèòü àí-

Âëèÿíèå ÌÑÊ ýìáðèîíà ÷åëîâåêà íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãëèîì 803

Ðèñ. 2. Êëåòêè ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû U251MG è êëåòêè âåðåòåíîâèäíîé ôîðìû M-FetMSC â ñìåøàííîé êóëüòóðå ïðè ïîñåâå ðàç-
íûìè ñïîñîáàìè.

à — êëåòêè ðàññåÿíû â ðàçíûõ ÷àñòÿõ êóëüòóðàëüíîé ÷àøêè (1-é ñïîñîá); ïîêàçàí ó÷àñòîê, ãäå ôðîíò ïàðàëëåëüíî îðèåíòèðîâàííûõ M-FetMSC áëèç-
êî ïîäîøåë ê êëåòêàì U251MG, ðàñïîëîæåííûì â öåíòðå êóëüòóðàëüíîé ÷àøêè. á — êëåòêè ðàññåÿíû â ñìåøàííîé ñóñïåíçèè (2-é ñïîñîá); ãëèîìíûå

êëåòêè ðàñòóò îñòðîâêàìè. 7 ñóò ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Ôàçîâûé êîíòðàñò. Îá. 10�.

Ðèñ. 3. Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê ãëèîìû U251MG ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 72 ÷ â ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò ñìåøàííûõ êóëüòóð.

à: êðèâàÿ 1 — êóëüòèâèðîâàíèå â ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê U251MG (êîíòðîëü); êðèâûå 2, 3 — êóëüòèâèðîâàíèå â ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò
ñìåøàííîé êóëüòóðû êëåòîê U251MG ñ FetMSC èëè ñ ÄÔ ñîîòâåòñòâåííî. á: êðèâàÿ 1 — êîíòðîëü; êðèâàÿ 2, 3 — êóëüòèâèðîâàíèå â ÊÑ, ïîëó÷åííîé
îò ñìåøàííûõ êóëüòóð êëåòîê U251MG ñ M-FetMSC. Êðèâàÿ 3 (á) — ïîñåâ 2-ì ñïîñîáîì, â îñòàëüíûõ ñëó÷àÿõ êëåòêè ðàññåâàëè 1-ì ñïîñîáîì. Øòðè-

õîâàÿ ëèíèÿ — ÷èñëî êëåòîê U251MG ïðè ðàññåâå. ÌÒÒ-òåñò.



òèïðîëèôåðàòèâíûé ýôôåêò ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ íà
êëåòêè U251MG, áûëî ïðîâåäåíî ôëóîðåñöåíòíîå ìå÷å-
íèå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ öèêëèíà D1
ãëèîìíûõ êëåòîê, îáðàáîòàííûõ â òå÷åíèå 72 ÷ ÊÑ îò 6- è
21-ñóòî÷íîé ñìåøàííîé êóëüòóðû êëåòîê U251MG ñ
FetMSC èëè M-FetMSC. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êóëüòèâè-
ðîâàíèå U251MG â 21-ñóòî÷íîé ÊÑ ïðèâîäèëî ê ñíèæå-
íèþ ýêñïðåññèè öèêëèíà D1 ïî ñðàâíåíèþ ñ 6-ñóòî÷íîé
(ðèñ. 5). Ïðè îáðàáîòêå êëåòîê U251MG êîíòðîëüíûìè 6-
è 21-ñóòî÷íûìè ñóïåðíàòàíòàìè ðàçíèöû â ýêñïðåññèè
öèêëèíà D1 íå áûëî. Ãëèîìíûå êëåòêè, îáðàáîòàííûå ÊÑ
òåõ æå ñðîêîâ îò ñìåøàííîé êóëüòóðû êëåòîê U251MG è
ÄÔ, èìåëè âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè öèêëèíà D1.
Äàííûå èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà ñîãëàñóþòñÿ ñ
ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà, è
ñâèäåòåëüñòâóþò îá àíòèïðîëèôåðàòèâíîì âëèÿíèè ýìá-
ðèîíàëüíûõ ÌÑÊ íà êëåòêè ãëèîìû U251MG íà ïîçäíèõ
ñðîêàõ èõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Èíòåðåñ ê ïðèìåíåíèþ ÌÑÊ â ïðîòèâîîïóõîëåâîé
êëåòî÷íîé òåðàïèè ñâÿçàí â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ èõ ñïîñîá-
íîñòüþ ìèãðèðîâàòü ê ðàñòóùèì îïóõîëÿì è äàæå íàõî-
äèòü åäèíè÷íûå äèññåìèíèðîâàííûå ðàêîâûå êëåòêè
(Brower, 2005; Xu et al., 2010; Doucette et al., 2011). Ýòî
ñâîéñòâî ÌÑÊ èìååò îñîáóþ çíà÷èìîñòü äëÿ íàèáîëåå
èíâàçèâíûõ è èíôèëüòðàòèâíûõ ôîðì ðàêà, òàêèõ, íàïðè-
ìåð, êàê ãëèîáëàñòîìà. ÌÑÊ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â

