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Ã. Â. Òèìèí è äð.
Èçó÷åíèå ïðîèñõîæäåíèÿ ãëèîì ÷åëîâåêà íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è îáðàçöàõ îïóõîëåé

Ïðåäñòàâëåííàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ïîèñêó «êëåòîê ïðîèñõîæäåíèÿ» ãëèîì ÷åëîâåêà. Ó îáðàçöîâ
îïóõîëåâîé òêàíè ãëèîì è ïîëó÷åííûõ èç íèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ìåòîäîì ÎÒ-ÏÖÐ ïðîàíàëèçèðîâàíà ýê-
ñïðåññèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ðàçëè÷íûõ êëåòîê íåðâíîé òêàíè (NeuN, MOG,
MBP, NG2, Olig2, Vimentin, GFAP è Aldh1L1), ìàðêåðîâ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Oct4 è c-Kit) è ðàêîâûõ ñòâî-
ëîâûõ (CD133) êëåòîê. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîôèëè ýêñïðåññèè ýòèõ ìàðêåðîâ äëÿ ðàçëè÷íûõ òèïîâ ãëèîì
ïåðåêðûâàþòñÿ, ÷òî íå ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü òèï «êëåòîê ïðîèñõîæäåíèÿ». Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî äëÿ èçó÷å-
íèÿ ïðîèñõîæäåíèÿ ãëèîì íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ èç ïåðâè÷íûõ êóëüòóð, íåîáõîäèìû áîëåå
ñëîæíûå óñëîâèÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ, íåæåëè îáû÷íî èñïîëüçóåìàÿ ñðåäà ñ ñûâîðîòêîé.

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

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÒ-ÏÖÐ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ ñ ïîñëåäóþùåé ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèåé, ÐÑÊ — ðàêîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè.

Ãëèîìû — ýòî ãðóïïà îïóõîëåé ãîëîâíîãî ìîçãà,
èìåþùèõ ãëèàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå. Ïî ÷àñòîòå âñòðå÷à-
åìîñòè ãëèîìû ñîñòàâëÿþò ëèøü 2 % îò âñåõ íîâîîáðàçî-
âàíèé ó ÷åëîâåêà, îäíàêî îíè õàðàêòåðèçóþòñÿ êðàéíå íå-
ãàòèâíûì ïðîãíîçîì (Hayat, 2011). Â îñíîâå êëàññèôèêà-
öèè ãëèîìíûõ îïóõîëåé ëåæèò ãèñòîëîãè÷åñêîå ñõîäñòâî
òêàíè ãëèîì ñî çäîðîâîé ãëèåé (Zong et al., 2012). Òàêèì
îáðàçîì, ãëèîìíûå îïóõîëè ïîäðàçäåëÿþò íà àñòðîöè-
òàðíûå, ýïåíäèìíûå, îëèãîäåíäðîãëèàëüíûå è ãëèîìû
ñìåøàííîãî òèïà. Ïîìèìî ýòîãî, â ïðîòîêîëå «Ìåæäóíà-
ðîäíàÿ êëàññèôèêàöèÿ îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé»
(ÌÊÁ-Î), ðàçðàáîòàííîì Âñåìèðíîé îðãàíèçàöèåé çäðà-
âîîõðàíåíèÿ (ÂÎÇ), ââîäèòñÿ ñòåïåíü çëîêà÷åñòâåííî-
ñòè — òàê íàçûâàåìûé ãðåéä îïóõîëè, îïðåäåëÿåìûé ïî
÷åòûðåì ãèñòîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì, êîòîðûé îêàçàëñÿ
î÷åíü óäîáíûì ïðîãíîñòè÷åñêèì êðèòåðèåì (Louis et al.,
2007). Ãðåéä I ïðèïèñûâàåòñÿ äîáðîêà÷åñòâåííûì îïóõî-
ëÿì, òîãäà êàê ñàìûé âûñîêèé, IV, ãðåéä ïðèïèñûâàåòñÿ
îïóõîëÿì ñ íåêðîòèçèðîâàííûìè îáëàñòÿìè è îçíà÷àåò
íàèõóäøèå ïðîãíîçû äëÿ ïàöèåíòîâ.

Ïîïóëÿöèè êëåòîê ãëèîìû ïðèñóùà ãåòåðîãåííîñòü,
êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â ôåíîòèïè÷åñêîì, ôóíêöèîíàëüíîì
è ãåíåòè÷åñêîì ðàçëè÷èè êëåòîê, ïðèíàäëåæàùèõ îäíîé
îïóõîëè. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóþò äâå îñíîâíûå
ìîäåëè äëÿ îáúÿñíåíèÿ îïóõîëåâîé ãåòåðîãåííîñòè —
ìîäåëü ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ìîäåëü êëîíàëüíîé
ýâîëþöèè (Shackleton et al., 2009). Ìû ïðèäåðæèâàåìñÿ
ìîäåëè ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÐÑÊ). Ñàìî ïîíÿòèå
ÐÑÊ âîçíèêëî êàê àíàëîãèÿ ñ òêàíåâûìè ñòâîëîâûìè
êëåòêàìè (Valent et al., 2012). Ïðèñóòñòâèå â îäíîé îïóõî-

