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Í. Ï. Òåðþêîâà è äð.
Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà êëîíàëüíûõ ëèíèé ìîíîñëîéíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà

Öåëüþ íàøåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ èçó÷åíèå áèîëîãèè îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÎÑÊ) ìå-
òàñòàòè÷åñêîé àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà êðûñû. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà âûïîëíåíà íà êëåòêàõ ìîíîñëîé-
íîé ëèíèè, âûäåëåííîé ïîñëå ýêñïëàíòàöèè â êóëüòóðó in vitro êëåòîê àñöèòíîé ôîðìû îïóõîëè. Ìû
êëîíèðîâàëè êëåòêè ìåòîäîì ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé è ïîëó÷èëè êëîíû, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ìîðôîëî-
ãèè êîëîíèé, èç êîòîðûõ òðè ãîëîêëîíà è äâà ìåðîêëîíà äàëè íà÷àëî ñîîòâåòñòâóþùèì êëîíàëüíûì
ñóáëèíèÿì. Ãîëîêëîíû è ìåðîêëîíû ïðîèñõîäÿò îò îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÎÑÊ) è îïóõîëåâûõ
ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê (ÎÏÊ) ðàííåé ñòàäèè ñîîòâåòñòâåííî (Locke et al., 2005). Ïîñëå äëèòåëüíîãî ïàñ-
ñèðîâàíèÿ â êóëüòóðå òîëüêî êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ïðîÿâëÿëè êëþ÷åâîé ïðèçíàê ÎÑÊ —
ñïîñîáíîñòü èíèöèèðîâàòü in vivo àñöèòíóþ ãåïàòîìó; ïðè ðåêëîíèðîâàíèè â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå
îíè ïðîäóöèðîâàëè ïðåèìóùåñòâåííî ãîëîêëîíû, à â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå — êðóïíûå íåïðèêðåïëÿ-
þùèåñÿ ãåïàòîñôåðû. Êëåòêè ãîëî- è ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ðàçëè÷àëèñü ïî ìîðôîëîãèè è ïëîùà-
äè êëåòîê, ïî ðàçìåðó ÿäåð è ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîìó îòíîøåíèþ, ïî ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè. Ìû
âïåðâûå îáíàðóæèëè, ÷òî êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ãåïàòîìû Çàéäåëà èìåëè ôèáðîáëàñòîïî-
äîáíóþ ìîðôîëîãèþ è ïðè ôîðìèðîâàíèè ðûõëîãî ìîíîñëîÿ êîíòàêòèðîâàëè äðóã ñ äðóãîì çà ñ÷åò öè-
òîïëàçìàòè÷åñêèõ îòðîñòêîâ. Ìû ïðåäïîëàãàåì, ÷òî îñîáåííîñòè ðàçâèòèÿ ãîëîêëîíîâ ìîíîñëîéíîé ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà è ôèáðîáëàñòîïîäîáíàÿ ìîðôîëîãèÿ ÎÑÊ ÿâëÿþòñÿ àòðèáóòàìè ìåòàñòàòè÷åñêîé îïó-
õîëè è ñâèäåòåëüñòâóþò î ñïîñîáíîñòè ýòèõ êëåòîê ê èíäèâèäóàëüíîé ìèãðàöèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåïàòîìà, îïóõîëåâûå ñòâîëîâûå êëåòêè, êëîíèðîâàíèå, ãîëîêëîíû, ìåðîêëî-
íû, ìåòàñòàçèðîâàíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÏÊ — îïóõîëåâûå ïðîãåíèòîðíûå êëåòêè, ÎÑÊ — îïóõîëåâûå
ñòâîëîâûå êëåòêè, ÑÊ — ñòâîëîâûå êëåòêè, ßÖÎ — ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îòíîøåíèå, 1Å, 3H, 5F,
6H, 8C, 9Ñ — îáîçíà÷åíèÿ êëîíîâ.

Èåðàðõè÷åñêàÿ ìîäåëü îðãàíèçàöèè îïóõîëåé ïîçâî-
ëÿåò ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå â îïóõîëÿõ íåáîëüøîé
ñóáïîïóëÿöèè êëåòîê, îáëàäàþùèõ õàðàêòåðèñòèêàìè
ñòâîëîâûõ êëåòîê (stem-like cells) è ïîëó÷èâøèõ íàçâàíèå
ÎÑÊ èëè îïóõîëåèíèöèèðóþùèõ êëåòîê (Visvader, Linde-
man, 2008; Maenhaut et al., 2010). Ïîäîáíî ñîìàòè÷åñêèì
ñòâîëîâûì êëåòêàì (ÑÊ) îïóõîëåâûå ñòâîëîâûå êëåòêè
õàðàêòåðèçóþòñÿ ñïîñîáíîñòüþ ê àñèììåòðè÷íîìó äåëå-
íèþ, â ðåçóëüòàòå êîòîðîãî îäíà äî÷åðíÿÿ êëåòêà ñîõðà-
íÿåòñÿ â ïóëå íèçêîäèôôåðåíöèðîâàííûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê, òîãäà êàê äðóãàÿ äàåò íà÷àëî êëåòêàì-ïðåäøåñòâåí-
íèêàì — îïóõîëåâûì ïðîãåíèòîðíûì êëåòêàì —
ïåðåõîäíûì óìíîæàþùèìñÿ (transit amplifying) êëåòêàì
ñ ðàçíûì óðîâíåì äèôôåðåíöèðîâêè. Òîëüêî ÎÑÊ ñ÷èòà-
þòñÿ «äðàéâåðàìè» îïóõîëåâîãî ðîñòà è îïóõîëåâîé ïðî-
ãðåññèè, òîãäà êàê ÎÏÊ îáåñïå÷èâàþò ìàññó îïóõîëè è
ãåòåðîãåííîñòü åå êëåòî÷íîãî ñîñòàâà.

Åñëè êëþ÷åâûì ñâîéñòâîì ñîìàòè÷åñêîé ÑÊ (ñîãëàñ-
íî ìíîãî÷èñëåííûì èññëåäîâàíèÿì «ñòâîëîâîñòè») ÿâëÿ-
åòñÿ ìóëüòèïîòåíòíîñòü, ò. å. ñïîñîáíîñòü äàâàòü íà÷àëî
ìíîæåñòâó òèïîâ íîðìàëüíûõ äèôôåðåíöèðóþùèõñÿ

êëåòîê, òî êëþ÷åâûì ñâîéñòâîì ÎÑÊ ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîá-
íîñòü èíèöèèðîâàòü îïóõîëü ïðè íåîáÿçàòåëüíîì íàëè-
÷èè ó ÎÑÊ âñåõ ïðèçíàêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ íîðìàëüíîé
ÑÊ, è ïðè íàëè÷èè ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ íîðìàëüíûõ ÑÊ
(Oliver et al., 2004; Singh et al., 2004; Fomchenko et al.,
2005). Èñõîäÿ èç òàêîãî îïðåäåëåíèÿ òåðìèíîì ÎÑÊ
ïðåäëîæåíî íàçûâàòü êëåòêó, ñïîñîáíóþ äàòü ðîñò îïó-
õîëè (Al-Hajj et al., 2004; Oliver et al., 2004; Dalerba et al.,
2007; Zheng et al., 2007). Î ñòâîëîâîñòè (ìóëüòèïîòåíòíî-
ñòè) ñîìàòè÷åñêèõ ÑÊ ïðèíÿòî ñóäèòü íå òîëüêî ïî ñïî-
ñîáíîñòè äèôôåðåíöèðîâàòüñÿ â êëåòêè ðàçëè÷íûõ òêà-
íåé, íî è ïî êîñâåííûì ïðèçíàêàì, â ïåðâóþ î÷åðåäü
ïî íàëè÷èþ ìîëåêóëÿðíûõ ìàðêåðîâ, âûÿâëÿåìûõ ñ ïî-
ìîùüþ ñîîòâåòñòâóþùèõ àíòèòåë. À ñòâîëîâîñòü ÎÑÊ
äîêàçûâàåòñÿ òîëüêî ïðÿìûì ñïîñîáîì — ïî èõ òóìîðî-
ãåííîñòè, ò. å. ñïîñîáíîñòè èíèöèèðîâàòü îáðàçîâàíèå
îïóõîëè in vivo.

Òåì íå ìåíåå äëÿ îáíàðóæåíèÿ è âûäåëåíèÿ êëåòî÷-
íûõ ñóáïîïóëÿöèé, îáîãàùåííûõ ÎÑÊ, íàðÿäó ñ òóìîðî-
ãåííîñòüþ ïðèìåíÿþòñÿ è äðóãèå, êîñâåííûå ïðèçíàêè
ñòâîëîâîñòè, â ÷èñëå êîòîðûõ ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ
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ìàðêåðîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ ñòâîëîâûõ (ïðîãåíèòîðíûõ)
êëåòîê, ýêñêëþçèÿ ëèïîôèëüíûõ ôëóîðåñöåíòíûõ êðàñè-
òåëåé èç öèòîïëàçìû êëåòîê áîêîâîé ïîïóëÿöèè ñ ôåíîòè-
ïè÷åñêèìè ïðèçíàêàìè ÎÑÊ, âûÿâëÿåìîé ïðîòî÷íîé öèòî-
ìåòðèåé, ôîðìèðîâàíèå òóìîðîñôåð (íåïðèêðåïëÿþùèõñÿ
êëîíîâ) â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå è ãîëîêëîíîâ ïðè êëîíè-
ðîâàíèè êëåòîê â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå (Chiba et al.,
2006; Uchida et al., 2010; Ëóïàòîâ è äð., 2013).