êëåòî÷íîé òåðàïèè â êà÷åñòâå ïåðåíîñ÷èêîâ öèòîòîêñè-
÷åñêèõ ìîëåêóë äëÿ ïîèñêà è óíè÷òîæåíèÿ ãëèîìíûõ
êëåòîê (Nakamizo et al., 2005; Hong et al., 2009; Me-
non et al., 2009; Sasportas et al., 2009; Ciavarella et al.,
2011). Îäíàêî íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî ñàìè ÌÑÊ ñåê-
ðåòèðóþò ìîëåêóëû, èçìåíÿþùèå ïðîëèôåðàöèþ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê (Zhu et al., 2011; Akimoto et al., 2013).
Ýêñïðåññèÿ ïàðàêðèííûõ ôàêòîðîâ èìååò, âåðîÿòíî,
ïðîñòðàíñòâåííî-âðåìåíí *óþ çàâèñèìîñòü. Ôàêòîðû, ñåê-
ðåòèðóåìûå îïóõîëåâûìè êëåòêàìè, ìîãóò ìåíÿòü ïðî-
äóêöèþ öèòîêèíîâ ÌÑÊ, ìèãðèðîâàâøèõ ê îïóõîëè, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ìåíÿåòñÿ äåéñòâèå ÌÑÊ íà îïóõîëåâûå
êëåòêè (òàê íàçûâàåìûé cellular cross-talk) (Phinney et al.,
2013).

804 È. À. ×èñòÿêîâà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ

Ðèñ. 4. Ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê U251MG ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â
ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò 21-ñóòî÷íûõ ñìåøàííûõ êóëüòóð êëåòîê

U251MG ñ FetMSC, M-FetMSC èëè ÄÔ. ÌÒÒ-òåñò.

ÊÑ (U251MG) — êîíòðîëü, ÊÑ (U251MG + M-FetMSC)# — êëåòêè ðàñ-
ñåÿíû 2-ì ñïîñîáîì. Âî âñåõ îñòàëüíûõ ñëó÷àÿõ êëåòêè ðàññåâàëè 1-ì
ñïîñîáîì. Òåìíûå ñòîëáèêè — 100 % ÊÑ, ñâåòëûå ñòîëáèêè — 50 %
ÊÑ. Øòðèõîâàÿ ëèíèÿ — ÷èñëî êëåòîê U251MG ïðè ðàññåâå. * P < 0.05,

** P < 0.01.

Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ öèêëèíà D1 â êëåòêàõ U251MG ÷åðåç 72 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ â ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò 6- è 21-ñóòî÷íûõ ñìå-
øàííûõ êóëüòóð êëåòîê U251MG ñ FetMSC, M-FetMSC èëè ñ
ÄÔ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå ìå÷åíèå ìîíîêëîíàëüíûìè àíòè-

òåëàìè ïðîòèâ öèêëèíà D1.

ÊÑ (U251MG) — êîíòðîëü; ñòðåëêàìè îáîçíà÷åíû äåëÿùèåñÿ êëåòêè.
Ìàñøòàáíûé îòðåçîê — 100 ìêì.



Êîíå÷íûé ðåçóëüòàò îáîþäíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ îïó-
õîëåâûõ êëåòîê è ÌÑÊ îïðåäåëÿåòñÿ ðàçíîîáðàçèåì ïà-
ðàêðèííûõ ôàêòîðîâ, ïðîäóöèðóåìûõ îáîèìè òèïàìè
êëåòîê. Òàê, öèòîòîêñè÷åñêîå âëèÿíèå íà ãëèîìíûå êëåò-
êè îêàçûâàþò ÌÑÊ ïóïîâèííîé êðîâè, ïóïî÷íîãî êàíà-
òèêà, àìíèîòè÷åñêîé îáîëî÷êè, êîñòíîãî ìîçãà è ýíäî-
ìåòðèÿ, à ÌÑÊ æèðîâîé òêàíè çíà÷èòåëüíî ñòèìóëèðóþò
ãëèîìíûé ðîñò (Kang et al., 2008; Dasari et al., 2010; Vel-
pula et al., 2011; Jiao et al., 2011, 2012; Akimoto et al., 2013;
Ma et al., 2014). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðàññìîòðåí ïîòåíöè-
àë ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ èç äâóõ èñòî÷íèêîâ (êîñòíîãî
ìîçãà è ìûøå÷íîé òêàíè) â ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàòèâíîé
àêòèâíîñòè ãëèîìíûõ êëåòîê â óñëîâèÿõ ïðîäîëæèòåëü-
íîãî ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ.

Ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-àíàëèçà ìû èññëåäîâàëè äåéñòâèå
íà ãëèîìíûå êëåòêè ÊÑ, ïîëó÷åííîé îò ëèíèé ýìáðèîíà-
ëüíûõ ÌÑÊ. Íèêàêîãî çíà÷èìîãî âëèÿíèÿ ñóïåðíàòàíòîâ
ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê äâóõ ãëè-
îìíûõ ëèíèé ÷åëîâåêà — U251MG è A172 — íàìè îáíà-
ðóæåíî íå áûëî. Èçìåíåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè ãëèîìíûõ êëåòîê ïðîèñõîäèëî, êîãäà ìû èñïîëüçîâà-
ëè ÊÑ îò ñìåøàííûõ êóëüòóð ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ è
êëåòîê ãëèîìû U251MG. Ïðè÷åì ÊÑ, âçÿòàÿ íà ðàííèõ
ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, ñòèìóëèðîâàëà ïðîëèôåðà-
öèþ êëåòîê U251MG, à ÊÑ ïîçäíèõ ñðîêîâ — ïîäàâëÿëà
åå. Òàêèå ðàçëè÷èÿ â äåéñòâèè ÊÑ ñâèäåòåëüñòâóþò îá èç-
ìåíåíèè ñïåêòðà ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ, ñåêðåòèðóåìûõ
ÌÑÊ, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì âçàèìíûõ âëèÿíèé ÌÑÊ è
êëåòîê ãëèîìû â ïðîöåññå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî ÌÑÊ ñåêðåòèðóþò áîëüøîå ðàçíîîáðà-
çèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è öèòîêèíîâ, òàêèõ êàê EGF, FGF,
HGF, BMP2, IL6, IL8, IL10, CXCL5, CXCL6, CXCL7 è
CXCL1, ñòèìóëèðóþùèõ ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ
êëåòîê (Zimmerlin et al., 2013). Ñåêðåöèÿ ýòèõ ôàêòîðîâ
ìîæåò óñèëèâàòüñÿ ïðè âçàèìîäåéñòâèè ÌÑÊ ñ îïóõîëå-
âûìè êëåòêàìè, ÷òî îêàçûâàåò âûðàæåííûé ïðîîïóõîëå-
âûé ýôôåêò (Rhodes et al., 2010; Eterno et al., 2014). Âîç-
ìîæíî, ýòèì îáúÿñíÿåòñÿ íàáëþäàåìûé â íàøåé ðàáîòå
ðîñò ïðîëèôåðàöèè êëåòîê U251MG â òå÷åíèå 1-é íåä ñî-
êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ ýìáðèîíàëüíûìè ÌÑÊ. Îäíàêî â äàëü-
íåéøåì ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê U251MG
ïîñòåïåííî ñíèæàëàñü è ê 21-ì ñóò áûëà íèæå êîíòðîëü-
íîé. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîÿâëåíèè öèòîñòàòè÷åñêèõ
ôàêòîðîâ â ÊÑ. Ïðè ðàññåâå ñìåøàííîé ñóñïåíçèè êëåòîê
U251MG è ÌÑÊ àíòèïðîëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå óñèëè-
âàëîñü: ÊÑ óæå îò 9-ñóòî÷íîé ñìåøàííîé êóëüòóðû òîð-
ìîçèëà ïðîëèôåðàöèþ ãëèîìíûõ êëåòîê. Ýòî ïîçâîëÿåò
ïðåäïîëàãàòü ó÷àñòèå íå òîëüêî ïàðàêðèííûõ ôàêòîðîâ,
íî è êîíòàêòíûõ âçàèìîäåéñòâèé äâóõ òèïîâ êëåòîê â èç-
ìåíåíèè ñåêðåöèè àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ ôàêòîðîâ. Âëè-
ÿíèå ïðÿìûõ êîíòàêòîâ ìåæäó ÌÑÊ è îïóõîëåâûìè êëåò-
êàìè íà ñèíòåç ðàñòâîðèìûõ ôàêòîðîâ, êàê ñòèìóëèðóþ-
ùèõ ïðîëèôåðàöèþ, òàê è îêàçûâàþùèõ öèòîòîêñè÷åñêîå
äåéñòâèå íà îïóõîëåâûå êëåòêè, áûëî îòìå÷åíî ðàíåå â
íåñêîëüêèõ ðàáîòàõ (Khakoo et al., 2006; Rhodes et al.,
2010).

×òîáû óáåäèòüñÿ â òîì, ÷òî ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâ-
íîé àêòèâíîñòè êëåòîê U251MG íå áûëî âûçâàíî èñòî-
ùåíèåì ÊÑ íà ïîçäíèõ ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ, ìû
ïðîâåðèëè âëèÿíèå ÊÑ, ðàçáàâëåííîé â 2 ðàçà ñâåæåé ñðå-
äîé. Òàêîå ðàçâåäåíèå 21-ñóòî÷íîé ÊÑ îò ñìåøàííûõ
êóëüòóð U251MG è ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ ïðèâîäèëî ê íå-
êîòîðîé ñòèìóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè â îòëè÷èå îò 21-ñó-
òî÷íîé ÊÑ îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê U251MG è îò ñìåøàí-
íîé êóëüòóðû êëåòîê U251MG ñ ÄÔ. Ýòî òàêæå ñâèäåòå-

ëüñòâóåò î òîì, ÷òî â ñðåäå îò ñìåøàííûõ êóëüòóð ãëèîì-
íûõ è ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ ïðèñóòñòâóþò àíòèïðîëèôå-
ðàòèâíûå ôàêòîðû, è íåáîëüøîå óñèëåíèå ïðîëèôåðàöèè
ïðè ðàçâåäåíèè ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì èõ
êîíöåíòðàöèè.