ëè êëåòîê ðàçëè÷íîé ìîðôîëîãèè è ïðîëèôåðàòèâíîé àê-
òèâíîñòè ïîðîäèëî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî â îïóõîëè,
êàê è â îðãàíèçìå, åñòü êëåòêè, ïîäîáíûå ñòâîëîâûì —
ñïîñîáíûå ê ñàìîîáíîâëåíèþ ñâîåé ïîïóëÿöèè è ê äèô-
ôåðåíöèðîâêå âî âñå äðóãèå òèïû êëåòîê, âñòðå÷àþùèåñÿ
â äàííîé îïóõîëè (Magee et al., 2012). Èäåíòèôèêàöèÿ è
èçîëÿöèÿ ÐÑÊ îñóùåñòâëÿþòñÿ íà îñíîâàíèè õàðàêòåðíî-
ãî äëÿ êàæäîãî òèïà îïóõîëè ñïåêòðà ìîëåêóëÿðíûõ ìàð-
êåðîâ. Ãëèîìíûå ÐÑÊ âïåðâûå áûëè îïèñàíû êàê ïîïóëÿ-
öèÿ CD133+-êëåòîê (Singh et al., 2004), õîòÿ èäåÿ î ñóùå-
ñòâîâàíèè ñòâîëîâîïîäîáíûõ êëåòîê ãëèîìû ïîÿâèëàñü
ðàíüøå (Ignatova et al., 2002).

Âî âçðîñëîì ãîëîâíîì ìîçãå ñòâîëîâûå êëåòêè îáíà-
ðóæåíû â äâóõ çîíàõ — ñóáâåíòðèêóëÿðíîé è ñóáãðàíó-
ëÿðíîé. Â ñóáâåíòðèêóëÿðíîé çîíå ëîêàëèçîâàíû íåé-
ðàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè B-òèïà (type B neural stem
cells) (Doetsch et al., 1999). Îíè ÿâëÿþòñÿ ïðîèçâîäíûìè
ðàäèàëüíîé ãëèè, êîòîðàÿ îáðàçóåòñÿ íà ðàííåé ñòàäèè
ðàçâèòèÿ íåðâíîé ñèñòåìû èç íåéðîýïèòåëèàëüíûõ êëå-
òîê è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â íåéðîíàëüíîé ìèãðàöèè âî
âðåìÿ ôîðìèðîâàíèÿ êîðû ìîçãà (Merkle et al., 2004).
Êëåòêè B-òèïà äàþò íà÷àëî íåéðîíàëüíûì ïðåäøåñòâåí-
íèêàì, àñòðîöèòàì è ïðåäøåñòâåííèêàì îëèãîäåíäðîöè-
òîâ (Fuentealba et al., 2012). Ñõîäíûì îáðàçîì ïðîòåêàåò
ïîñòíàòàëüíûé íåéðîãåíåç â ñóáãðàíóëÿðíîé çîíå. Òàêèì
îáðàçîì, âî âçðîñëîì ìîçãå íåðâíàÿ òêàíü ïðåäñòàâëåíà
çðåëûìè êëåòêàìè (íåéðîíàìè, àñòðîöèòàìè, îëèãîäåíä-
ðîöèòàìè è ýïåíäèìîöèòàìè) è ñòâîëîâûìè êëåòêàìè
(ïðåäøåñòâåííèêàìè íåéðîíîâ è îëèãîäåíäðîöèòîâ, íåé-
ðàëüíûìè ñòâîëîâûìè êëåòêàìè).
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Êëàññèôèêàöèÿ ãëèîìíûõ îïóõîëåé, îñíîâàííàÿ íà
ãèñòîëîãè÷åñêîé ñõîæåñòè òêàíè îïóõîëè ñî çäîðîâîé
ãëèåé, èíîãäà íå âïîëíå êîððåêòíî îòîæäåñòâëÿåòñÿ ñ
ïðîèñõîæäåíèåì ãëèîìû. Òðóäíîñòü ðåøåíèÿ âîïðîñà î
ïðîèñõîæäåíèè ñâÿçàíà ñ àíàïëàçèåé ãëèîìíûõ êëåòîê,
ãåòåðîãåííîñòüþ îïóõîëè è ïðèñóòñòâèåì ñòâîëîâûõ êëå-
òîê âî âçðîñëîì ìîçãå. Èç êàêèõ êëåòîê ïðîèçîøåë òîò
èëè èíîé òèï ãëèîìû, ïîêà íåÿñíî (Modrek et al., 2014).
Äëÿ îáîçíà÷åíèÿ êëåòîê, êîòîðûå íà÷èíàþò íåêîíòðîëè-
ðóåìî äåëèòüñÿ è îáðàçîâûâàòü îïóõîëü, ââåäåíî ïîíÿòèå
«êëåòêè ïðîèñõîæäåíèÿ» îïóõîëè (cells of origin). Íàèáî-
ëåå âåðîÿòíûìè êëåòêàìè ïðîèñõîæäåíèÿ ñ÷èòàþòñÿ
ñòâîëîâûå êëåòêè (Visvader, 2011). Ýòî íå èñêëþ÷àåò âîç-
ìîæíîñòè ïðîèñõîæäåíèÿ îïóõîëè îò äèôôåðåíöèðîâàí-
íûõ êëåòîê.

