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Êëåòêè-ìèøåíè ðàçëè÷íûõ ôîðì ëèòèÿ â ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè ãåïàòîêàðöèíîìû-29

Ðàê ïå÷åíè ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç àãðåññèâíûõ è ãåòåðîãåííûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà. Ïðåïàðàòû ëèòèÿ
áëîêèðóþò ïðîëèôåðàöèþ è âûçûâàþò àïîïòîç êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû, íî íå âûçûâàþò ãèáåëè âñåé
ïîïóëÿöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ ñòàëî âûÿâëåíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ êëå-
òîê-ìèøåíåé ðàçëè÷íûõ ôîðì ëèòèÿ ïðè âîçäåéñòâèè íà ãåïàòîêàðöèíîìó-29. Ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà
áûëà îïðåäåëåíà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû-29 è âûÿâëåíî åå äîçîçàâèñèìîå ñíèæå-
íèå ïðè ââåäåíèè èñõîäíûõ è íàíîðàçìåðíûõ ôîðì êàðáîíàòà è öèòðàòà ëèòèÿ. Íà îñíîâàíèè ìîðôîëî-
ãè÷åñêèõ êðèòåðèåâ ïÿòè ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû-29 áûëè îïðåäåëåíû êëåò-
êè-ìèøåíè ñîëåé ëèòèÿ. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêàìè-ìèøåíÿìè öèòðàòà ëèòèÿ èñõîäíîé è íàíîðàçìåðíîé
ôîðì ÿâëÿþòñÿ ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè I è II ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè, à êàðáîíàòà ëèòèÿ íàíîðàç-
ìåðíîé ôîðìû — äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè IV è V ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè. Âûÿâëåíî, ÷òî êëåòêè
ãåïàòîêàðöèíîìû-29 íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê ïîâðåæäàþùåìó äåéñòâèþ íàíîðàçìåðíûõ ôîðì ñîëåé
ëèòèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ èñõîäíûìè ôîðìàìè, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü áîëåå ýôôåêòèâíîãî âîçäåéñòâèÿ
íà îïóõîëåâûé ðîñò.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñîëè ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíûå ôîðìû ëèòèÿ, ãåïàòîêàðöèíîìà-29, êëåòêè-ìèøåíè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÃÊ-29 — ãåïàòîêàðöèíîìà-29, GSK 3b — ãëèêîãåíñèíòàçàêèíàçà 3b.