Íåñìîòðÿ íà ðàçíûå èñòî÷íèêè ïîëó÷åíèÿ è íåêîòî-
ðûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè, â ÷àñòíîñòè ïî ðîñòîâûì
õàðàêòåðèñòèêàì (Êðûëîâà è äð., 2014), âëèÿíèå FetMSC
è M-FetMSC íà ïðîëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü êëåòîê ãëè-
îì îêàçàëîñü ñõîäíûì. Áîëåå ðàííåå ïðîÿâëåíèå àíòè-
ïðîëèôåðàòèâíîãî ýôôåêòà M-FetMSC ïî ñðàâíåíèþ ñ
FetMSC ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ áîëåå âûñîêîé ïðîëèôåðà-
òèâíîé àêòèâíîñòüþ M-FetMSC. Èçâåñòíî, ÷òî âûðàæåí-
íîñòü öèòîñòàòè÷åñêîãî è öèòîòîêñè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ
ÌÑÊ íà îïóõîëåâûå êëåòêè in vitro çàâèñèò îò ñîîòíîøå-
íèÿ êëåòîê â êóëüòóðå — ÷åì áîëüøå äîëÿ ìåçåíõèìíûõ
êëåòîê ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè, òåì ñèëüíåå èõ âëèÿíèå
íà îïóõîëåâûå êëåòêè (Kang et al., 2008; Lu et al., 2008).
Òàêèì îáðàçîì, â îòëè÷èå îò âçðîñëûõ ÄÔ âçàèìíûå âëè-
ÿíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ è êëåòîê U251MG ïðèâîäÿò â
ïðîöåññå ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ê ðåâåðñèè ïðîëèôåðàòèâ-
íîé ïðîãðàììû îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Ñíèæåíèå ýêñïðåññèè áåëêà êëåòî÷íîãî öèêëà öèêëè-
íà D1 íà ïîçäíèõ ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ïîäòâåðæäà-
åò, ÷òî íàáëþäàåìûå ýôôåêòû âûçâàíû ñíèæåíèåì ïðî-
ëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê ãëèîìû. Öèêëèí D1 ÿâ-
ëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè
è ôóíêöèîíèðóåò êàê îíêîãåí (Baldin et al., 1993; Hinds
et al., 1994). Ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ öèêëèíà D1 âåäåò ê
íåêîíòðîëèðóåìîìó êëåòî÷íîìó ðîñòó â îïóõîëÿõ ðàç-
ëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ è êîððåëèðóåò ñî ñòåïåíüþ çëî-
êà÷åñòâåííîñòè ãëèîì ãîëîâíîãî ìîçãà (Sallinen et al.,
1999). È íàîáîðîò, ðåäóêöèÿ öèêëèíà D1 â êëåòêàõ ñâÿçà-
íà ñ îñòàíîâêîé êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå ôàç G0/G1 è
äèôôåðåíöèðîâêîé (Guo et al., 2005; Li et al., 2011; Wang
et al., 2013). Â ðàáîòå Âåëüïóëà ñ ñîàâòîðàìè (Velpula
et al., 2011) ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ïóïîâèííîé êðîâè òîð-
ìîçÿò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãëèîìû U251 ïîñðåäñòâîì
ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè öèêëèíà D1. Òàê êàê îäíîâðåìåííî
íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå ýêñïðåññèè áåëêà b-êàòåíèíà,
ïðåäïîëàãàëàñü ðåãóëÿöèÿ ïðîëèôåðàöèè ÷åðåç Wnt/b-êà-
òåíèíîâûé ñèãíàëüíûé ïóòü. Wnt/b-êàòåíèíîâûé ñèãíà-
ëüíûé ïóòü ó÷àñòâóåò è â àíòèïðîëèôåðàòèâíîì äåéñò-
âèè ýìáðèîíàëüíûõ ÌÑÊ êîæè íà êëåòêè ãåïàòîìû (Qiao
et al., 2008b).

Îáíàðóæåííàÿ íàìè ðåäóêöèÿ öèêëèíà D1 â êëåòêàõ
ãëèîìû U251MG ïðè ñîêóëüòèâèðîâàíèè ñ ýìáðèîíàëü-
íûìè ÌÑÊ äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â àíòèïðî-
ëèôåðàòèâíîå äåéñòâèå âîâëå÷åí Wnt-ñèãíàëüíûé ïóòü.
Àááåðàíòíàÿ àêòèâàöèÿ Wnt-ñèãíàëüíîãî ïóòè èìååò ìåñ-
òî â îïóõîëÿõ, â òîì ÷èñëå è â çëîêà÷åñòâåííûõ ãëèîìàõ
(Reya, Clevers, 2005; Götze et al., 2010). Âîçìîæíî, êàê îò-
âåò íà Wnt-àêòèâàöèþ â áîëüøèíñòâå ãëèîì ïîâûøåíà
ýêñïðåññèÿ áåëêà Dikkopf-1 (Dkk-1), ðàñòâîðèìîãî èíãè-
áèòîðà Wnt-ïóòè. Ñðàâíåíèå ðàçíûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé
ãëèîì ïîêàçàëî, ÷òî ñàìûé âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè
Dkk-1 èìåþò êëåòêè U251 (Zhou et al., 2010). Â òî æå âðå-
ìÿ ÌÑÊ èç ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ òàêæå ýêñïðåññèðóþò
Dkk-1. Îäíàêî â ýòèõ êëåòêàõ Wnt/b-êàòåíèíîâûé ñèã-
íàëüíûé ïóòü èíâåðòèðîâàí. Âûñîêèé óðîâåíü Dkk-1 â
êóëüòóðàëüíîé ñðåäå îáíàðóæåí, êîãäà ÌÑÊ ïîêèäàþò
ëàã-ôàçó è âõîäÿò â ôàçó áûñòðîãî ýêñïîíåíöèàëüíîãî
ðîñòà (Gregory et al., 2003). Dkk-1 ïîçâîëÿåò ÌÑÊ çàíîâî
âõîäèòü â êëåòî÷íûé öèêë ïóòåì òîðìîæåíèÿ êàíîíè÷å-
ñêîãî Wnt/b-êàòåíèíîâîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè. Ãëèîìíûå
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êëåòêè è ÌÑÊ ìîãóò, òàêèì îáðàçîì, îêàçûâàòü âçàèìíûå
âëèÿíèÿ äðóã íà äðóãà ÷åðåç ñåêðåòèðóåìûé èìè áåëîê
Dkk-1. Íàáëþäàåìîå íàìè âèäèìîå óñèëåíèå ïðîëèôåðà-
öèè ÌÑÊ íà ðàííèõ ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ ñåêðåöèåé Dkk-1 êëåòêàìè U251MG.
Ñ äðóãîé ñòîðîíû, äîïîëíèòåëüíàÿ ñåêðåöèÿ Dkk-1 ÌÑÊ
ìîãëà áû îáúÿñíèòü òîðìîæåíèå ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
U251MG íà ïîçäíèõ ñðîêàõ ñîêóëüòèâèðîâàíèÿ. Àíòè-
ïðîëèôåðàòèâíàÿ ðîëü Dkk-1, ñåêðåòèðóåìîãî ýìáðèî-
íàëüíûìè ÌÑÊ êîæè, îáíàðóæåíà â êëåòêàõ ðàêà ìîëî÷-
íîé æåëåçû MCF-7 (Qiao et al., 2008a). Íåäàâíî áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî ÌÑÊ ïóïî÷íîãî êàíàòèêà òîðìîçÿò ïðîëèôå-
ðàöèþ êëåòîê ãëèîìû C6 ÷åðåç ñåêðåöèþ Dkk-1, ïðè÷åì
ýêñïåðèìåíòû ñ ÊÑ îáíàðóæèëè êîíöåíòðàöèîííóþ çà-
âèñèìîñòü èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ (Ma et al., 2014).