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî ïðîôèëü ýêñïðåññèè ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìàðêåðîâ êëåòîê ïðîèñõîæäåíèÿ ñîõðàíÿåòñÿ è â
êëåòêàõ çðåëîé îïóõîëè. Â òàêîì ñëó÷àå, àíàëèçèðóÿ îá-
ðàçöû îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà, ìû ñìîæåì ïîíÿòü,
êëåòêè êàêîãî òèïà ñëóæàò êëåòêàìè ïðîèñõîæäåíèÿ äëÿ
ðàçëè÷íûõ ãëèîì. Íàø âûáîð ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ
äëÿ âûÿâëåíèÿ êëåòîê ïðîèñõîæäåíèÿ îñíîâàí íà íåäàâ-
íåé îáçîðíîé ðàáîòå (Modrek et al., 2014). Êðîìå ìàðêå-
ðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ ðàçëè÷íûõ êëåòîê íåðâíîé òêàíè
(NeuN, MOG, MBP, NG2, Olig2, Vimentin, GFAP è
Aldh1L1), ìû àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ìàðêåðîâ ñòâî-
ëîâûõ êëåòîê (Oct4 è ñ-Kit) è ÐÑÊ ãëèîì (CD133) (Guo
et al., 2011; Cabrera et al., 2015; Wu et al., 2015). Âñå âû-
áðàííûå äëÿ èññëåäîâàíèÿ ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû ïðè-
âåäåíû â òàáëèöå. Íà âòîðîì ýòàïå ðàáîòû ìû ñòàâèëè
öåëüþ ïîíÿòü, áóäåò ëè èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ ëèíèé,
ïîëó÷åííûõ èç ïåðâè÷íûõ êóëüòóð ãëèîìû ÷åëîâåêà,
àäåêâàòíûì ìåòîäîì äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðàííèõ ýòàïîâ
êàíöåðîãåíåçà è ïîèñêà êëåòîê ïðîèñõîæäåíèÿ ãëèîìû.
Äëÿ ýòîãî ìû ñðàâíèëè êëåòî÷íûå ëèíèè ãëèîìû ñ îáðàç-
öàìè îïóõîëè, èç êîòîðûõ îíè áûëè ïîëó÷åíû, ïî ýêñï-
ðåññèè ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ èç òàáëèöû. Ñ ïîìîùüþ
ãåíåòè÷åñêîé êîíñòðóêöèè, êîòîðàÿ ýêñïðåññèðóåòñÿ ïîä
ýíõàíñåðîì 2A2B ãåíà Oct4, ìû ïðîâîäèëè îáîãàùåíèå
êëåòî÷íûõ ëèíèé ïî ñòâîëîâîìó êîìïîíåíòó è çàòåì òàê
æå àíàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ð à ç ö û ã ë è î ì ÷ å ë î â å ê à. Èñïîëüçîâàíî 20 îá-
ðàçöîâ îïóõîëåâîé òêàíè, â òîì ÷èñëå 9 îáðàçöîâ ãëèîá-
ëàñòîìû (ãðåéä IV), 4 — àíàïëàñòè÷åñêîé àñòðîöèòîìû
(ãðåéä III), 2 — ôèáðèëëÿðíîé àñòðîöèòîìû (ãðåéä II),
4 — îëèãîäåíäðîãëèîìû (ãðåéä II), 1 îáðàçåö íåéðîöèòî-
ìû (ãðåéä I). Îáðàçöû îïóõîëåé áûëè ïîëó÷åíû âî âðåìÿ
õèðóðãè÷åñêèõ îïåðàöèé, îñóùåñòâëÿåìûõ â ïëàíîâîì
ïîðÿäêå â Ðîññèéñêîì íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîì íåéðî-
õèðóðãè÷åñêîì èíñòèòóòå èì. À. Ë. Ïîëåíîâà (ÐÍÕÈ;
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Ðàáîòû, ïðîâîäèìûå â ðàìêàõ ýòîãî
èññëåäîâàíèÿ, áûëè îäîáðåíû Ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì
ÐÍÕÈ.

Â û ä å ë å í è å Ð Í Ê è Î Ò - Ï Ö Ð. Òîòàëüíóþ ÐÍÊ èç
êëåòîê èëè èç îáðàçöà ãëèîìíîé îïóõîëè (ñ ïðåäâàðèòå-
ëüíîé ãîìîãåíèçàöèåé) âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà Gen-
JET RNA purification kit (Thermo Scientific, Ëèòâà) ïî
ôèðìåííîìó ïðîòîêîëó. Êîíöåíòðàöèþ âûäåëåííîé ÐÍÊ
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîôîòîìåòðà ND-1000 (Na-
noDrop, ÑØÀ). Ðàñòâîðû òîòàëüíîé ÐÍÊ õðàíèëè ïðè
–80 °Ñ.