Òåðìèíû «ãîëîêëîí» (holoclone), «ìåðîêëîí» (mero-
clone) è «ïàðàêëîí» (paraclone) áûëè ïðåäëîæåíû äëÿ
îáîçíà÷åíèÿ òðåõ òèïîâ êîëîíèé, îáðàçóþùèõñÿ ïðè êëî-
íèðîâàíèè êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà è ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî
ìîðôîëîãèè è ïðîëèôåðàòèâíîìó ïîòåíöèàëó (Barrandon,
Green, 1987). Ôîðìèðîâàíèå ãîëî-, ìåðî- è ïàðàêëîíîâ
îáíàðóæåíî è ïðè êëîíèðîâàíèè ðÿäà êëåòî÷íûõ ëèíèé
îïóõîëåé ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ (Locke et al.,
2005; Li et al., 2008; Pfeiffer, Schalken, 2010; Doherty et al.,
2011; Kalirai et al., 2011; Tan et al., 2011; Yao et al., 2013).
Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî ãîëîêëîíû ïðîèñõîäÿò îò ñòâîëîâîé
êëåòêè, à ìåðîêëîíû è ïàðàêëîíû — îò ïåðåõîäíûõ óì-
íîæàþùèõñÿ êëåòîê-ïðåäøåñòâåííèêîâ ðàííåé è ïîçä-
íåé ñòàäèé ñîîòâåòñòâåííî.

Ñóùåñòâóåò ìíåíèå, ÷òî ïîïóëÿöèè ãîëîêëîíîâ è ìå-
ðîêëîíîâ îïóõîëåâûõ êëåòîê ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ìåæäó
ñîáîé ëèøü äîëåé ÎÑÊ, à íå èõ îòñóòñòâèåì è ÷òî â îïó-
õîëÿõ ñâîéñòâà ÑÊ ìîãóò ïîÿâëÿòüñÿ ó êëåòîê áîëåå íèçêîãî
óðîâíÿ èåðàðõèè, ò. å. ó áîëåå äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê,
â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïåðåõîäíûå óìíîæàþùèåñÿ êëåòêè ìîãóò
ïðèîáðåòàòü ñâîéñòâà ÎÑÊ (Beaver et al., 2014).

Â íàøèõ èññëåäîâàíèÿõ ìåõàíèçìîâ îïóõîëåâîé ïðî-
ãðåññèè è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ, â òîì ÷èñëå äëÿ âûÿâëåíèÿ
ñóáïîïóëÿöèé ìåòàñòàòè÷åñêèõ ÎÑÊ è èõ õàðàêòåðèñòè-
êè, ìû èñïîëüçîâàëè ïåðåâèâàåìóþ àñöèòíóþ ãåïàòîìó
Çàéäåëà. Îñîáåííîñòüþ äàííîé îïóõîëè ÿâëÿåòñÿ âûñî-
êàÿ ÷àñòîòà ìåòàñòàçèðîâàíèÿ â ïàðàòðàõåàëüíûå ëèìôà-
òè÷åñêèå óçëû; ìåòàñòàçû ýòîé ëîêàëèçàöèè âûÿâëÿþòñÿ
ó 90—100 % æèâîòíûõ (Êèñåëåâà è äð., 1972).

Ðàíåå ìû ïîëó÷èëè äâå êëåòî÷íûå ëèíèè ãåïàòîìû
Çàéäåëà — ñóñïåíçèîííóþ, ïðåäñòàâëåííóþ ôëîòèðóþ-
ùèìè ìíîãîêëåòî÷íûìè îñòðîâêàìè, è ìîíîñëîéíóþ
(Òåðþêîâà è äð., 2013). Ïî ñðàâíåíèþ ñ ôëîòèðóþùèìè
îñòðîâêàìè êëåòêè ìîíîñëîéíîé ëèíèè îáëàäàëè ìåíü-
øåé òóìîðîãåííîñòüþ è áîëåå âûñîêèì óðîâíåì öèòî-
äèôôåðåíöèðîâêè. Ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê ñóñïåíçè-
îííîé ëèíèè ìåòîäîì ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé áûëà âûÿâ-
ëåíà ìîðôîëîãè÷åñêàÿ ãåòåðîãåííîñòü ïîëó÷åííûõ
êëîíîâ, ïðè÷åì âìåñòî êëàññè÷åñêèõ ãîëîêëîíîâ ìû
âïåðâûå íàáëþäàëè ôîðìèðîâàíèå òóìîðîãåííûõ íåïðè-
êðåïëÿþùèõñÿ ñôåðè÷åñêèõ êëîíîâ â ïîëíîé ðîñòîâîé
ñðåäå, à òàêæå ìåðî- è ïàðàêëîíîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîäîëæèëè èçó÷åíèå ãåòåðî-
ãåííîñòè êëåòî÷íîãî ñîñòàâà è êëåòî÷íîé îðãàíèçàöèè
ìåòàñòàòè÷åñêîé ïåðåâèâàåìîé ãåïàòîìû Çàéäåëà — òå-
ïåðü íà åå ìîíîñëîéíîé êëåòî÷íîé ëèíèè. Çàäà÷è ðàáîòû
çàêëþ÷àëèñü â ïðîâåäåíèè êëîíàëüíîãî àíàëèçà ýòîé ëè-
íèè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé, ïîëó÷å-
íèè è ñðàâíèòåëüíîé õàðàêòåðèñòèêå êëåòî÷íûõ ñóáïîïó-
ëÿöèé ñ ïðèçíàêàìè ÎÑÊ è ÎÏÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ìîíîñëîéíàÿ ëèíèÿ êëåòîê êðûñèíîé ãåïàòîìû Çàé-
äåëà âûäåëåíà íàìè èç êëåòîê ïåðåâèâàåìîé àñöèòíîé ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà (øòàìì Ñ) ïóòåì äëèòåëüíîãî îòáîðà

ïðèêðåïëÿþùèõñÿ êëåòîê îò ôëîòèðóþùèõ ìíîãîêëåòî÷-
íûõ îñòðîâêîâ. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), ñîäåðæàùåé 10 % ñûâîðîòêè ïëîäîâ
êîðîâû Sus-Biol (Áèîëîò, Ðîññèÿ) è 80 ìêã/ìë ãåíòàìèöè-
íà, â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè 37 °Ñ.

Ê ë î í è ð î â à í è å ê ë å ò î ê ìîíîñëîéíîé ëèíèè
ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé (Zheng et al.,
2007; Li et al., 2008). Ãîòîâèëè êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ, ñî-
äåðæàùóþ 50—70 êëåòîê â 10 ìë ïîëíîé ñðåäû DMEM
(Áèîëîò, Ðîññèÿ), è âíîñèëè ïî 0.1 ìë â ëóíêè 96-ëóíî÷-
íîãî ïëîñêîäîííîãî ïëàíøåòà (Orange Scientific, Áåëü-
ãèÿ). Íà 2-å ñóò ïëàíøåòû ïðîñìàòðèâàëè ñ ïîìîùüþ èí-
âåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà ËÎÌÎ Áèîëàì Ï-1 (Ñàíêò-
Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ), èñïîëüçóÿ îáúåêòèâû ñ óâåëè÷åíèåì
2.5�, 6.3� èëè 10�, è îòìå÷àëè ëóíêè, ñîäåðæàùèå åäè-
íè÷íóþ êëåòêó. Íàáëþäåíèå çà ðîñòîì êëîíîâ ïðîâîäèëè
â òå÷åíèå 2—3 íåä. Ôîòîãðàôèðîâàëè êëåòêè â ïëàíøå-
òàõ ÷åðåç îêóëÿð (6.3�) èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà ñ
ïîìîùüþ öèôðîâîé êàìåðû Canon PowerShot A1100 IS ñ
îïòè÷åñêèì çóìîì 4�. Ïî ìåðå ðàçðàñòàíèÿ êëîíîâ êëåò-
êè ïåðåíîñèëè â ëóíêè 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ è äàëåå â
÷àøêè Ïåòðè (Orange Scientific, Áåëüãèÿ).

Ò ó ì î ð î ã å í í î ñ ò ü (îïóõîëåèíèöèèðóþùóþ ñïî-
ñîáíîñòü) êëåòî÷íûõ ëèíèé îïðåäåëÿëè â ýêñïåðèìåíòàõ
in vivo íà áåñïîðîäíûõ êðûñàõ-ñàìöàõ ìàññîé 180—200 ã
(ïèòîìíèê Ðàïïîëîâî ÐÀÌÍ). Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïëàñòè-
êà ñ ïîìîùüþ 0.02%-íîãî ðàñòâîðà âåðñåíà (Áèîëîò, Ðîñ-
ñèÿ), îñàæäàëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â òå÷åíèå
5 ìèí ïðè 1000 îá/ìèí, ñóñïåíäèðîâàëè â ñðåäå DMEM è
ââîäèëè æèâîòíûì âíóòðèáðþøèííî â êîëè÷åñòâàõ,
îáû÷íî èñïîëüçóåìûõ íàìè â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò âåäå-
íèÿ ïåðåâèâàåìîé àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà, ò. å.
(12—20)�106 íà 1 êðûñó.

Ò å ñ ò í à ñ ô å ð î î á ð à ç î â à í è å ïðîâîäèëè â áåñ-
ñûâîðîòî÷íîé ñðåäå DMEM/F12 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ),
ñîäåðæàùåé êðûñèíûå ðåêîìáèíàíòíûå ôàêòîðû ðîñòà
EGF (20 íã/ìë), FGF (10 íã/ìë) (BioVision Inc., ÑØÀ) è
2 % äîáàâêè Â27 áåç âèòàìèíà À (Life Technologies,
ÑØÀ). Êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ (3Í è 6Í) è ìåðîêëîíàëü-
íûõ (1Å è 9Ñ) ñóáëèíèé ãåïàòîìû Çàéäåëà ñåÿëè â ÷àøêè
Ïåòðè äèàìåòðîì 60 ìì èç ðàñ÷åòà 50 êëåòîê íà ÷àøêó
(ò. å. ñ íèçêîé êëîíàëüíîé ïëîòíîñòüþ) è îáðàçóþùèåñÿ
èç îòäåëüíûõ êëåòîê íåïðèêðåïëÿþùèåñÿ êëîíû (ñôåðû)
íà 8-å ñóò ôîòîãðàôèðîâàëè. Íàáëþäåíèÿ ïðîäîëæàëè â
òå÷åíèå 15 ñóò.