Â ëèòåðàòóðå âîçäåéñòâèÿ ÌÑÊ íà îïóõîëåâûå êëåò-
êè ðàññìàòðèâàþòñÿ îáû÷íî íà êîðîòêèõ ñðîêàõ ñîâìåñò-
íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ — îò íåñêîëüêèõ ÷àñîâ äî íå-
ñêîëüêèõ ñóòîê. Âîçìîæíî, ýòî ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðè÷èí
òîãî, ÷òî ýôôåêòû, íàáëþäàåìûå in vitro, íå âñåãäà ïîâòî-
ðÿþòñÿ â ýêñïåðèìåíòàõ in vivo. Â íàøåé ðàáîòå âïåðâûå
ïîêàçàíî, ÷òî ïðè áîëåå äëèòåëüíîì ñîêóëüòèâèðîâàíèè
âçàèìíûå âëèÿíèÿ êëåòîê äðóã íà äðóãà ìîãóò ïðèâîäèòü
äàæå ê ðåâåðñèè ïåðâîíà÷àëüíîãî ýôôåêòà. Ïðåäñòàâëåí-
íûé çäåñü ñïîñîá òåñòèðîâàíèÿ ÊÑ, âçÿòûõ íà ðàçíûõ
ñðîêàõ ñîâìåñòíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê
è ÌÑÊ, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïðî-
öåññîâ äîëãîñðî÷íûõ âçàèìíûõ âëèÿíèé êëåòîê äâóõ òè-
ïîâ.

Â çàêëþ÷åíèå îòìåòèì, ÷òî âëèÿíèÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ
ÌÑÊ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ãëèîì ñëåäóåò èçó÷àòü äî
èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ â ïðîòèâîîïóõîëåâîé êëåòî÷íîé òå-
ðàïèè. Ïðè ýòîì íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü îòñðî÷åííûå ýô-
ôåêòû, ê êîòîðûì ìîãóò ïðèâåñòè âçàèìíûå âëèÿíèÿ
ÌÑÊ è îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Àâòîðû âûðàæàþò ïðèçíàòåëüíîñòü Í. Ì. Þäèíöå-
âîé çà ïðåäîñòàâëåííûå äåðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû.

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Êðûëîâà Ò. À., Ìóñîðèíà À. Ñ., Çåíèí Â. Â., ßêîâëåâà Ò. Ê.,
Ïîëÿíñêàÿ Ã. Ã. 2014. Ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé
ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîç-
ãà è ìûøöû êîíå÷íîñòè ðàííåãî ýìáðèîíà ÷åëîâåêà. Öèòîëî-
ãèÿ. 56 (8) : 562—573. (Krylova T. A., Musorina A. S., Zenin V. V.,
Yakovleva T. K., Poljanskaya G. G. 2014. Comparative characteris-
tics of mesenchymal stem cell lines derived from bone marrow and
muscle of limb of early human embryo. Tsitologiya. 56 (8) : 562—
573.)

Akimoto K., Kimur K., Nagano M., Takano S., To’a Sala-
zar G., Yamashita T., Ohneda O. 2013. Umbilical cord blood-deri-
ved mesenchymal stem cells inhibit, but adipose tissue-derived me-
senchymal stem cells promote, glioblastoma multiforme prolifera-
tion. Stem Cells Develop. 22 : 1370—1386.

Baldin V., Lukas J., Marcote M. J., Pagano M., Draetta G.
1993. Cyclin D1 is a nuclear protein required for cell cycle progres-
sion in G1. Genes Develop. 7 : 812—821.

Barbash I. M., Chouraqui P., Baron J., Feinberg M. S., Etzi-
on S., Tessone A., Miller L., Guetta E., Zipori D., Kedes L. H., Klo-
ner R. A., Leor J. 2003. Systemic delivery of bone marrow-deri-
ved mesenchymal stem cells to the infarcted myocardium: feasibili-
ty, cell migration, and body distribution. Circulation. 108 : 863—
868.