Íà êàæäóþ ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè â îáúå-
ìå 20 ìêë áðàëè îò 0.5 äî 11 ìêë ðàñòâîðà òîòàëüíîé ÐÍÊ
â çàâèñèìîñòè îò åå êîíöåíòðàöèè. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ íàáîðà Revertaid reverse transcriptase (Thermo
Scientific, Ëèòâà) ïî ôèðìåííîìó ïðîòîêîëó ñ èñïîëüçî-
âàíèåì â êà÷åñòâå ïðàéìåðîâ random hexamer primer èç
íàáîðà. Ïîëó÷åííóþ êÄÍÊ õðàíèëè ïðè –20 °Ñ. ÏÖÐ
ïðîâîäèëè â îáúåìå 25 ìêë ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòà
DreamTaq DNA polymerase (Thermo Scientific, Ëèòâà) ïî
ôèðìåííîìó ïðîòîêîëó. Ïðîãðàììà àìïëèôèêàöèè
âêëþ÷àëà â ñåáÿ 35 öèêëîâ. Ïðîäóêòû ÏÖÐ àíàëèçèðîâà-
ëè ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå. Ãåëü
ôîòîãðàôèðîâàëè ñ ïîìîùüþ äîêóìåíòèðóþùåãî
óñòðîéñòâà ChemiDoc (Bio-Rad, ÑØÀ).

Äëÿ äèçàéíà ïðàéìåðîâ èñïîëüçîâàëè ðåñóðñû pri-
mer-BLAST Íàöèîíàëüíîãî öåíòðà áèîòåõíîëîãè÷åñêîé
èíôîðìàöèè (NCBI) è IDT OligoAnalyzer (http:/eu.idtd-
na.com/calc/analyzer). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ
èäåíòèôèêàöèè ýêñïðåññèè ãåíîâ Oct4 è Vimentin çàèìñò-
âîâàíû èç äàííûõ ëèòåðàòóðû (Velpula et al., 2011; Jez
et al., 2014). Ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû è ñîîòâåòñòâóþùèå
èì ïðàéìåðû óêàçàíû â òàáëèöå.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é ã ë è î ì è ê ó -
ë ü ò è â è ð î â à í è å â â è ä å ì î í î ñ ë î ÿ. Ïîëó÷åíèå
ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê ãëèîì ïðîâîäèëè íà îñíîâà-
íèè ìåòîäîâ âûâåäåíèÿ â êóëüòóðó ÐÑÊ ãëèîáëàñòîìû è
íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Yuan et al., 2004; Rietze,
Reynolds, 2006). Èñïîëüçîâàëè îáðàçöû îïóõîëåâîé òêà-
íè ãëèîì ÷åðåç 2—3 ÷ ïîñëå ðåçåêöèè. Òêàíü ïðîìûâàëè,
èçìåëü÷àëè íà ôðàãìåíòû ïî 1 ìì3 è ïîäâåðãàëè ôåðìåí-
òàòèâíîìó ïåðåâàðèâàíèþ â ñðåäå äëÿ äèññîöèàöèè êëå-
òîê. Ñðåäó äëÿ äèññîöèàöèè ãîòîâèëè íà îñíîâå ðàñòâîðà
Õýíêñà, ê 200 ìë êîòîðîãî äîáàâëÿëè 476 ìã HEPES, 40
ìã ÝÄÒÀ, 50 ìã òðèïñèíà è 1 ìë 0.1 %-íîãî ðàñòâîðà
ÄÍÊàçû I. Ñðåäó ñòåðèëèçîâàëè ôèëüòðîâàíèåì è õðàíè-
ëè ïðè –20 °Ñ. Îáðàáîòêó îáðàçöîâ ñðåäîé äëÿ äèññîöèà-
öèè ïðîâîäèëè â êëåòî÷íîì èíêóáàòîðå ïðè 37 °Ñ â òå÷å-
íèå 30—60 ìèí â çàâèñèìîñòè îò ñòðóêòóðû îáðàçöà. Ïî-
ñëå èíêóáèðîâàíèÿ ñðåäó ñ äåçèíòåãðèðîâàííûìè
êëåòêàìè öåíòðèôóãèðîâàëè äëÿ ñáîðà êëåòîê (150 g,
5 ìèí). Êëåòêè ñóñïåíèäèðîâàëè â ñðåäå DMEM-F12, cî-
äåðæàùåé 10 % òåëÿ÷üåé ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, è
ðàññåâàëè ïî 2 ìëí æèâûõ êëåòîê íà ôëàêîí 75 ñì2. Êëåò-
êè îñåäàëè è ðîñëè êàê ìîíîñëîé âî ôëàêîíå â ÑÎ2-èíêó-
áàòîðå ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ïåðâîãî ïåðåñåâàíèÿ äàëüíåéøåå
êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ãëèîìû â ìîíîñëîå ïðîâîäèëè â
êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ 10 ñì (Falcon, ÑØÀ) â òåõ æå
óñëîâèÿõ. Ïîëó÷åííûå êëåòî÷íûå ëèíèè ïåðåñåâàëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì 1%-íîãî ðàñòâîðà òðèïñèíà (Gibco, ÑØÀ)
1 ðàç â 3 ñóò â ñîîòíîøåíèè 1 : 3.