Ð å ê ë î í è ð î â à í è å ê ë å ò î ê ïîëó÷åííûõ íàìè
êëîíàëüíûõ ñóáëèíèé â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ïðîâî-
äèëè ïðè êëîíàëüíîé (íèçêîé) ïëîòíîñòè ïîñåâà. Äëÿ
ýòîãî êëåòêè êàæäîé ñóáëèíèè ñåÿëè â äâå ÷àøêè Ïåòðè
äèàìåòðîì 60 ìì èç ðàñ÷åòà 200 êëåòîê íà ÷àøêó. Íà
8-å ñóò îáðàçîâàâøèåñÿ êëîíû ôèêñèðîâàëè ñìåñüþ Íè-
êèôîðîâà (ýòàíîë ñ äèýòèëîâûì ýôèðîì â ñîîòíîøåíèè
1 : 1) â òå÷åíèå 15 ìèí è îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì
(20 ìèí) è 0.3%-íûì ýîçèíîì (15 ñ), õîðîøî ïðîìûâàÿ
êëåòêè ïîñëå êàæäîé ïðîöåäóðû. Ôîòîãðàôèðîâàëè êëî-
íû â ÷àøêàõ Ïåòðè, êàê îïèñàíî âûøå.

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 êëåòîê îöå-
íèâàëè ñ ïîìîùüþ êîëîðèìåòðè÷åñêîãî MTS-òåñòà (ïî
âîññòàíîâëåíèþ òåòðàçîëèÿ). Äëÿ ýòîãî êëåòêè ñóñïåíäè-
ðîâàëè â ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå è âíîñèëè ïî 0.1 ìë
ñóñïåíçèè (5�104 êë./ìë) â ëóíêè òðåõ ïëîñêîäîííûõ
96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ; êëåòêè êàæäîãî îáðàçöà ñåÿëè â
÷åòûðåõ ïîâòîðàõ. Ïëàíøåòû ñîäåðæàëè â 5%-íîé àòìî-
ñôåðå CO2-èíêóáàòîðà ïðè 37 °Ñ. ×åðåç 24 ÷ â ëóíêè ïåð-
âîãî ïëàíøåòà äîáàâëÿëè ïî 20 ìêë ðåàãåíòà CellTiter 96

Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà êëîíàëüíûõ ëèíèé ìîíîñëîéíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà 833



aqueous one cell proliferation assay (Promega, ÑØÀ) è ÷å-
ðåç 1.5 ÷ ñ ïîìîùüþ ôîòîìåòðà ñ âåðòèêàëüíûì ëó÷îì
(Titertek Multiskan, Ôèíëÿíäèÿ) îïðåäåëÿëè îïòè÷åñêóþ
ïëîòíîñòü ñðåäû êàæäîé ëóíêè (ïðè 492 íì), êîòîðàÿ
ïðîïîðöèîíàëüíà ñîäåðæàíèþ æèâûõ êëåòîê, âîññòàíàâ-
ëèâàþùèõ òåòðàçîëèé äî ðàñòâîðèìîãî îêðàøåííîãî
ôîðìàçàíà. Èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñðåäû â
ëóíêàõ îñòàëüíûõ ïëàíøåòîâ ïðîâîäèëè ïîñëåäîâàòåëü-
íî ÷åðåç 48 è 72 ÷ ïîñëå ïîñåâà è íà îñíîâàíèè ïîëó÷åí-
íûõ äàííûõ ñòðîèëè ãèñòîãðàììû ðîñòà êëåòîê.

Ä ë ÿ ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê î ã î à í à ë è ç à êëåòêè
âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ è îêðàøèâàëè ãåìà-
òîêñèëèíîì è ýîçèíîì, êàê îïèñàíî âûøå. Ïðåïàðàòû
îáåçâîæèâàëè â 96%-íîì ñïèðòå â òå÷åíèå 15 ñ, çàêëþ÷à-
ëè â ãëèöåðèí è èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà
LSM 5 Pascal (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ïðè óâåëè÷åíèè îáú-
åêòèâà 10� èëè 40�. Ïëîùàäü îêðàøåííûõ ÿäåð è êëåòîê
îöåíèâàëè â ïèêñåëÿõ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû àíàëèçà
èçîáðàæåíèé ImageJ (NIH, ÑØÀ). ßäåðíî-öèòîïëàçìàòè-
÷åñêîå îòíîøåíèå (ßÖÎ) äëÿ êàæäîé êëåòêè ðàññ÷èòû-
âàëè êàê îòíîøåíèå ïëîùàäè ÿäðà ê ðàçíèöå ìåæäó ïëî-
ùàäüþ êëåòêè è ïëîùàäüþ ÿäðà. Â êàæäîé êëîíàëüíîé
ëèíèè îöåíèâàëè íå ìåíåå 100 êëåòîê.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû Microsoft Excel Started
2010 : îïðåäåëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå, còàíäàðòíîå îòêëî-
íåíèå è îøèáêó ñðåäíåãî. Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæ-
äó ëèíèÿìè ðàññ÷èòûâàëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþ-
äåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè P < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Ê ë î í è ð î â à í è å ê ë å ò î ê ì î í î ñ ë î é í î é ë è -
í è è ã å ï à ò î ì û Ç à é ä å ë à ì å ò î ä î ì ï ð å ä å ë ü í û õ
ð à ç â å ä å í è é. Íàáëþäåíèå çà ôîðìèðîâàíèåì êëîíîâ
ïðîâîäèëè â òåõ ëóíêàõ 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà, â êîòî-
ðûõ íà ñëåäóþùèå ñóòêè ïîñëå ïîñåâà îáíàðóæèâàëè
1 êëåòêó. Èç 14 îäèíî÷íûõ êëåòîê òîëüêî 7 êëåòîê îêàçà-
ëèñü êëîíîãåííûìè è èíäóöèðîâàëè ðàçâèòèå êëîíîâ
òðåõ òèïîâ — ãîëî-, ìåðî- è ïàðàêëîíîâ; ýòèì êëîíàì ìû
ïðèñâîèëè öèôðî-áóêâåííîå îáîçíà÷åíèå â ñîîòâåòñòâèè
ñ êîîðäèíàòàìè ëóíêè. Íà 6—8-å ñóò ïîñëå ïîñåâà êëîíû
3Í (ðèñ. 1, a, á) è 6Í (ðèñ. 1, è, ê) èìåëè õàðàêòåðíóþ äëÿ
ãîëîêëîíîâ ìîðôîëîãèþ êîìïàêòíûõ îêðóãëûõ îáðàçîâà-
íèé (ïîäîáíûõ áëÿøêàì) ñ ÷åòêî î÷åð÷åííîé ãðàíèöåé,
ñîñòîÿùèõ èç îäíîòèïíûõ, ïëîòíî óïàêîâàííûõ ìåëêèõ
êëåòîê. Êëîí 5F, êîòîðûé íà íà÷àëüíûõ ýòàïàõ èìåë
ñõîäíóþ ìîðôîëîãèþ ñ êëîíàìè 3Í è 6Í, ïîñòåïåííî ìå-
íÿë ôîðìó è ïëîòíîñòü ðàñïîëîæåíèÿ êëåòîê (ðèñ. 1, ä,
å). Íà 10—13-å ñóò âñå òðè ãîëîêëîíà èìåëè áîëåå ïëîò-
íóþ ñåðäöåâèíó, ïî ïåðèôåðèè êîòîðîé ðàñïîëàãà-
ëèñü õàîòè÷íî ðàñïîëîæåííûå îäèíî÷íûå êëåòêè ñ öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèìè îòðîñòêàìè (ðèñ. 1, â, ã, æ, ç, ë, ì). Òðè
äðóãèõ êëîíà — 1Å, 8C, 9C — ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé ìåðî-
êëîíû è îòëè÷àëèñü íåïðàâèëüíîé ôîðìîé êîëîíèé ñ èç-
ðåçàííîé ïîãðàíè÷íîé ëèíèåé, ÷òî ñâÿçàíî ñ íåîäíîðîä-
íîñòüþ èõ êëåòî÷íîãî ñîñòàâà (ðèñ. 2, à—ã). Åùå îäèí
êëîí 1F ñîñòîÿë èç ïî÷òè íå êîíòàêòèðîâàâøèõ ìåæäó ñî-
áîé êëåòîê ñ íèçêîé ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè è ïî âñåì
ïðèçíàêàì ñîîòâåòñòâîâàë ïàðàêëîíàì, êëåòêè êîòîðûõ
ïîñëå ðÿäà ïàññàæåé â êóëüòóðå ïîãèáàþò.