Bitsika V., Vlahou A., Roubelakis M. G. 2013. Fetal mesenchy-
mal stem cells in cancer therapy. Curr. Stem Cell Res. Ther. 8 :
133—143.

Brower V. 2005. Search and destroy: recent research exploits
adult stem cells’ attraction to cancer. J. Nat. Cancer Inst. 97 :
414—416.

Burdon T. J., Paul A., Noiseux N., Prakash S., Shum-Tim D.
2011. Bone marrow stem cell derived paracrine factors for regene-
rative medicine: current perspectives and therapeutic potential.
Bone Marrow Res. 207326. doi: 10.1155/2011/207326.

Chen J., Li Y., Wang L., Zhang Z., Lu D., Lu M., Chopp M.
2001. Therapeutic benefit of intravenous administration of bone
marrow stromal cells after cerebral ischemia in rats. Stroke. 32 :
1005—1011.

Ciavarella S., Dominici M., Dammacco F., Silvestris F. 2011.
Mesenchymal stem cells: new promise in anticancer therapy. Stem
Cells Develop. 20 : 1—10.

Dasari V. R., Velpula K. K., Kaur K., Fassett D., Klopfenste-
in J. D., Dinh D. H., Gujrati M., Rao J. S. 2010. Cord blood stem
cell-mediated induction of apoptosis in glioma downregulates
X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP). PLoS ONE. 5 :
e11813.

Djouad F., Plence P., Bony C., Tropel P., Apparailly F.,
Sany J., Noål D., Jorgensen C. 2003. Immunosuppressive effect of
mesenchymal stem cells favors tumor growth in allogeneic ani-
mals. Blood. 102 : 3837—3844.

Doucette T., Rao G., Yang Y., Gumin J., Shinojima N., Beke-
le B. N., Qiao W., Zhang W., Lang F. F. 2011. Mesenchymal stem
cells display tumor-specific tropism in an RCAS/Ntv-a glioma mo-
del. Neoplasia. 13 : 716—725.

Eterno V., Zambelli A., Pavesi L., Villani L., Zanini V., Petro-
lo G., Manera S., Tuscano A. , Amato A. 2014. Adipose-derived
mesenchymal stem cells (ASCs) may favour breast cancer recur-
rence via HGF/c-Met signaling. Oncotarget. 5 : 613—633.

Götze S., Wolter M., Reifenberger G., Müller O., Sievers S.
2010. Frequent promoter hypermethylation of Wnt pathway inhibi-
tor genes in malignant astrocytic gliomas. Int. J. Cancer. 126 :
2584—2593.

Gregory C. A., Singh H., Perry A. S., Prockop D. J. 2003. The
Wnt signaling inhibitor dickkopf-1 is required for reentry into the
cell cycle of human adult stem cells from bone marrow. J. Biol.
Chem. 278 : 28 067—28 078.

Guo Y., Harwalkar J., Stacey D. W., Hitomi M. 2005. Destabi-
lization of cyclin D1 message plays a critical role in cell cycle exit
upon mitogen with drawal. Oncogene. 24 : 1032—1042.

Han X., Meng X., Yin Z., Rogers A., Zhong J., Rillema P., Ja-
ckson J. A., Ichim T. E., Minev B., Carrier E., Patel A. N., Mur-
phy M. P., Min W. P., Riordan N. H. 2009. Inhibition of intracrani-
al glioma growth by endometrial regenerative cells. Cell Cycle. 8 :
606—610.

Hinds P. W., Dowdy S. F., Eaton E. N., Arnold A., Wein-
berg R. A. 1994. Function of a human cyclin gene as an oncogene.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 91 : 709—713.

Ho I. A., Chan K. Y., Ng W. H., Guo C. M., Hui K. M., Che-
ang P., Lam P. Y. 2009. Matrix metalloproteinase 1 is necessary for
the migration of human bone marrow-derived mesenchymal stem
cells toward human glioma. Stem Cells. 27 : 1366—1375.

Hong X., Miller Ñ., Savant-Bhonsale S., Kalkanis S. N. 2009.
Antitumor treatment using nterleukin-12-secreting marrow stro-
mal cells in an invasive glioma model. Neurosurgery. 64 : 1139—
1147.

Hou L., Wang X., Zhou Y., Ma H., Wang Z., He J., Hu H.,
Guan W., Ma Y. 2014. Inhibitory effect and mechanism of mesenc-
hymal stem cells on liver cancer cells. Tumour Biol. 35 : 1239—
1250.

Jiao H., Guan F., Yang B., Li J., Shan H., Song L., Hu X.,
Du Y. 2011. Human umbilical cord blood-derived mesenchymal
stem cells inhibit C6 glioma via downregulation of cyclin D1. Neu-
rol. India. 59 : 241—247.

Jiao H., Guan F., Yang B., Li J., Song L., Hu X., Du Y. 2012.
Human amniotic membrane derived-mesenchymal stem cells indu-
ce C6 glioma apoptosis in vivo through the Bcl-2/caspase path-
ways. Mol. Biol. Rep. 39 : 467—473.

Joshi M., Patil P., He Z., Holgersson J., Olausson M., Sumit-
ran-Holgersson S. 2012. Fetal liver-derived mesenchymal stromal

806 È. À. ×èñòÿêîâà, Ã. Ã. Ïîëÿíñêàÿ



cells augment engraftment of transplanted hepatocytes. Cytothera-
py. 14 : 657—669.