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 ÍÅK293Ò òðàíñôèöèðîâàëè êàëü-
öèé-ôîñôàòíûì ìåòîäîì, ââîäÿ ïëàçìèäíóþ êîíñòðóê-
öèþ íà îñíîâå ëåíòèâèðóñíîãî èíòåãðèðóþùåãîñÿ âåêòî-
ðà, à òàêæå âñïîìîãàòåëüíûå ïëàçìèäû äëÿ îáåñïå÷åíèÿ
ñáîðêè 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 ñ ïëîòíîñòüþ 100 òûñ. êëåòîê íà 1 ëóí-
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êó. Ê êëåòêàì äîáàâëÿëè 10 ìêë êîíöåíòðèðîâàííûõ âè-
ðóñíûõ ÷àñòèö. Çàðàæåíèå ïðîâîäèëè â ñðåäå äëÿ êóëüòè-
âèðîâàíèÿ. ×åðåç 3 ñóò ïîñëå âèðóñíîãî çàðàæåíèÿ êëåò-
êè ïåðåñåâàëè â êóëüòóðàëüíûå ÷àøêè 10 ñì. Äëÿ îòáîðà
êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ãåí óñòîé÷èâîñòè ê ïóðîìèöè-
íó, â ñòàíäàðòíóþ ñðåäó êóëüòèâèðîâàíèÿ äîáàâëÿëè ðàñ-
òâîð ïóðîìèöèíà äî êîíöåíòðàöèè 30 ìã/ë. Êóëüòèâèðî-
âàíèå êëåòîê ñ àíòèáèîòèêîì ïðîèçâîäèëè â òå÷åíèå
10—14 ñóò, ìåíÿÿ ñðåäó êàæäûå 2 ñóò.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ìîíîãèäðîôîñôàò
íàòðèÿ, äèãèäðîôîñôàò íàòðèÿ, õëîðèä êàëèÿ, õëîðèä êà-
ëüöèÿ, õëîðèä ìàãíèÿ, õëîðèä íàòðèÿ, ïàðàôîðìàëüäåãèä,
áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, òðèïñèí, àãàðîçà, èòè-
äèé áðîìèä, Òðèòîí X-100 è Trisma Base (Fluka, ÑØÀ);
äðîææåâîé ýêñòðàêò è ïåïòîí (Difco, ÑØÀ); ñìåñü àíòè-
áèîòèêîâ è àíòèìèêîòèêîâ, ãëþòàìèí è ñðåäû äëÿ êóëü-
òèâèðîâàíèÿ êëåòîê ýóêàðèîò (Gibco, ÑØÀ); òåëÿ÷üÿ ýìá-
ðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà (Sigma, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ ð à â í å í è å î á ð à ç ö î â ã ë è î ì ð à ç ë è ÷ í î ã î
ò è ï à ï î ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û õ ì à ð ê å ð î â
ì å ò î ä î ì Î Ò - Ï Ö Ð. Èç 19 îáðàçöîâ ãëèîì è 1 îáðàçöà
íåéðîöèòîìû, ïîëó÷åííûõ êàê îïåðàöèîííûé ìàòåðèàë,
áûëà âûäåëåíà ÐÍÊ è ïðîâåäåíà ÎÒ-ÏÖÐ ñ ïðàéìåðàìè,
óêàçàííûìè â òàáëèöå. Ðåçóëüòàòû ïðèâåäåíû íà ðèñóí-
êå, à. Âî âñåõ îáðàçöàõ îáíàðóæåíà ýêñïðåññèÿ ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìàðêåðîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ íåñêîëüêèì òèïàì
êëåòîê íåðâíîé òêàíè, ÷òî íå ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä î
òèïå êëåòîê ïðîèñõîæäåíèÿ êàæäîé èç îïóõîëåé. Ìû ïî-
ëó÷èëè ïåðåêðûâàþùèåñÿ ïðîôèëè ýêñïðåññèè ìîëåêó-
ëÿðíûõ ìàðêåðîâ ìåæäó ãðóïïàìè îáðàçöîâ ãëèîáëàñòî-
ìû, àñòðîöèòîìû è îëèãîäåíäðîãëèîìû. Ýêñïðåññèÿ ìàð-
êåðà ñòâîëîâûõ êëåòîê Oct4 è ìàðêåðà ÐÑÊ (CD133) â

ñðåäíåì îêàçàëàñü âûøå â îáðàçöàõ îëèãîäåíäðîãëèîìû,
à íå ãëèîáëàñòîìû, âîïðåêè íàøèì îæèäàíèÿì.