Êëåòêè êëîíîâ 1Å, 3H, 5F, 6H è 9Ñ (8C ïîãèá ïî òåõ-
íè÷åñêèì ïðè÷èíàì) ìíîãîêðàòíî ïàññèðîâàëè è ïîäâåð-
ãàëè íåîäíîêðàòíîìó êðèîçàìîðàæèâàíèþ ñ ïîñëåäóþ-

ùèì êóëüòèâèðîâàíèåì. Â ðåçóëüòàòå íàìè áûëè ïîëó÷å-
íû ïÿòü êëîíàëüíûõ ìîíîñëîéíûõ ñóáëèíèé ãåïàòîìû
Çàéäåëà, ïðîèñõîäÿùèõ îò êëåòîê-ïðàðîäèòåëüíèö êëî-
íîâ ñ ðàçíûì óðîâíåì öèòîäèôôåðåíöèðîâêè: òðè ñóáëè-
íèè, ïîëó÷åííûå èç ãîëîêëîíîâ, — 3Í, 5F è 6Í, è äâå
ñóáëèíèè, âåäóùèå íà÷àëî îò êëåòîê ìåðîêëîíîâ, — 1Å è
9Ñ. Ïî äàííûì èç ëèòåðàòóðû, ãîëîêëîíàëüíûå ñóáëèíèè
äîëæíû ñîäåðæàòü ÎÑÊ, à ìåðîêëîíàëüíûå — ïðåäñòàâ-
ëÿòü ñîáîé ïîïóëÿöèþ ðàííèõ ïåðåõîäíûõ óìíîæàþùèõ-
ñÿ êëåòîê (Locke et al., 2005; Li et al., 2008; Tan et al.,
2011). Ïîäòâåðæäåíèå ýòîìó ìû ïîëó÷èëè â íàøèõ ñëå-
äóþùèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Î ï ð å ä å ë å í è å ò ó ì î ð î ã å í í î ñ ò è ê ë î í à ë ü -
í û õ ë è í è é â ý ê ñ ï å ð è ì å í ò à õ i n v i vo. Òóìîðîãåí-
íîñòü êëåòî÷íûõ ëèíèé ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì äîêàçàòåëüñò-
âîì ïðèñóòñòâèÿ â èõ ñîñòàâå ñóáïîïóëÿöèè ÎÑÊ. ×àùå
âñåãî òåñò íà òóìîðîãåííîñòü ïðîâîäÿò íà èììóíîäåôè-
öèòíûõ áåñòèìóñíûõ ãîëûõ ìûøàõ. Òóìîðîãåííîñòü âñåõ
êëåòî÷íûõ ëèíèé, ïîëó÷åííûõ èç êëåòîê àñöèòíîé ãåïà-
òîìû Çàéäåëà, ìû îïðåäåëÿëè íà áåñïîðîäíûõ êðû-
ñàõ-ñàìöàõ ñ íîðìàëüíîé èììóííîé ñèñòåìîé, îòâåò êî-
òîðûõ íà ââåäåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ãèïîòåòè÷åñêè ìî-
æåò âàðüèðîâàòü â áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì ó ëèíåéíûõ
èììóíîäåôèöèòíûõ æèâîòíûõ.

Êàê ñëåäóåò èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ â òàáëèöå,
ââåäåíèå êëåòîê ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 3H, 5F è 6H â
áðþøíóþ ïîëîñòü êðûñ ïðèâîäèëî ê ãèáåëè ïðèìåðíî
40—50 % æèâîòíûõ âñëåäñòâèå ðàçâèòèÿ ãåìîððàãè÷å-
ñêîãî àñöèòà, ñîäåðæàùåãî õàðàêòåðíûå äëÿ àñöèòíîé ãå-
ïàòîìû ìíîãîêëåòî÷íûå ôëîòèðóþùèå îñòðîâêè (ðèñ. 3).
Ââåäåíèå êëåòîê ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 1Å è 9Ñ íå
ïðèâîäèëî ê òàêîìó èñõîäó.

Ôàêò èíèöèèðîâàíèÿ in vivo àñöèòíîé ôîðìû îïóõî-
ëè êëåòêàìè ñóáëèíèé 3H, 5F, 6H è ðîäèòåëüñêîé ìîíî-
ñëîéíîé ëèíèè (Òåðþêîâà è äð., 2013) óêàçûâàåò íà òî,
÷òî ýòè ëèíèè íåñîìíåííî ñîäåðæàò ÎÑÊ, â òî âðåìÿ êàê
â ñóáëèíèÿõ 1Å è 9C èëè ñîâñåì íåò ÎÑÊ, èëè èõ êîëè÷å-
ñòâî ÿâëÿåòñÿ íåäîñòàòî÷íûì äëÿ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ.

À í à ë è ç ê ë î í à ë ü í û õ ë è í è é í à ï ð è ñ ó ò ñ ò -
â è å Î Ñ Ê: ò å ñ ò è ð î â à í è å í à ñ ò â î ë î â î ñ ò ü
i n v i t ro. Äëèòåëüíîå ïîääåðæàíèå â êóëüòóðå íèçêîäèô-
ôåðåíöèðîâàííûõ êëåòîê ãîëîêëîíîâ è ìåðîêëîíîâ ìî-
æåò ïðèâåñòè ëèáî ê èõ àíîìàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêå,
ëèáî ê äðóãèì èçìåíåíèÿì êëåòî÷íîãî ñîñòàâà, ñâÿçàí-
íûì ñ àäàïòàöèåé ïîïóëÿöèè ê óñëîâèÿì êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ òîãî, ÷òî íà äàííîì ýòàïå
ñòàíîâëåíèÿ íàøèõ êëîíàëüíûõ ñóáëèíèé èõ êëåòî÷íûé
ñîñòàâ ñîîòâåòñòâóåò õàðàêòåðèñòèêàì êëåòîê-ïðàðîäè-
òåëüíèö êëîíîâ è òîãî, ÷òî ãîëîêëîíàëüíûå ñóáëèíèè
îáîãàùåíû ÎÑÊ, ìû ïðîâåëè äâà îáùåïðèíÿòûõ òåñòà —
íà îáðàçîâàíèå ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé è íà îáðàçîâàíèå
ãîëîêëîíîâ. Òåñò íà îáðàçîâàíèå ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé â
áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå òðàäèöèîííî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ
âûÿâëåíèÿ ÑÊ â ñîñòàâå êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé (Kukekov
et al., 1997). À òåñò íà ãîëîêëîíû ïîëó÷èë ðàñïðîñòðàíå-
íèå â êà÷åñòâå çàìåùàþùåãî (surrogate) òåñòà íà ñòâîëî-
âîñòü â èññëåäîâàíèÿõ íà ëèíèÿõ îïóõîëåâûõ êëåòîê (Tan
et al., 2011).

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè íàìè êëåòîê êëîíàëüíûõ ñóá-
ëèíèé â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå íà 8-å ñóò ïîñëå ïîñåâà
âî âñåõ ÷àøêàõ ïðèñóòñòâîâàëè ãåïàòîñôåðû, ò. å. ôëîòè-
ðóþùèå êîëîíèè êëåòîê, âûðîñøèå èç îäíîé îïóõîëåâîé
êëåòêè ñî ñâîéñòâàìè ÑÊ. Ñôåðû, îáðàçîâàííûå êëåòêà-
ìè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé, âàðüèðîâàëè ïî ðàçìåðó è
â áîëüøèíñòâå ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé êðóïíûå ìíîãîêëå-
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òî÷íûå îáðàçîâàíèÿ, ðîñò êîòîðûõ ïðîäîëæàëñÿ íà ïðî-
òÿæåíèè âñåãî ñðîêà íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 4, à, á). Ìåðîêëî-
íàëüíûå ñóáëèíèè 1Å è 9Ñ ïðîäóöèðîâàëè ñôåðû â ìåíü-
øåì êîëè÷åñòâå è íåáîëüøîãî ðàçìåðà (ðèñ. 4, â, ã),
êîòîðûå â òå÷åíèå 15 ñóò ïîãèáàëè, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëàãàòü îòñóòñòâèå â èõ ñîñòàâå ÎÑÊ, ñïîñîáíûõ îáåñïå-
÷èòü ñàìîïîääåðæàíèå êëîíà â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå.

Ïðè ðåêëîíèðîâàíèè êëåòîê êëîíàëüíûõ ñóáëèíèé â
ïîëíîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå îáðàçóþùèåñÿ êëîíû çíà÷è-

òåëüíî âàðüèðîâàëè ïî ôîðìå êîëîíèé è ðàçìåðàì, ÷òî â
ðÿäå ñëó÷àåâ çàòðóäíÿëî îïðåäåëåíèå èõ ìîðôîëîãè÷å-
ñêèõ òèïîâ. Íà ãèñòîãðàììå (ðèñ. 5) ïðåäñòàâëåíû ñóì-
ìàðíûå äàííûå ïîäñ÷åòà êîëîíèé êàæäîãî òèïà íà äâóõ
ïàðàëëåëüíûõ ÷àøêàõ Ïåòðè. Âñòðå÷àâøèåñÿ ìåëêèå êî-
ëîíèè ñ íåîïðåäåëåííîé ôîðìîé íå ó÷èòûâàëè ïðè ïðî-
âåäåíèè ðàñ÷åòîâ. Êàê âèäíî, êàæäàÿ êëîíàëüíàÿ ñóáëè-
íèÿ ïðîäóöèðîâàëà âñå òèïû êëîíîâ, íî â íåîäèíàêîâûõ
ïðîïîðöèÿõ è ïðåèìóùåñòâåííî òîò òèï êîëîíèé, îò êî-
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Ðèñ. 1. Ôîðìèðîâàíèå ãîëîêëîíîâ 3H (à—ã), 5F (ä—ç) è 6H (è—ì) ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäå-
ëà.

Êëåòêè êëîíèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé â ëóíêàõ 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà. Ïîêàçàí ðîñò êëîíîâ íà 6-å (à, ä, è), 8-å (á, å, ê), 10-å
(â, æ, ë) è 13-å ( ã, ç, ì) ñóò ïîñëå ïîñåâà. Óâåë.: à—â, ä—æ, è—ë — îá. 10�; ã, ì — 6.3�; ç — 2.5�.



836 Í. Ï. Òåðþêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ôîðìèðîâàíèå ìåðîêëîíîâ 1Å (à, á) è 9ñ (â, ã) ïðè êëîíèðîâàíèè êëåòîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà.

Êëåòêè êëîíèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðåäåëüíûõ ðàçâåäåíèé â ëóíêàõ 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà.
Ïîêàçàí ðîñò êëîíîâ íà 10-å (à, â) è 13-å (á, ã) ñóò ïîñëå ïîñåâà. Îá.: 2.5�.

Ðèñ. 3. Õàðàêòåðíûå ìíîãîêëåòî÷íûå îñòðîâêè, âûäåëåííûå èç ãåìîððàãè÷åñêèõ àñöèòîâ, êîòîðûå îáðàçîâàëèñü ïîñëå âíóòðè-
áðþøèííîãî ââåäåíèÿ êðûñàì êëåòîê ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé.