Kang S. G., Jeun S. S., Lim J. Y., Kim S. M., Yang Y. S.,
Oh W. I., Huh P. W., Park C. K. 2008. Cytotoxicity of human um-
bilical cord blood-derived mesenchymal stem cells against human
malignant glioma cells. Childs Nerv. Syst. 24 : 293—302.

Khakoo A. Y., Pati S., Anderson S. A., Reid W., Elshal M. F.,
Rovira I. I., Nguyen A. T., Malide D., Combs C. A., Hall G.,
Zhang J., Raffeld M., Rogers T. B., Stetler-Stevenson W.,
Frank J. A., Reitz M., Finkel T. 2006. Human mesenchymal stem
cells exert potent antitumorigenic effects in a model of Kaposi’s
sarcoma. J. Exp. Med. 203 : 1235—1247.

Kucerova L., Matuskova M., Hlubinova K., Altanerova V., Al-
taner C. 2010. Tumor cell behaviour modulation by mesenchymal
stromal cells. Mol. Cancer. 9 : 129. doi: 10.1186/1476-4598-9-129.

Li G., Wang R., Gao J., Deng K., Wei J., Wei Y. 2011. RNA in-
terference-mediated silencing of iASPP induces cell proliferation
inhibition and G0/G1 cell cycle arrest in U251 human glioblastoma
cells. Mol. Cell. Biochem. 350 : 193—200.

Lu Y. R., Yuan Y., Wang X. J., Wei L. L., Chen Y. N., Cong C.,
Li S. F., Long D., Tan W. D., Mao Y. Q., Zhang J., Li Y. P.,
Cheng J. Q. 2008. The growth inhibitory effect of mesenchymal
stem cells on tumor cells in vitro and in vivo. Cancer Biol. Ther. 7 :
245—251.

Ma S., Liang S., Jiao H., Chi L., Shi X., Tian Y., Yang B., Guan F.
2014. Human umbilical cord mesenchymal stem cells inhibit C6
glioma growth via secretion of dickkopf-1 (DKK1). Mol. Cell. Bio-
chem. 385 : 277—286.

Menon L. G., Kelly K., Yang H. W., Kim S. K., Black P. M.,
Carroll R. S. 2009. Human bone marrow-derived mesenchymal
stromal cells expressing S-TRAIL as a cellular delivery vehicle for
human glioma therapy. Stem Cells. 27 : 2320—2330.

Mishra P. J., Mishra P. J., Humeniuk R., Medina D. J., Ale-
xe G., Mesirov J. P., Ganesan S., Glod J. W., Banerjee D. 2008.
Carcinoma-associated fibroblast-like differentiation of human me-
senchymal stem cells. Cancer Res. 68 : 4331—4339.

Nakamizo A., Marini F., Amano T., Khan A., Studeny M., Gu-
min J., Chen J., Hentschel S., Vecil G., Dembinski J., Andreeff M.,
Lang F. F. 2005. Human bone marrow-derived mesenchymal stem
cells in the treatment of gliomas. Cancer Res. 65 : 3307—3318.

Phinney D. G., Sensebe L. 2013. Mesenchymal stromal cells:
misconceptions and evolving concepts. Cytotherapy. 15 : 140—
145.

Qiao L., Xu Z. L., Zhao T. J., Ye L. H., Zhang X. D. 2008à.
Dkk-1 secreted by mesenchymal stem cells inhibits growth of bre-
ast cancer cells via depression of Wnt signalling. Cancer Lett. 269 :
67—77.

Qiao L., Xu Z., Zhao T., Zhao Z., Shi M., Zhao R. C., Ye L.,
Zhang X. 2008b. Suppression of tumorigenesis by human mesen-
chymal stem cells in a hepatoma model. Cell Res. 18 : 500—507.

Reya T., Clevers H. 2005. Wnt signalling in stem cells and
cancer. Nature. 434 : 843—850.

Rhodes L. V., Antoon J. W., Muir S. E., Elliott S., Beck-
man B. S., Burow M. E. 2010. Effects of human mesenchymal stem
cells on ER-positive human breast carcinoma cells mediated thro-
ugh ER-SDF-1/CXCR4 crosstalk. Mol. Cancer. 9 : 295. doi:
10.1186/1476-4598-9-295.

Sallinen S. L., Sallinen P. K., Kononen J. T., Syrjakoski K. M.,
Nupponen N. N., Rantala I. S., Helen P. T., Helin H. J., Haapasa-
lo H. K. 1999. Cyclin D1 expression in astrocytomas is associated
with cell proliferation activity and patient prognosis. J. Pathol.
188 : 289—293.

Sasportas L. S., Kasmieh R., Wakimoto H., Hingtgen S., van de
Water J. A., Mohapatra G., Figueiredo J. L., Martuza R. L., Weis-
sleder R., Shah K. 2009. Assessment of therapeutic efficacy and
fate of engineered human mesenchymal stem cells for cancer thera-
py. Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 106 : 4822—4827.

Surawicz T. S., Davis F., Freels S., Laws E. R., Jr.,
Menck H. R. 1998. Brain tumor survival: results from the National
Cancer Data Base. J. Neurooncol. 40 : 151—160.

Takahara K., Ii M., Inamoto T., Komura K., Ibuki N., Mina-
mi K., Uehara H., Hirano H., Nomi H., Kiyama S., Asahi M., Azu-
ma H. 2014. Adipose-derived stromal cells inhibit prostate cancer
cell proliferation inducing apoptosis. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 446 : 1102—1107.