Äàííûå ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò ãåòåðîãåííîñòü
òêàíè ãëèîìû. Ñîñòàâëÿþùèå åå êëåòêè ìîãóò çíà÷èòåëü-
íî ðàçëè÷àòüñÿ ïî ïðîôèëþ ýêñïðåññèðóåìûõ ìîëåêóëÿð-
íûõ ìàðêåðîâ, à ìåòîä ÎÒ-ÏÖÐ íå ïîçâîëÿåò àíàëèçèðî-
âàòü îòäåëüíûå ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê â îáðàçöå îïóõîëè.
Òåì ñàìûì, â ïîëó÷åííîì ïðîôèëå ýêñïðåññèè íåëüçÿ îò-
äåëèòü âêëàä ìàæîðíîé äëÿ äàííîãî îáðàçöà îïóõîëè
êëåòî÷íîé ñóáïîïóëÿöèè îò âêëàäà âñåõ îñòàëüíûõ êëå-
òîê. Òàêæå ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî âûáîð ìîëåêóëÿðíûõ ìàð-
êåðîâ ñòðîèëñÿ íà òîì ïðåäïîëîæåíèè, ÷òî êëåòêè ãëèîì
ýêñïðåññèðóþò òîò æå íàáîð ìàðêåðîâ, ÷òî è êëåòêè, èç
êîòîðûõ îíè ïðîèçîøëè. Òàêèì îáðàçîì, áûëà íåäîîöå-
íåíà àíàïëàñòè÷íîñòü ãëèîìíûõ êëåòîê, ñïîñîáíîñòü îá-
íàðóæèâàòü ñâîéñòâà, ïðèñóùèå ñðàçó íåñêîëüêèì òèïàì
êëåòîê íåðâíîé òêàíè.

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é ã ë è î ì è
ñ ð à â í å í è å è õ ñ î á ð à ç ö à ì è ã ë è î ì ï î ý ê ñ ï ð å ñ -
ñ è è ì î ë å ê ó ë ÿ ð í û õ ì à ð ê å ð î â. Èç îïåðàöèîííîãî
ìàòåðèàëà äâóõ ïàöèåíòîâ ñ ãëèîáëàñòîìîé (îáðàçöû 1
è 2) è îäíîãî ïàöèåíòà ñ ôèáðèëÿðíîé àñòðîöèòîìîé (îá-
ðàçåö 14) áûëè ïîëó÷åíû êëåòî÷íûå ëèíèè â ôîðìå ìîíî-
ñëîÿ (1Ì, 2Ì è 14Ì ñîîòâåòñòâåííî). Ïî ìåðå êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ â ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê ãëèîì ïðîèñõîäèëî óìåíü-
øåíèå ãåòåðîãåííîñòè. Ïîñëå ïåðâîãî ïåðåñåâà êëåòêè,
ïî ìîðôîëîãèè íàïîìèíàþùèå ýïèòåëèàëüíûå, îáðàçî-
âûâàëè ïëîòíûé ìîíîñëîé. ßâëåíèå ïîòåðè ãåòåðîãåííî-
ñòè â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå êëåòîê ãëèîìû ïðè êóëüòèâè-
ðîâàíèè â ñðåäå ñ ñûâîðîòêîé óæå áûëî îïèñàíî (Lee
et al., 2006).

Äëÿ îáîãàùåíèÿ êëåòî÷íûõ ëèíèé ãëèîì ïî ñòâîëî-
âîìó êîìïîíåíòó ìû çàðàæàëè êëåòêè ëåíòèâèðóñíûìè
÷àñòèöàìè, íåñóùèìè ãåíåòè÷åñêóþ êîíñòðóêöèþ, êîòî-
ðàÿ ýêñïðåññèðóåò ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèîòèêó ïîä
êîíòðîëåì ýíõàíñåðà 2A2B ãåíà Oct4. Ýòà êîíñòðóêöèÿ

Èçó÷åíèå ïðîèñõîæäåíèÿ ãëèîì ÷åëîâåêà íà êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è îáðàçöàõ îïóõîëåé 895

Ìîëåêóëÿðíûå ìàðêåðû äëÿ èäåíòèôèêàöèè ðàçëè÷íûõ êëåòîê íåðâíîé òêàíè,
ñòâîëîâûõ è ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê è ïðàéìåðû ê íèì äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ

Ìàðêåð Êëåòêè Ïðÿìîé ïðàéìåð (5R—3R) Îáðàòíûé ïðàéìåð (5R—3R)

NeuN (neuron-specific nucle-
ar protein)

Íåéðîíû GCATGACCCTGTACACACCA TTCTCTGTAGGGTCGGAGGG

MOG (myelin oligodendrocy-
te glycoprotein)