à—â — 3Í, 5F è 6Í ñîîòâåòñòâåííî. Îá. 6.3�.

Òóìîðîãåííîñòü êëîíàëüíûõ ëèíèé ãåïàòîìû Çàéäåëà

Êëîíàëüíûå ëèíèè
×èñëî êëåòîê, ââåäåííûõ

â áðþøíóþ ïîëîñòü êðûñû
×èñëî êðûñ

â ãðóïïå
×èñëî êðûñ, ïîãèáøèõ
îò àñöèòíîé îïóõîëè

1Å, ìåðîêëîí 15�106 2 0

20�106 4 0

3Í, ãîëîêëîí 12�106 1 0

20�106 9 4

5F, ãîëîêëîí 20�106 5 3

6H, ãîëîêëîí 13�106 2 1

20�106 3 1

9C, ìåðîêëîí 14�106 2 0

20�106 3 0

«Ðîäèòåëüñêàÿ» ìîíîñëîéíàÿ ñóá-
ëèíèÿ ãåïàòîìû Çàéäåëà

13�106 2 0

17�106 1 0

20�106 2 1



òîðîãî îíà ïðîèçîøëà: êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé
3H, 5F è 6Í îáðàçîâûâàëè 72, 62 è 70 % ãîëîêëîíîâ îò
îáùåãî ÷èñëà êîëîíèé ñîîòâåòñòâåííî. Â òî æå âðåìÿ ó
ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ëèøü 5 % êîëîíèé èìåëè ìîð-
ôîëîãè÷åñêèå ïðèçíàêè ãîëîêëîíîâ.

Ñ ð à â í å í è å ê ë î í à ë ü í û õ ë è í è é ï î ñ ê î ð î -
ñ ò è ð î ñ ò à. Ïðè âåäåíèè êëåòî÷íûõ ëèíèé â êóëüòóðå
ìû íàáëþäàëè âûñîêóþ ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ êîíôëþ-
ýíòíîãî ìîíîñëîÿ êëåòêàìè ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé
1Å è 9Ñ; îíè íå òîëüêî áûñòðî ïðîëèôåðèðîâàëè, íî
è áûëè âåñüìà óñòîé÷èâû ê óâåëè÷èâàþùåéñÿ ïëîòíî-
ñòè êëåòîê è ìåíÿþùåìóñÿ ñîñòàâó ïèòàòåëüíîé ñðåäû
(ñíèæåíèþ pH è óìåíüøåíèþ ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ). Â
òî æå âðåìÿ êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 3H, 5F è
6Í â îòâåò íà èçìåíåíèå ñðåäû çàìåäëÿëè ðîñò è îòêðåï-

ëÿëèñü îò ñóáñòðàòà ñ îáðàçîâàíèåì ôëîòèðóþùèõ àãðå-
ãàòîâ.

Ìû ñðàâíèëè êëåòêè äâóõ ãîëîêëîíàëüíûõ (5F è 6Í)
è äâóõ ìåðîêëîíàëüíûõ (1Å è 9Ñ) ñóáëèíèé ïî ñêîðîñòè
ïðîëèôåðàöèè ñ ïîìîùüþ MTS-òåñòà (ðèñ. 6). Ñîäåðæà-
íèå êëåòîê â ëóíêàõ 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ îïðåäåëÿëè
òðèæäû ñ èíòåðâàëîì â 24 ÷. Âûðàæåííàÿ ôàçà ýêñïîíåí-
öèàëüíîãî ðîñòà êëåòîê ãîëîêëîíàëüíûõ è ìåðîêëîíàëü-
íûõ ñóáëèíèé íàáëþäàëàñü â òå÷åíèå 24—48 ÷, ïîñëå
÷åãî îòìå÷àëîñü ñíèæåíèå òåìïîâ äåëåíèÿ êëåòîê ãîëî-
êëîíîâ ñ ïåðåõîäîì â ñòàöèîíàðíóþ ôàçó ðîñòà íà âðå-
ìåíí*îì èíòåðâàëå 48—72 ÷. Ïðè ýòîì êëåòêè ìåðîêëîíîâ
ñîõðàíÿëè âûñîêóþ ñêîðîñòü ðàçìíîæåíèÿ â òå÷åíèå 72 ÷
êóëüòèâèðîâàíèÿ, ÷èñëî êëåòîê â ëóíêàõ ê ýòîìó ñðîêó
îêàçûâàëîñü âûøå, ÷åì íà ñðîêå 48 ÷, ÷òî ïîäòâåðæäàåò
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Ðèñ. 4. Ãåïàòîñôåðû êëîíàëüíûõ ñóáëèíèé, êóëüòèâèðóåìûõ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå.

Êëåòêè ñåÿëè ïðè íèçêîé ïëîòíîñòè (10 êë./ìë) Íà 8-å ñóò ïîñëå ïîñåâà: à, á — êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 3Í è 6Í ñîîòâåòñòâåííî, ôîðìèðîâà-
íèå êðóïíûõ ñôåðè÷åñêèõ êîëîíèé; â, ã — êëåòêè ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 1Å è 9C ñîîòâåòñòâåííî, îáðàçîâàíèå ìåëêèõ ñôåð, êîòîðûå ïîãèáàëè â

òå÷åíèå 15 ñóò. Îá. 6.3�.

Ðèñ. 5. Äîëè ãîëîêëîíîâ, ìåðîêëîíîâ è ïàðàêëîíîâ îò îáùåãî
÷èñëà êëîíîâ, îáðàçîâàâøèõñÿ ïðè ðåêëîíèðîâàíèè êëåòîê

êëîíàëüíûõ ñóáëèíèé.

Êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ (3Í, 5F è 6Í) è ìåðîêëîíàëüíûõ (1Å è 9Ñ) ñóá-
ëèíèé ñåÿëè ïðè íèçêîé ïëîòíîñòè 40 êë./ìë. ×åðåç 8 ñóò êëåòêè ôèêñè-
ðîâàëè è îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì; ðàññ÷èòûâàëè äîëþ

îáðàçîâàâøèõñÿ ãîëî-, ìåðî- è ïàðàêëîíîâ â %.

Ðèñ. 6. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ãîëîêëîíàëüíûõ
(5F è 6Í) è ìåðîêëîíàëüíûõ (1Å è 9Ñ) ñóáëèíèé.

Êëåòêè ñåÿëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòîâ â îäèíàêîâîé êîíöåíòðà-
öèè. ×åðåç 24, 48 è 72 ÷ ñîäåðæàíèå êëåòîê â ëóíêàõ îïðåäåëÿëè êîëîðè-
ìåòðè÷åñêè ñ ïîìîùüþ MTS-ðåàãåíòà: îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (OD492)
ñîäåðæèìîãî â ëóíêàõ ïðîïîðöèîíàëüíà ÷èñëåííîñòè æèâûõ êëåòîê.
Âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè ïîêàçàíû îøèáêè ñðåäíåãî. Óâåëè÷åíèå ïî-
êàçàòåëÿ OD492 íà ñðîêå îò 24 äî 48 ÷ äîñòîâåðíî ó âñåõ cóáëèíèé
(P < 0.05). Óâåëè÷åíèå ïîêàçàòåëÿ OD492 íà ñðîêå îò 48 äî 72 ÷ äîñòîâåð-
íî ó ìåðîêëîíàëüíûõ ëèíèé 1Å è 9Ñ (P < 0.05) è íåäîñòîâåðíî ó ãîëîê-

ëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 5F è 6Í.



íàøè âèçóàëüíûå íàáëþäåíèÿ î áîëåå âûñîêîé ñêîðîñòè
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé.

Ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è é à í à ë è ç ê ë å ò î ÷ í û õ
ï ð å ï à ð à ò î â , î ê ð à ø å í í û õ ã å ì à ò î ê ñ è ë è í î ì è
ý î ç è í î ì. Ïîñëå ïåðåñåâà êëåòêè ðîäèòåëüñêîé ëèíèè
ãåïàòîìû Çàéäåëà è åå ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 1Å è
9Ñ ðîñëè êëàñòåðàìè, ñîñòîÿùèìè èç ïëîòíî êîíòàêòèðó-
þùèõ äðóã ñ äðóãîì ýïèòåëèîïîäîáíûõ êëåòîê; âìåñòå ñ
òåì ïðèñóòñòâîâàëè îòäåëüíûå âåðåòåíîîáðàçíûå èëè
ôèáðîáëàñòîïîäîáíûå êëåòêè íåáîëüøîãî ðàçìåðà, á*îëü-
øóþ ÷àñòü êîòîðûõ çàíèìàëî ÿäðî (ðèñ. 7, à—ã, ë, ì).
Ïî ìåðå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ äîëÿ ýòèõ êëåòîê ñîêðà-
ùàëàñü, è ïðè äîñòèæåíèè êîíôëþýíòîñòè â íåì ðàç-
ëè÷àëèñü çîíû èç ìåëêèõ êëåòîê íåïðàâèëüíîé ôîð-
ìû (îâàëüíûõ, îêðóãëûõ èëè ìíîãîóãîëüíûõ) è çîíû èç
ýïèòåëèîïîäîáíûõ âàêóîëèçèðîâàííûõ êðóïíûõ êëåòîê
ïîëèãîíàëüíîé ôîðìû; ïðèñóòñòâîâàëè è ìíîãîÿäåðíûå
êëåòêè-ãèãàíòû.