Van Meir E. G., Hadjipanayis C. G., Norden A. D., Shu H. K.,
Wen P. Y., Olson J. J. 2010. Exciting new advances in neuro-onco-
logy: the avenue to a cure for malignant glioma. CA Cancer J. Clin.
60 : 166—193.

Velpula K. K., Dasari V. R., Tsung A. J., Gondi C. S., Klopfen-
stein J. D., Mohanam S., Rao J. S. 2011. Regulation of glioblasto-
ma progression by cord blood stem cells is mediated by downregu-
lation of cyclin D1. PLoS ONE. 6 : e18017. doi: 10.1371/jour-
nal.pone.0018017.

Wang Y., Zhang Y., Qian C., Cai M., Li Y., Li Z., You Q.,
Wang Q., Hu R., Guo Q. 2013. GSK3b/b-catenin signaling is corre-
lated with the differentiation of glioma cells induced by wogonin.
Toxicol. Lett. 222 : 212—223.

Xu F., Shi J., Yu B., Ni W., Wu X., Gu Z. 2010. Chemokines
mediate mesenchymal stem cell migration toward gliomas in vitro.
Oncol. Rep. 23 : 1561—1567.

Ye H., Cheng J., Tang Y., Liu Z., Xu C., Liu Y., Sun Y. 2012.
Human bone marrow-derived mesenchymal stem cells produced
TGFbeta contributes to progression and metastasis of prostate can-
cer. Cancer Invest. 30 : 513—518.

Yu J. M., Jun E. S., Bae Y. C., Jung J. S. 2008. Mesenchymal
stem cells derived from human adipose tissues favor tumor cell
growth in vivo. Stem Cells Develop. 17 : 463—473.

Zhang T., Lee Y. W., Rui Y. F., Cheng T. Y., Jiang X. H., Li G.
2013. Bone marrow-derived mesenchymal stem cells promote
growth and angiogenesis of breast and prostate tumors. Stem Cell
Res. Ther. 4 : 70.

Zhou Y., Liu F., Xu Q., Wang X. 2010. Analysis of the expres-
sion profile of Dickkopf-1 gene in human glioma and the associati-
on with tumor malignancy. Exp. Clin. Cancer Res. 29 : 138. doi:
10.1186/1756-9966-29-138.

Zhu W., Huang L., Li Y., Qian H., Shan X., Yan Y., Mao F.,
Wu X., Xu W. R. 2011. Mesenchymal stem cell-secreted soluble
signaling molecules potentiate tumor growth. Cell Cycle. 10 :
3198—3207.

Zimmerlin L., Park T. S., Zambidis E. T., Donnenberg V. S.,
Donnenberg A. D. 2013. Mesenchymal stem cell secretome and re-
generative therapy after cancer. Biochimie. 95 : 2235—2245.

Ïîñòóïèëà 21 VII 2014

INFLUENCE OF HUMAN FETAL MESENCHYMAL STEM CELLS ON GLIOMA CELL

PROLIFERATION. A CONSEQUENCE OF CELLULAR CROSSTALK
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The effect of mesenchymal stem cells (MSCs) on the growth of various tumors is ambiguous. MSCs deri-
ved from different tissues stimulate growth of some tumor types and exert antitumor effects on the other. Seve-
ral recent reports have shown that crosstalk between tumor cells and MSCs contribute to these effects. The aim
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of this work was to study the effects of MSCs derived from fetal tissues on the proliferative activity of glioma
cells in conditions of prolonged co-cultivation. We have analyzed the proliferative activity of glioma cells ex-
posed to conditioned medium (CM) from MSCs derived from fetal bone marrow (FetMSC) and fetal muscle
(M-FetMSC) as well as to CM from co-cultivation of the fetal MSCs with U251MG glioma cells. As a compari-
son, the influence of CM from adult dermal fibroblasts (DFs) was examined in identical experiments. Using
MTT assay, we have found that CM from both the fetal MSCs and adult DFs (without their co-culturing with
glioma cells) had no effect on U251MG and A172 glioma cell proliferation. However, CM from early co-cultu-
res (3—9 days) of U251MG cells with FetMSC or M-FetMSC exerted stimulatory effect on U251MG cell pro-
liferation up to 2.3-fold increase, while CM obtained later from the same co-cultures (15—21 days) had inhibi-
tory effect on the proliferation up to arrest of cell division. Analogous experiments with adult DFs have revea-
led a persistent stimulation of U251MG cell proliferative activity for all 21 days of co-culturing.
Immunofluorescence analysis revealed a reduction in the expression of cell cycle protein cyclin D1 in U251MG
cells after their treatment with CM taken from 21-days co-cultures of U251MG cells with FetMSC or
M-FetMSC. In contrast, CM from 21-days co-cultures of U251MG cells with DFs did not decrease the expres-
sion of cyclin D1. These results show that fetal MSCs have dual effect on glioma cell proliferation. In spite of
the earlier stimulatory effect on the proliferative activity, prominent inhibition of glioma cell proliferation was
observed after three week co-culturing of glioma cells with fetal MSCs. This is the first report demonstrating
reversion of tumor cell proliferative program during co-culturing with MSCs for a long time. These data sug-
gest that CM obtained at different time points of cell co-culturing can be used in the modeling of prolonged cel-
lular crosstalk.

K e y w o r d s: fetal mesenchymal stem cells, glioma cells, proliferation, conditioned medium, cellular
crosstalk.
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