Îëèãîäåíäðîöèòû CCTGGGAAGAACGCTACAGG GATCTGCAGGAGGAGCACAG

MBP (myelin basic protein) » AAGTACCTGGCCACAGCAAG GGAGCCGTAGTGAGCAGTTC

NG2 (chondroitin sulfate pro-
teoglycan 4)

Ïðåäøåñòâåííèêè îëè-
ãîäåíäðîöèòîâ

GGTGGTTTCAGATCGGGAGG CAGTGACGTTCACTACGGCT

Olig2 (oligodendrocyte line-
age transcription factor 2)

Ïðåäøåñòâåííèêè
îëèãîäåíäðîöèòîâ,
íåéðàëüíûå ñòâî-
ëîâûå êëåòêè

ATTTTCGGGTCCGAGGGAAG GCCGGCAGAAAAAGGTCATC

Vimentin Íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè

GAACGCCAGATGCGTGAAATG CCAGAGGGAGTGAATCCAGATTA

GFAP (glial fibrillary acidic
protein)

Íåéðàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè, àñòðîöèòû

GCACGCAGTATGAGGCAATG TAGTCGTTGGCTTCGTGCTT

Aldh1L1 (aldehyde dehydro-
genase 1 family, member
L1)

Àñòðîöèòû TCCATCCAGACCTTCCGCTA CAGGGGATAGTTCCAGGGGA

CD133 (prominin 1) ÐÑÊ ãëèîì TTTCCAAATCCAGGAGCAAC ACAGGAAGGGAGGGAGTCAT

Oct4 Ñòâîëîâûå êëåòêè GTTGATCCTCGGACCTGGCTA GGTTGCCTCTCACTCGGTTCT

ñ-Kit (CD117) » » GATGGCACCTGAAAGCATTT TCCGGAAGCCTTCCTTGATC
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Ïðîôèëè ýêñïðåññèè ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ îïóõîëåâîé òêàíè ãëèîì (à ) è êëåòî÷íûõ ëèíèé ãëèîì (á). ÎÒ-ÏÖÐ è ýëåêòðî-
ôîðåç.

à — îïóõîëè: ãëèîáëàñòîìà (1—9), àíàïëàñòè÷åñêàÿ àñòðîöèòîìà (10—13), ôèáðèëëÿðíàÿ àñòðîöèòîìà (14, 15), îëèãîäåíäðîãëèîìà (16—19), íåéðî-
öèòîìà (20). á — ëèíèè êëåòîê ãëèîì (1Ì, 2Ì è 14Ì), ïîëó÷åííûå èç ãëèîáëàñòîìû (1, 2) è ôèáðèëëÿðíîé àñòðîöèòîìû (14) è îáîãàùåííûå ïî ñòâî-

ëîâîìó êîìïîíåíòó êëîíû (Ê) èç ëèíèè 2Ì (2-Ê1, 2-Ë2 è 2-Ê3) è ëèíèè 14Ì (14-Ê1, 14-Ê2 è 14-Ê3).



áûëà ñîçäàíà ðàíåå â íàøåé ëàáîðàòîðèè (Ëèñêîâûõ
è äð., 2011). Ïðè íàëè÷èè ýíäîãåííîé ýêñïðåññèè Oct4
ïðîèñõîäèò àêòèâàöèÿ ýíõàíñåðà 2À2Â è ýêñïðåññèè ãåíà
óñòîé÷èâîñòè ê ïóðîìèöèíó ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà òèìè-
äèíêèíàçû. Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ñåëåêöèè íà óñòîé÷èâîñòü
ê ïóðîìèöèíó îòáèðàëè îòäåëüíûå êëåòî÷íûå êëîíû,
ïàññèðîâàëè è íàðàùèâàëè â ìîíîñëîå äëÿ äàëüíåéøåãî
èñïîëüçîâàíèÿ (îáîãàùåííûå ïî ñòâîëîâîìó êîìïîíåíòó
êëîíû — Ê èç ëèíèè 2Ì ïîëó÷èëè íàçâàíèÿ 2-Ê1, 2-Ê2 è
2-Ê3, à èç ëèíèè 14Ì — 14-Ê1, 14-Ê2 è 14-Ê3).

Äëÿ âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î ñõîäñòâå ñâîéñòâ êëåòî÷-
íûõ ëèíèé ãëèîì è îïóõîëåâîé òêàíè, èç êîòîðîé îíè
áûëè ïîëó÷åíû, âûäåëÿëè ÐÍÊ è ïðîâîäèëè ÎÒ-ÏÖÐ ñ
ïðàéìåðàìè, óêàçàííûìè â òàáëèöå. Ðåçóëüòàòû ïðèâåäå-
íû íà ðèñóíêå, á. Êàê ñëåäóåò èç ðèñóíêà, âñå èññëåäîâàí-
íûå ëèíèè êëåòîê ãëèîìû ïî ñðàâíåíèþ ñ îáðàçöàìè îïó-
õîëåé îáëàäàþò ñëåäóþùèìè îñîáåííîñòÿìè: 1) óâåëè-
÷èâàåòñÿ ýêñïðåññèÿ íåéðîíàëüíîãî ìàðêåðà NeuN;
2) ñíèæàåòñÿ ýêñïðåññèÿ îëèãîäåíäðîöèòàðíûõ (MOG è
MBP) è àñòðîöèòàðíûõ (Aldh1L1 è GFAP) ìàðêåðîâ;
3) óâåëè÷èâàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ñòâîëîâûõ êëåòîê
c-Kit; 4) óìåíüøàåòñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðà ÐÑÊ ãëèîì
CD133; 5) ñîõðàíÿåòñÿ ñõîäíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ìàð-
êåðîâ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (Vimentin, Olig2).

Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî óâåëè÷åíèå ýêñïðåññèè NeuN
ñâÿçàíî ñî ñêëîííîñòüþ íåéðàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ê
ñïîíòàííîé äèôôåðåíöèðîâêå â íåéðîíàëüíîì íàïðàâëå-
íèè in vitro, òîãäà êàê ñíèæåíèå ýêñïðåññèè îëèãîäåíäðî-
öèòàðíûõ è àñòðîöèòàðíûõ ìàðêåðîâ ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâè-
åì ïîòåðè ãåòåðîãåííîñòè â ïîïóëÿöèè êëåòîê îïóõîëè
ïðè êóëüòèâèðîâàíèè. Îñîáûé èíòåðåñ âûçûâàåò óâåëè-
÷åíèå ýêñïðåññèè ìàðêåðà c-Kit, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ýòîò ìàðêåð ñâèäåòåëüñòâóåò â áîëüøåé ìåðå íå
î ñòâîëîâîñòè êëåòîê, à î âûñîêîì ïðîëèôåðàòèâíîì ïî-
òåíöèàëå. Ñóùåñòâóþò ðàçëè÷íûå ìíåíèÿ ïî ïîâîäó òîãî,
ìîæíî ëè ñ÷èòàòü CD133 ìàðêåðîì ÐÑÊ ãëèîì (Calabrese
et al., 2007; Wang et al., 2008; Kelly et al., 2009). Â ðàáîòå
íà ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ êîëîðåêòàëüíîãî ðàêà îïèñàíà
ïîòåðÿ ýêñïðåññèè CD133 âî âðåìÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ (Fan
et al., 2015). Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî íàáëþäàåìîå íàìè ñíèæå-
íèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè CD133 â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ãëèîì
òàêæå ñâÿçàíî ñ êóëüòèâèðîâàíèåì êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïðèøëè ê âûâîäó î òîì, ÷òî êëå-
òî÷íûå ëèíèè ãëèîì â ñðåäå ñ ñûâîðîòêîé íå ÿâëÿþòñÿ
ïîäõîäÿùåé ìîäåëüþ ãëèîìû äëÿ ïîèñêà êëåòîê ïðîèñ-
õîæäåíèÿ. Êðîìå òîãî, ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáîãàùåíèå ïî
ñòâîëîâîìó êîìïîíåíòó ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ ýêñïðåñ-
ñèè Oct4, íî íå âëèÿåò íà óðîâåíü ýêñïðåññèè äðóãèõ ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ.

Åñòü ðàáîòà, â êîòîðîé ñðàâíèâàåòñÿ âëèÿíèå áåññû-
âîðîòî÷íûõ ñðåä ñ ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè è ñðåä ñ ñûâî-
ðîòêîé íà ñâîéñòâà êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê ãëèîáëàñòî-
ìû (Lee et al., 2006). Àâòîðû ïðèøëè ê çàêëþ÷åíèþ, ÷òî
ïåðâè÷íûå êóëüòóðû â ñðåäàõ ñ ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè
ëó÷øå ñîõðàíÿþò ñâîéñòâà èçíà÷àëüíîé îïóõîëè. Îäíàêî
íàì ïîêà íåèçâåñòíû ðàáîòû, â êîòîðûõ áûë áû ïðåäëî-
æåí íàáîð ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ãàðàíòèðóþùèé ñîõðàíå-
íèå âñåõ ñóáïîïóëÿöèé êëåòîê ãëèîìíûõ îïóõîëåé ïðè
êóëüòèâèðîâàíèè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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THE STUDY OF THE ORIGIN OF HUMAN GLIOMA BASED ON CELL LINES

AND TUMOR SPECIMENS
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The present study is dedicated to the search of human glioma «cells of origin». Specimens of the tumor tis-
sue have been analyzed via the RT-PCR method to potentially reveal the expression of molecular markers cha-
racteristic of various cells of nerve tissue (NeuN, MOG, MBP, NG2, Olig2, Vimentin, GFAP, Aldh1L1), as
well as markers of stem (Oct4, c-Kit) and cancerous stem (CD133) cells. We have shown that the expression
profiles of these markers for different types of gliomas intersect, which does not allow to determine the type of
«cells of origin». So, in order to study the origin of glioma using cell lines derived from primary cultures, we
need a more sophisticated culture conditions, rather than the commonly used serum-based media.
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