Êëîíàëüíûå ñóáëèíèè 3H, 5F è 6Í, ïîëó÷åííûå èç
ãîëîêëîíîâ, ôîðìèðîâàëè ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû, êîòî-
ðûå ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àëèñü ïî ñâîèì ìîðôîëîãè÷å-
ñêèì õàðàêòåðèñòèêàì îò ðîäèòåëüñêîé ìîíîñëîéíîé ëè-
íèè ãåïàòîìû Çàéäåëà è îò åå ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé
1Å è 9Ñ. Íà îêðàøåííûõ ïðåïàðàòàõ îò÷åòëèâî âèäíî,
÷òî cóáëèíèè 3H, 5F è 6Í ðîñëè êîëîíèÿìè, â öåíòðå êî-
òîðûõ íàáëþäàëîñü ñêîïëåíèå (èëè íàãðîìîæäåíèå) êëå-
òîê (ðèñ. 7, ä—ê); îòäåëÿþùèåñÿ êëåòêè îáðàçîâûâàëè
ðûõëûé ìîíîñëîé èç õàîòè÷íî ðàñïîëîæåííûõ ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíûõ êëåòîê, êîíòàêòû ìåæäó êîòîðûìè îñó-
ùåñòâëÿëèñü çà ñ÷åò òîíêèõ öèòîïëàçìàòè÷åñêèõ îòðîñò-
êîâ.

Ïî äàííûì ìîðôîìåòðèè, êëåòêè âñåõ äî÷åðíèõ êëî-
íàëüíûõ ñóáëèíèé ïî ïëîùàäè óñòóïàëè êëåòêàì ðîäè-
òåëüñêîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà (ðèñ. 8). Ñðåäíÿÿ ïëî-
ùàäü êëåòîê è ÿäåð ãîëîêëîíîâ 3H, 5F è 6Í áûëà íèæå
(Ð < 0.05), ÷åì ñîîòâåòñòâóþùèå ïîêàçàòåëè äëÿ êëåòîê

838 Í. Ï. Òåðþêîâà è äð.

Ðèñ. 7. Îáðàçîâàíèå ìîíîñëîÿ êëåòêàìè ðîäèòåëüñêîé ëèíèè è êëîíàëüíûõ ñóáëèíèé ãåïàòîìû Çàéäåëà: ãîëîêëîíàëüíûõ (3Í, 5F
è 6H) è ìåðîêëîíàëüíûõ (1Å, 9Ñ).

à, á — êëåòêè èñõîäíîé ìîíîñëîéíîé ëèíèè; â, ã — êëåòêè 1Å; ä, å — êëåòêè 3Í; æ, ç — êëåòêè 5F; è, ê — êëåòêè 6Í; ë, ì — êëåòêè 9Ñ. Óâåë.: à, â, ä, æ,
è, ë — îá. 10�; á, ã, å, ç, ê, ì — 40�. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé îáðàçóþò ðûõëûé ìîíîñëîé â îòëè÷èå îò ïëîòíîãî ìîíîñëîÿ êëå-
òîê ðîäèòåëüñêîé ëèíèè è ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé. Êëåòêè âûðàùèâàëè, ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì è ýîçèíîì íà ïîêðîâíûõ

ñòåêëàõ.



ìåðîêëîíîâ 1Å è 9Ñ. Ïðè ýòîì ðàçìåðû ìåðîêëîíàëüíûõ
êëåòîê î÷åíü ñèëüíî âàðüèðîâàëè, è åñëè êëåòêè ìåíüøèõ
ðàçìåðîâ áûëè ñðàâíèìû ïî ïëîùàäè ñ êëåòêàìè ãîëî-
êëîíîâ, òî ïîëèãîíàëüíûå âàêóîëèçèðîâàííûå êëåòêè ñ
÷åòêî î÷åð÷åííîé ïîãðàíè÷íîé ëèíèåé áûëè â íåñêîëüêî
ðàç êðóïíåå.

Âàæíûì ìîðôîìåòðè÷åñêèì ïîêàçàòåëåì îïóõîëå-
âûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ ßÖÎ. Ïî äàííûì Áãàòîâîé ñ ñîàâòî-
ðàìè (2015), óðîâåíü öèòîäèôôåðåíöèðîâêè â ðÿäó êëå-
òîê àñöèòíîé ãåïàòîìû ÃÊ-29 îáðàòíî êîððåëèðóåò ñ ïî-
êàçàòåëåì èõ ßÖÎ. Êàê ïîêàçàëè íàøè ðàñ÷åòû, â êëåòêàõ
ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 3H, 5F è 6Í, â êîòîðûõ ÿäðî
çàíèìàëî á*îëüøóþ ÷àñòü êëåòêè, ñðåäíèå çíà÷åíèÿ èõ
ßÖÎ ñîñòàâëÿëè 1.65 � 0.12, 1.96 � 0.12 è 1.61 � 0.10 ñî-
îòâåòñòâåííî. Äëÿ êëåòîê ìåðîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 1Å è
9C, â êîòîðûõ á*îëüøóþ ÷àñòü çàíèìàëà öèòîïëàçìà, ñðåä-
íèå çíà÷åíèÿ ßÖÎ áûëè íèæå — 0.74 � 0.05 è
0.79 � 0.05 ñîîòâåòñòâåííî. Ìîíîñëîéíàÿ ëèíèÿ ãåïàòî-
ìû Çàéäåëà, êîòîðàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ àñöèòíîé ôîðìîé
îïóõîëè èìååò áîëåå âûñîêèé óðîâåíü öèòîäèôôåðåíöè-
ðîâêè (Staedel, Beck, 1978), îòëè÷àëàñü ñàìûì íèçêèì
ßÖÎ (0.30 � 0.02). Ðàçëè÷èÿ ìåæäó çíà÷åíèÿìè ßÖÎ ó
êëåòîê ðîäèòåëüñêîé ëèíèè, ìåðîêëîíîâ è ãîëîêëîíîâ
ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíû (Ð < 0.05). Íà îñíîâàíèè ðàñ-
ñ÷èòàííûõ íàìè çíà÷åíèé ßÖÎ êëåòî÷íûå ëèíèè ãåïàòî-
ìû Çàéäåëà ìîæíî ðàñïîëîæèòü ïî óðîâíþ äèôôåðåíöè-
ðîâêè â ñëåäóþùåì ïîðÿäêå: ðîäèòåëüñêàÿ ëèíèÿ > ìåðî-
êëîíàëüíûå ëèíèè > ãîëîêëîíàëüíûå ëèíèè.

Òàêèì îáðàçîì, êëîíàëüíûå cóáëèíèè, ïîëó÷åííûå
èç ãîëîêëîíîâ, áûëè ïðåäñòàâëåíû íèçêîäèôôåðåíöèðî-
âàííûìè ôèáðîáëàñòîïîäîáíûìè êëåòêàìè, á*îëüøóþ
÷àñòü ïëîùàäè êîòîðûõ çàíèìàëè ÿäðà; ýòè êëåòêè ôîð-
ìèðîâàëè ðûõëûé ìîíîñëîé èç õàîòè÷íî ðàñïîëîæåííûõ
êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê ýïèòåëèîïîäîáíûå êëåòêè ìåðî-
êëîíîâ èìåëè õàðàêòåðèñòèêè, áëèçêèå ê êëåòêàì èñõîä-
íîé ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà.

Îáñóæäåíèå

Àñöèòíàÿ ãåïàòîìà Çàéäåëà áûëà èíäóöèðîâàíà 4-äè-
ìåòèëàìèíîàçîáåíçîëîì ó äâóõ êðûñ áîëåå 50 ëåò íàçàä
(Çàéäåëà, 1963). Â ðåçóëüòàòå îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè
ïåðâè÷íûõ ãåïàòîì â áðþøíîé ïîëîñòè æèâîòíûõ îáðà-
çîâàëèñü ãåìîððàãè÷åñêèå àñöèòû, ñîäåðæàùèå ìíîãî-
êëåòî÷íûå îñòðîâêè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ýòè àñöèòû äàëè
íà÷àëî äâóì øòàììàì (Ñ è D) ïåðåâèâàåìîé àñöèòíîé
ôîðìû ãåïàòîìû Çàéäåëà. Äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè àñöèò-
íûå ôîðìû ãåïàòîì ïðèâëåêàëè âíèìàíèå èññëåäîâàòå-
ëåé â îñíîâíîì â êà÷åñòâå óäîáíîãî îáúåêòà, ïîçâîëÿþ-
ùåãî ñòàáèëüíî è áûñòðî ïîëó÷àòü íåîáõîäèìîå êîëè÷å-
ñòâî ñâîáîäíûõ îò ñòðîìû îïóõîëåâûõ êëåòîê. Ïðè ýòîì
ïðèðîäà ôëîòèðóþùèõ â àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ìíîãî-
êëåòî÷íûõ îñòðîâêîâ îñòàâàëàñü ìàëî èçó÷åííîé. Ìû îá-
ðàòèëèñü ê èçó÷åíèþ áèîëîãèè êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà
â ñâÿçè ñ íåîáû÷àéíî âûñîêèì ìåòàñòàòè÷åñêèì ïîòåíöè-
àëîì îïóõîëè (Êèñåëåâà è äð., 1972), êîòîðûé ìîæåò
áûòü ñâÿçàí ñ ïðèñóòñòâèåì â åå ñîñòàâå ñóáïîïóëÿöèè
ìåòàñòàòè÷åñêèõ ÎÑÊ. Â ïðåäûäóùåé (Òåðþêîâà è äð.,
2013) è â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âïåðâûå äàëè õàðàêòåðè-
ñòèêè äâóì ëèíèÿì ãåïàòîìû Çàéäåëà, ïîëó÷åííûì íàìè
ïîñëå ýêñïëàíòàöèè â êóëüòóðó êëåòîê èç àñöèòè÷åñêîé
æèäêîñòè êðûñ, — ñóñïåíçèîííîé ëèíèè è ìîíîñëîéíîé.

Äëÿ èçó÷åíèÿ êëåòî÷íîãî ñîñòàâà ìîíîñëîéíîé ëè-
íèè ãåïàòîìû Çàéäåëà ìû èñïîëüçîâàëè ñïîñîáíîñòü êëî-

íîãåííûõ êëåòîê ðàçíîãî óðîâíÿ äèôôåðåíöèðîâêè ïðî-
äóöèðîâàòü êëîíû, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ôîðìå êîëîíèé è
ïðîëèôåðàòèâíîìó ïîòåíöèàëó. Êàê óáåäèòåëüíî ïîêàçà-
íî â íåñêîëüêèõ ðàáîòàõ (Li et al., 2008; Pfeiffer, Schalken,
2010; Doherty et al., 2011; Tan et al., 2011; Yao et al., 2013),
ìîðôîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ êëîíîâ ñëó-
æàò èíôîðìàòèâíûì ìàðêåðîì óðîâíÿ äèôôåðåíöèðîâêè
êëîíîãåííûõ êëåòîê, à èìåííî: ãîëîêëîíû ôîðìèðóþòñÿ
èç ÎÑÊ, ìåðîêëîíû — èç ïåðåõîäíûõ óìíîæàþùèõñÿ
êëåòîê ðàííåé ñòàäèè, à ïàðàêëîíû — èç ïåðåõîäíûõ óì-
íîæàþùèõñÿ êëåòîê ïîçäíåé ñòàäèè; ïðè ýòîì êëåòêè îá-
ðàçóþùèõñÿ ãîëîêëîíîâ èìåþò ïðèçíàêè ÎÑÊ, îáëàäàþò
âûñîêèì ïðîëèôåðàòèâíûì ïîòåíöèàëîì è ñïîñîáíîñòüþ
èíèöèèðîâàòü ðàçâèòèå íîâîé îïóõîëè, òîãäà êàê êëåòêè
ìåðîêëîíîâ èìåþò ïðèçíàêè ÎÏÊ, îòëè÷àþòñÿ îãðàíè-
÷åííûìè ïðîëèôåðàòèâíûìè âîçìîæíîñòÿìè è íå ïðîÿâ-
ëÿþò òóìîðîãåííûõ ñâîéñòâ. C öåëüþ óãëóáëåííîãî èçó-
÷åíèÿ êëåòîê ñ õàðàêòåðèñòèêàìè ÎÑÊ èññëåäîâàòåëè ïî-
ëó÷àþò êëåòî÷íûå ëèíèè èç ãîëîêëîíîâ (Miloszewska
et al., 2010; Rao et al., 2013; Yao et al., 2013), íî ìû íå
âñòðå÷àëè ñîîáùåíèé íè îá îäíîé ëèíèè êëåòîê, ïîëó-
÷åííîé èç ìåðîêëîíîâ.

Èñïîëüçóÿ îòáîð êëîíîâ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðè-
çíàêàì, ìû âïåðâûå ñóìåëè ïîëó÷èòü èç ïîïóëÿöèè êëå-
òîê ìîíîñëîéíîé ëèíèè ãåïàòîìû Çàéäåëà òðè ãîëîêëî-
íàëüíûå ñóáëèíèè (3H, 5F è 6H), êîòîðûå, íåñìîòðÿ íà
äîëãîñðî÷íîå ïàññèðîâàíèå â êóëüòóðå, ñîõðàíèëè îñíîâ-
íîå ñâîéñòâî ãîëîêëîíîâ — ñòâîëîâîñòü, èëè ñïîñîá-
íîñòü èíèöèèðîâàòü ðàçâèòèå àñöèòíîé ôîðû îïóõîëè.
Íàëè÷èå ÎÑÊ â êàæäîé èç ýòèõ ñóáëèíèé ìû äîêàçàëè ýê-
ñïåðèìåíòàëüíî äâóìÿ ñïîñîáàìè. Âî-ïåðâûõ, óñòàíîâèâ
ñïîñîáíîñòü ñóáëèíèé 3H, 5F è 6H èíèöèèðîâàòü in vivo
ðàçâèòèå àñöèòíîé ôîðìû ãåïàòîìû (ðèñ. 3). Âî-âòîðûõ,
ïîäòâåðäèâ íàëè÷èå â ýòèõ ñóáëèíèÿõ ÑÊ ñ ïîìîùüþ
äâóõ òåñòîâ in vitro íà ñòâîëîâîñòü. Â ïåðâîì òåñòå (íà
ñôåðîîáðàçîâàíèå) ìû âûÿâèëè ÑÊ ïî èõ ñïîñîáíîñòè
ïðîëèôåðèðîâàòü â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå ñ îáðàçîâàíè-
åì íåïðèêðåïëÿþùèõñÿ ñôåðè÷åñêèõ êëîíîâ èëè ñôåð
(ðèñ. 4). Âî âòîðîì òåñòå — íà ãîëîêëîíû — ñ ïîìîùüþ
êëîíàëüíîãî àíàëèçà ñóáëèíèé âûÿâèëè ÎÑÊ ïî èõ ñâîé-
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Ðèñ. 8. Ñðåäíÿÿ ïëîùàäü (S) êëåòîê è ÿäåð ãåïàòîìû Çàéäåëà,
ãîëîêëîíàëüíûõ (3Í, 5F è 6H) è ìåðîêëîíàëüíûõ (1Å è 9Ñ)

ñóáëèíèé.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî.



ñòâó ôîðìèðîâàòü ãîëîêëîíû â ïîëíîé ðîñòîâîé ñðåäå
(ðèñ. 5).

Äàëåå, íàì âïåðâûå óäàëîñü ïîëó÷èòü êëîíàëüíûå
ñóáëèíèè (1Å è 9Ñ) èç ìåðîêëîíîâ. Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ñïîñîáíîñòü ýòèõ ìåðîêëîíàëüíûõ ëèíèé ê
äîëãîñðî÷íîìó ïîääåðæàíèþ â êóëüòóðå ñâÿçàíà ñ âûñî-
êèì óðîâíåì èõ ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè: ñêîðîñòü ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê ìåðîêëîíîâ 1Å è 9Ñ ïðè êóëüòèâèðî-
âàíèè in vitro íà âðåìåíí*îì îòðåçêå 48—72 ÷ îêàçûâàëàñü
áîëåå âûñîêîé, ÷åì ó êëåòîê ãîëîêëîíîâ 3H, 5F è 6H
(ðèñ. 6). Ýòè äâå ñóáëèíèè ïåðåæèëè, òàê æå êàê è ãîëî-
êëîíàëüíûå, ïîðÿäêà 30 ïàññàæåé â êóëüòóðå in vitro è
êðèîçàìîðàæèâàíèå, ñîõðàíèâ ïðè ýòîì ñâîéñòâà êëîíî-
ãåííûõ ïåðåõîäíûõ óìíîæàþùèõñÿ êëåòîê — ñïîñîá-
íîñòü ïðè ðåêëîíèðîâàíèè îáðàçîâûâàòü ïðåèìóùåñòâåí-
íî ìåðîêëîíû (ðèñ. 5). Íåáîëüøàÿ äîëÿ ãîëîêëîíîâ, îá-
ðàçóþùèõñÿ ïðè ðåêëîíèðîâàíèè ìåðîêëîíàëüíûõ
ëèíèé, ïîäòâåðæäàåò âûâîäû äðóãèõ èññëåäîâàòåëåé
(Tan et al., 2011; Beaver et al., 2014) î ñïîñîáíîñòè êëåòîê,
íàõîäÿùèõñÿ íà áîëåå íèçêîé ñòóïåíè èåðàðõè÷åñêîé ëå-
ñòíèöû, äàâàòü íà÷àëî êëîíàì áîëåå âûñîêîãî ðàíãà. Êàê
ïîêàçàíî íà äèàãðàììå (ðèñ. 5), êàæäàÿ èç êëîíàëüíûõ
ëèíèé âîñïðîèçâîäèëà in vitro ïðåèìóùåñòâåííî òîò æå
òèï êîëîíèé, îò êîòîðîãî îíà ïðîèçîøëà, íî êðîìå òîãî,
è äðóãèå, ìèíîðíûå, òèïû êëîíîâ. Òàêèì îáðàçîì, íàøè
äàííûå, ïîëó÷åííûå â ýêñïåðèìåíòàõ in vitro, ñâèäåòåëü-
ñòâóþò î âîçìîæíîñòè ïåðåõîäà ÎÏÊ ìåðîêëîíîâ íà áî-
ëåå âûñîêèé óðîâåíü èåðàðõèè — â ÎÑÊ. Ïðè ýòîì, îäíà-
êî, èõ ñîäåðæàíèå â ìåðîêëîíàëüíûõ ëèíèÿõ 1Å è 9C,
ïî-âèäèìîìó, áûëî íåäîñòàòî÷íûì äëÿ îïóõîëåîáðàçîâà-
íèÿ in vivo.

Ïîëó÷åííûå íàìè ðåçóëüòàòû õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ
äàííûìè äðóãèõ àâòîðîâ. Òàê, ïðè ðåêëîíèðîâàíèè êëå-
òîê ãîëîêëîíîâ, âûäåëåííûõ ïóòåì êëîíèðîâàíèÿ êóëü-
òèâèðóåìîé ëèíèè êàðöèíîìû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû,
ïðèìåðíî â îäèíàêîâîé ïðîïîðöèè îáðàçóþòñÿ ãîëîêëî-
íû è ìåðîêëîíû ïðè íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå ïàðà-
êëîíîâ; ÷åðåç 1 ìåñ âåäåíèÿ â êóëüòóðå ñîîòíîøåíèå ãî-
ëîêëîíîâ è ìåðîêëîíîâ èçìåíÿåòñÿ â ïîëüçó ïîñëåäíèõ;
à ïðè ðåêëîíèðîâàíèè êëåòîê ìåðîêëîíîâ ãëàâíûì îáðà-
çîì íàáëþäàåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ìåðîêëîíîâ è ïàðàêëî-
íîâ, íî â íåçíà÷èòåëüíîì êîëè÷åñòâå îïðåäåëÿþòñÿ è ãî-
ëîêëîíû (Tan et al., 2011). Îáà ýòèõ òèïà êëîíîâ îáðàçó-
þòñÿ è ïðè ðåêëîíèðîâàíèè êëåòî÷íîé ëèíèè êàðöèíîìû
ïðîñòàòû DU145, íà îñíîâàíèè ÷åãî àâòîðû ïðåäïîëîæè-
ëè, ÷òî ãîëîêëîíû è ìåðîêëîíû ðàçëè÷àþòñÿ òîëüêî ïðî-
ïîðöèåé ÎÑÊ (Beaver et al., 2014). Â ýòîé ðàáîòå àâòîðû
ïîêàçàëè òàêæå, ÷òî ãîëîêëîíû è ìåðîêëîíû ýêñïðåññè-
ðóþò ìàðêåðû íîðìàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê CD44, a2b1
èíòåãðèí, ÂÌÐ1 è Oct-4, à òàêæå èíäóöèðóþò ðîñò îïó-
õîëåé ó áåñòèìóñíûõ ìûøåé; ïðè ýòîì ìåðîêëîíû îòëè-
÷àþòñÿ áîëåå íèçêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ÑÊ,
áîëåå äëèííûì ëàòåíòíûì ïåðèîäîì äî ìîìåíòà îáíàðó-
æåíèÿ îïóõîëåé in vivo è íåáîëüøèì ðàçìåðîì îáðàçóþ-
ùèõñÿ îïóõîëåé.

Ìû âïåðâûå îáíàðóæèëè âåñüìà çíà÷èòåëüíûå ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó ðîäèòåëüñêîé ìîíîñëîéíîé ëèíèåé ãåïàòîìû
Çàéäåëà è åå êëîíàëüíûìè ñóáëèíèÿìè ïî ìîðôîìåòðè-
÷åñêèì ïàðàìåòðàì: ôîðìå, ðàçìåðàì è ïëîùàäè êëåòîê è
ÿäåð, ïîêàçàòåëþ ßÖÎ è îñîáåííîñòÿì ðîñòà êîëîíèé
(ðèñ. 7, 8). Íàèáîëåå âàæíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ òî, ÷òî êëåò-
êè ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé 3H, 5F è 6H èìåëè ôèáðî-
áëàñòîïîäîáíóþ ìîðôîëîãèþ, ôîðìèðîâàëè ðûõëûé
ìîíîñëîé áåç ïëîòíûõ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è ïðèîá-
ðåòàëè îïðåäåëåííóþ àâòîíîìíîñòü ïî ìåðå ðîñòà ãîëî-

êëîíîâ. Íàøè íàáëþäåíèÿ çà ðîñòîì ãîëîêëîíîâ ïîêàçàëè,
÷òî íà 6—8-å ñóò îò çàðîæäåíèÿ êëîíîâ 3H è 6Í èõ êîëî-
íèè ñîñòîÿëè èç ïëîòíî óïàêîâàííûõ êëåòîê, ïîõîæèõ íà
íåáîëüøèå áëÿøêè ñ ÷åòêîé âíåøíåé ãðàíèöåé (ðèñ. 1, à,
á, è, ê), à ÷åðåç 10 cóò ýòà ïîãðàíè÷íàÿ ëèíèÿ íàðóøàëàñü,
èíäèâèäóàëüíûå êëåòêè îòäåëÿëèñü îò òåëà êîëîíèè è
óñòðåìëÿëèñü ê åå ïåðèôåðèè (ðèñ. 1, â, ã, ë, ì). Äëÿ ãî-
ëîêëîíà 5F äåçèíòåãðàöèÿ ïîäîáíîé êîëîíèè íà÷èíàëàñü
åùå ðàíüøå (ðèñ. 1, ä—ç). Ïåðå÷èñëåííûå ìîðôîëîãè÷å-
ñêèå ïðèçíàêè ðàñòóùèõ ãîëîêëîíàëüíûõ êîëîíèé ãåïà-
òîìû Çàéäåëà íå âïîëíå ñîãëàñóþòñÿ ñ îïèñàíèÿìè ãî-
ëîêëîíîâ èç äðóãèõ îïóõîëåé, ó êîòîðûõ ïîä÷åðêèâàþòñÿ
ïëîòíîå ðàñïîëîæåíèå êëåòîê è ðîâíàÿ ïîãðàíè÷íàÿ ëè-
íèÿ ïî ïåðèìåòðó êîëîíèé (Locke et al., 2005; Li et al.,
2008; Tan et al., 2011). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âûÿâ-
ëåííûå íàìè ïðèçíàêè ÿâëÿþòñÿ àòðèáóòîì ÎÑÊ èìåííî
ìåòàñòàòè÷åñêîé îïóõîëè è ñâèäåòåëüñòâóþò î ñïîñîáíî-
ñòè êëåòîê ãîëîêëîíàëüíûõ ñóáëèíèé (3H, 5F è 6Í) ãåïà-
òîìû Çàéäåëà ê èíäèâèäóàëüíîé ìèãðàöèè.

Â öåëîì íàøè ðåçóëüòàòû óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ìíî-
ãîêëåòî÷íûå ôëîòèðóþùèå îñòðîâêè â àñöèòè÷åñêîé
æèäêîñòè áðþøíîé ïîëîñòè, ñïîíòàííî âîçíèêàþùèå ó
ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ â ðåçóëüòàòå ýâîëþöèè
ïåðâè÷íûõ ñîëèäíûõ ôîðì îïóõîëåé ïå÷åíî÷íî-êëåòî÷-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, ÿâëÿþòñÿ ðàçíîâèäíîñòüþ ìåòàñòà-
òè÷åñêîé îïóõîëè èëè ïðîìåæóòî÷íûì ýòàïîì íà ïóòè
äèññåìèíàöèè îïóõîëè â îðãàíèçìå, ò. å. ýòàïîì ìåòàñòà-
òè÷åñêîãî êàñêàäà. Ïðîâåäåííûé íàìè êëîíàëüíûé àíà-
ëèç êëåòîê àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà ïîêàçàë, ÷òî â ñî-
ñòàâå ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè àñöèòíîé ôîðìû îïóõîëè
ïðèñóòñòâóþò ïî êðàéíåé ìåðå äâå ðàçíûå ñóáïîïóëÿöèè
êëåòîê ñ îïóõîëåèíèöèèðóþùèìè ñâîéñòâàìè: îäíà — â
ñóñïåíçèîííîé ëèíèè (Òåðþêîâà è äð., 2013), äðóãàÿ — â
ìîíîñëîéíîé ëèíèè, èçó÷åííîé â íàñòîÿùåé ðàáîòå. Ýòè
ñóáïîïóëÿöèè ÎÑÊ ðàçëè÷àþòñÿ ïî àäãåçèîííûì ñâîéñò-
âàì, õàðàêòåðó ýêñïðåññèè ýïèòåëèàëüíîé ìîëåêóëû êëå-
òî÷íîé àäãåçèè (EpCAM) è àêòèâíîñòè ñåêðåòèðóåìîé
ìàòðèêñíîé ìåòàëëîïðîòåèíàçû-9 (Òåðþêîâà è äð., 2015).
Îáíàðóæåíèå â ñîñòàâå àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà ñóá-
ïîïóëÿöèé ñ ïðèçíàêàìè ÎÑÊ è ÎÏÊ ïîçâîëÿåò ñäåëàòü
âûâîä îá èåðàðõè÷åñêîé îðãàíèçàöèè êëåòîê â ýòîé ìåòà-
ñòàòè÷åñêîé îïóõîëè.

Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå êëîíàëüíûõ ëèíèé ãåïàòîìû
Çàéäåëà, ñîäåðæàùèõ ÎÑÊ ñ âûñîêîé îïóõîëåèíèöèèðó-
þùåé, ìèãðàöèîííîé è ìåòàñòàòè÷åñêîé àêòèâíîñòüþ, è
èõ ñîïîñòàâëåíèå ñ ëèíèÿìè, ñîäåðæàùèìè ÎÏÊ, ìîæåò
ñóùåñòâåííî ïðèáëèçèòü íàñ ê ïîíèìàíèþ ìåõàíèçìîâ
îïóõîëåâîé ïðîãðåññèè è ìåòàñòàçèðîâàíèÿ. Íàðÿäó ñ
ýòèì óæå ñåé÷àñ ïîëó÷åííûå íàìè êëåòî÷íûå ëèíèè, îáî-
ãàùåííûå ÎÑÊ è ÎÏÊ, ìîæíî èñïîëüçîâàòü è â ïðèêëàä-
íûõ èññëåäîâàíèÿõ, íàïðèìåð äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
òåñòèðîâàíèÿ òàðãåòíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ.
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The aim of our study is to investigate the biology of cancer stem cells (CSC) from a metastatic tumor. Pre-
viously, we explanted the cells of Zajdela ascetic rat hepatoma into in vitro culture. Then, via selection of the
adhesive cells from multicellular floating islets we created a constant monolayer cell line. In present work, we

Ïîëó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà êëîíàëüíûõ ëèíèé ìîíîñëîéíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà 841



cloned the cells of the monolayer line by a limiting dilution method and established five novel clonal sublines
of the hepatoma: three holoclonal sublines containing the CSC and two meroclonal sublines containing the tran-
sit amplifying cells. After a long culture passaging (approximately 30 passages, freezing and de-freezing), the
cells of clonal sublines retain the features of CSC: they have a tumor-initiating potential and produce mainly
holoclones at recloning in a full growth medium and large non-adhesive hepatospheres in a serum-free medium
The morphometric analysis showed that the cells of holoclonal and meroclonal sublines differ significantly in
cell shape and area, in size of the nuclei and in nuclear-cytoplasmic ratio. We have found for the first time that
holoclonal cells of monolayier Zajdela hepatoma line have a fibroblast-like morphology and form contacts with
each other due to membrane protrusions. We assume that the fibroblast-like morphology of CSC is an attribute
of a metastatic tumor and demonstrates the ability of these cells to the individual migration.

K e y w o r d s: hepatoma, cancer stem cells, cloning, holoclones, meroclones, metastasis.
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