Ãåïàòîêàðöèíîìà ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç íàèáîëåå àãðåñ-
ñèâíûõ îïóõîëåé ÷åëîâåêà è, íåñìîòðÿ íà äîñòèãíóòûå
óñïåõè â äèàãíîñòèêå è ëå÷åíèè, îñòàåòñÿ ïÿòîé ïî ðàñ-
ïðîñòðàíåííîñòè è òðåòüåé ïî óðîâíþ ñìåðòíîñòè ïàòî-
ëîãèåé â ìèðå, îáóñëîâëåííîé íàëè÷èåì ðåçèñòåíòíîñòè
ê ïðîâîäèìîé õèìèîòåðàïèè (Zhou et al., 2015). Îäíèì èç
âàæíûõ ôàêòîðîâ ðàçâèòèÿ óñòîé÷èâîñòè ê òåðàïèè ÿâëÿ-
åòñÿ ãåòåðîãåííîñòü ïîïóëÿöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Cas-
sidy et al., 2015). Îïóõîëåâóþ ãåòåðîãåííîñòü ìîãóò îáó-
ñëîâëèâàòü ðàçëè÷íûå ïðè÷èíû, ñâÿçàííûå ñ äåéñòâèåì
êëåòî÷íûõ (ãåíåòè÷åñêèõ, ýïèãåíåòè÷åñêèõ) è íåêëåòî÷-
íûõ (ñòðîìàëüíûõ) ôàêòîðîâ (Alizadeh et al., 2015; Cassi-
dy et al., 2015). Ðàçíîîáðàçèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ìîæåò
áûòü ñâÿçàíî ñ íåñòàáèëüíîñòüþ ãåíîìà (Li, Wang, 2015)
è âëèÿíèåì ìèêðîîêðóæåíèÿ (Cassidy et al., 2015; Li,
Wang, 2015). Òåîðèÿ «ðàêîâûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê» (cancer
stem cells) (Öûíêàëîâñêèé è äð., 2008) ïðåäïîëàãàåò ðàç-
âèòèå îïóõîëè â âèäå äâóõ ðàçëè÷íûõ ïîïóëÿöèé êëåòîê.
Ïåðâàÿ, ìåíüøàÿ ïî ÷èñëåííîñòè, ñîäåðæèò çëîêà÷åñò-
âåííûå ðàêîâûå ñòâîëîâûå êëåòêè, äëèòåëüíî æèâóùèå,
ñïîñîáíûå ê ìèãðàöèè, ñàìîîáíîâëåíèþ è äèôôåðåíöè-
ðîâêå (Ma et al., 2008; Khan et al., 2015). Âòîðàÿ ïîïóëÿ-
öèÿ ñîñòàâëÿåò áîëüøóþ ÷àñòü îïóõîëè è ïðåäñòàâëåíà
÷àñòè÷íî äèôôåðåíöèðîâàííûìè îïóõîëåâûìè êëåòêàìè
(Ma et al., 2008). Äëÿ ðàçðàáîòêè ñïîñîáîâ ïîäàâëåíèÿ
îïóõîëåâîãî ðîñòà àêòóàëüíûìè ÿâëÿþòñÿ èññëåäîâàíèÿ
âîçìîæíîñòè íàïðàâëåííîãî âîçäåéñòâèÿ íà ðàçëè÷íûå
òèïû îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Ïðè ðàçðàáîòêå ìåòîäîâ òàðãåòíîé òåðàïèè îïóõîëåé
èñïîëüçóþò ñðåäñòâà ñ ðàçíûìè ìåõàíèçìàìè äåéñòâèÿ, â
òîì ÷èñëå âëèÿþùèå íà êëåòî÷íûé öèêë. Îäíèì èç íà-
ïðàâëåíèé èññëåäîâàíèé â äàííîé îáëàñòè ÿâëÿåòñÿ èñ-
ïîëüçîâàíèå ñîëåé ëèòèÿ äëÿ èíäóêöèè àïîïòîçà è àðåñòà
êëåòî÷íîãî öèêëà îïóõîëåâûõ êëåòîê â ôàçå G2+Ì (Hos-
sein et al., 2012). Ñîåäèíåíèÿ ëèòèÿ ðàññìàòðèâàþò êàê
ïîòåíöèàëüíûå àãåíòû òàðãåòíîé òåðàïèè, ñïîñîáíûå çà-
ìåäëèòü ðîñò îïóõîëè. Â ÷àñòíîñòè, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïðèìåíåíèå íàíîðàçìåðíûõ ÷àñòèö êàðáîíàòà ëèòèÿ ïðè-
âîäèò ê áëîêèðîâàíèþ îïóõîëåâîãî ðîñòà ãåïàòîêàðöèíî-
ìû (Áãàòîâà è äð., 2014). Îäíàêî àâòîðàì óêàçàííîé ðàáî-
òû íå óäàëîñü ïîëíîñòüþ ïîäàâèòü îïóõîëåâóþ ïðîãðåñ-
ñèþ, ÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ãåòåðîãåííîñòüþ
ãåïàòîêàðöèíîìû (Ma, Chan, 2008).

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëî
âûÿâëåíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ êëåòîê-ìèøåíåé ðàç-
ëè÷íûõ ôîðì ñîëåé ëèòèÿ ïðè âîçäåéñòâèè íà ãåïàòîêàð-
öèíîìó-29.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ãåïàòîêàðöèíîìó-29 (ÃÊ-29) ïîëó÷èëè è âåðèôè-
öèðîâàëè ñîòðóäíèêè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè è ãåíåòèêè
ÑÎ ÐÀÍ (Êàëåäèí è äð., 2009). Êëåòêè ÃÊ-29 êóëüòè-
âèðîâàëè â ðîñòîâîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå RPMI ñ ñîäåð-
æàíèåì 10 % ñûâîðîòêè êðîâè ïëîäîâ êîðîâû â CO2-èí-

2 0 1 6 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 58, ¹ 3

186



êóáàòîðå ïðè 37 °Ñ. Ïîñåâíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîñòàâëÿëà
2.0�106 êëåòîê â 1 ìë.

Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðîâ îïóõîëåâîãî ðîñòà èñïîëüçî-
âàëè êàðáîíàò ëèòèÿ (Chemetall, Ãåðìàíèÿ) è öèòðàò ëè-
òèÿ (ÎÎÎ «Êîìïîíåíò-Ðåàêòèâ», Ðîññèÿ) â âèäå èñõîä-
íîé è íàíîðàçìåðíîé ôîðì. Íàíîðàçìåðíûå ôîðìû ñîëåé
ëèòèÿ ïîëó÷àëè èç èñõîäíûõ ôîðì ïóòåì ìåõàíîàêòèâà-
öèè îáðàçöîâ â ìåëüíèöå-àêòèâàòîðå ïëàíåòàðíîãî òèïà
ÀÃÎ-2Ñ (Èñóïîâ è äð., 2013). Ðàçìåð ÷àñòèö ñîëåé ëèòèÿ
îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà (JEM
1400, ßïîíèÿ), îí ñîñòàâèë 10 íì.

Öèòîòîêñè÷íîñòü ïðåïàðàòîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ
ÌÒÒ-òåñòà, ïîçâîëÿþùåãî âûÿâèòü êîëè÷åñòâî æèçíå-
ñïîñîáíûõ êëåòîê ïî èçìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ðàñòâîðà (Sylvester, 2011). Äàííûé ìåòîä îñíîâàí íà ñïî-
ñîáíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíûõ äåãèäðîãåíàç êëåòîê âîññòà-
íàâëèâàòü ÌÒÒ-ðåàãåíò (3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2-èë)-2,5-
äèôåíèë-2Í-òåòðàçîëèóì áðîìèäà) (Sigma, ÑØÀ) äî ôè-
îëåòîâîãî êðèñòàëëè÷åñêîãî ôîðìàçàíà, ðàñòâîðèìîãî â
äèìåòèëñóëüôîêñèäå (ÄÌÑÎ). Òàêèì îáðàçîì, êîëè÷åñò-
âî îáðàçîâàâøåãîñÿ ôîðìàçàíà ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíî
êîëè÷åñòâó ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíûõ êëåòîê, à èíòåíñèâ-
íîñòü îêðàøèâàíèÿ íàïðÿìóþ îòðàæàåò èõ æèçíåñïîñîá-
íîñòü.

Êëåòêè ÃÊ-29 ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷íûå êóëüòóðàëü-
íûå ïëàíøåòû â êîíöåíòðàöèè 20—30�103 êëåòîê íà ëóí-
êó è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè 37 °Ñ âî âëàæíîé
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 5 % äâóîêèñè óãëåðîäà (ñòàíäàðòíûå
óñëîâèÿ). Äàëåå â ïëàíøåòû âíîñèëè ïðåïàðàòû ëèòèÿ â
øèðîêîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé (îò 0.00001 äî 20 ìÌ)
è êóëüòèâèðîâàëè êëåòêè â ïðèñóòñòâèè ñîëåé ëèòèÿ â òå-
÷åíèå 24 ÷ ïðè ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ èñïîëüçîâàëè ëóíêè ñ êëåòêàìè ÃÊ-29 ñ ïèòàòåëüíîé
ñðåäîé áåç äîáàâëåíèÿ ïðåïàðàòà. Çàòåì â êàæäóþ ëóíêó
äîáàâëÿëè ÌÒÒ-ðåàãåíò â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
250 ìêã/ìë, èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 4 ÷, äàëåå äî-
áàâëÿëè ïî 100 ìêë ÄÌÑÎ â êàæäóþ ëóíêó. Ïîñëå ðàñ-
òâîðåíèÿ êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà (÷åðåç 60 ìèí) îïðåäåëÿ-
ëè çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóáñòðàòà â ëóíêàõ ñ
ïîìîùüþ ìèêðîïëàíøåòíîãî ôîòîìåòðà Multiskan FC
(ThermoScientific, ÑØÀ) ïðè äëèíå âîëíû 620 íì. Äîëþ
(â %) æèçíåñïîñîáíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê âû÷èñëÿëè ïî
ôîðìóëå (îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà îïûòà / îïòè÷å-
ñêàÿ ïëîòíîñòü ðàñòâîðà êîíòðîëÿ) �100.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìîðôîëîãèè êëåòîê-ìèøåíåé ñîëåé
ëèòèÿ íàìè áûëè âûáðàíû 2 êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòîâ —
5 è 10 ìÌ, ïðè êîòîðûõ îñòàâàëîñü êàê ìèíèìóì 40 %
æèçíåñïîñîáíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê. Â êà÷åñòâå êîíòðî-
ëÿ èñïîëüçîâàëè èíòàêòíûå êëåòêè ÃÊ-29 (êîíòðîëü). Äëÿ
ñâåòîîïòè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íóþ âçâåñü ÃÊ-29
ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ïàðàôîðìàëüäåãèäà,
ïðèãîòîâëåííîì íà ñðåäå Õåíêñà, äîôèêñèðîâàëè â òå÷å-
íèå 1 ÷ â 1%-íîì ðàñòâîðå ÎsO4 (òåòðîêñèä îñìèÿ) (Sig-
ma, ÑØÀ) íà ôîñôàòíîì áóôåðå (pH 7.4), îáåçâîæèâàëè â
ðàñòâîðàõ ýòèëîâîãî ñïèðòà âîçðàñòàþùåé êîíöåíòðàöèè
è çàêëþ÷àëè â ýïîí (Serva, Ãåðìàíèÿ). Ïîëóòîíêèå ñðåçû
òîëùèíîé 1 ìêì ïîëó÷àëè íà óëüòðàìèêðîòîìå Leica EM
UC7 (Ãåðìàíèÿ/Øâåéöàðèÿ), îêðàøèâàëè òîëóèäèíîâûì
ñèíèì è èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà LEI-
CA DME (Ãåðìàíèÿ).

Ìîðôîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû ImageJ (Wayne Rasband,
ÑØÀ). Îïðåäåëÿëè äèàìåòðû ÿäåð è öèòîïëàçìû, îáúå-
ìû ÿäåð è öèòîïëàçìû è ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îò-
íîøåíèå îïóõîëåâûõ êëåòîê ÃÊ-29. Âñåãî èññëåäîâàëè

756 êëåòîê. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðàíåå äàííûì (Áãàòîâà
è äð., 2015), ïî âåëè÷èíå ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
ñîîòíîøåíèÿ êëåòêè ìîæíî âûäåëèòü ïÿòü ñòàäèé äèôôå-
ðåíöèðîâêè. Äëÿ êëåòîê êàæäîé ñòàäèè áûëè îïðåäåëåíû
ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (Ì) è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (SD)
ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî îòíîøåíèÿ. Äîñòîâåðíîñòü
ðàçëè÷èé ìåæäó âûäåëåííûìè ñòàäèÿìè äèôôåðåíöèðîâ-
êè êëåòîê ÃÊ-29 îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ïàêåòà ïðîãðàì-
ìíîãî îáåñïå÷åíèÿ Statistica 6.0, ñ èñïîëüçîâàíèåì
U-êðèòåðèÿ Ìàííà—Óèòíè ïðè óðîâíå äîñòîâåðíîñòè
95 % (p < 0.05).

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: 3-(4,5-äèìåòèëòè-
àçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèë-2Í-òåòðàçîëèóì áðîìèäà, òåòðî-
êñèä îñìèÿ (Sigma, ÑØÀ); ýïîí (Serva, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ñ ïîìîùüþ ÌÒÒ-òåñòà îöåíèâàëè æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê ÃÊ-29 è âûÿâèëè åå äîçîçàâèñèìîå ñíèæåíèå ïðè
âîçäåéñòâèè ðàçëè÷íûõ ôîðì êàðáîíàòà è öèòðàòà ëèòèÿ
(ðèñ. 1). Ïðè êîíöåíòðàöèÿõ ñîëåé ëèòèÿ ìåíåå 5 ìÌ ìå-
íüøóþ äîëþ æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ÃÊ-29 îòìå÷àëè
ïðè äîáàâëåíèè â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó êàðáîíàòà ëèòèÿ èñ-
õîäíîé è íàíîðàçìåðíîé ôîðì. Ïðè êîíöåíòðàöèè ñîëåé
ëèòèÿ 5 è 10 ìÌ áîëåå âûðàæåííûé ýôôåêò íà æèçíåñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê íàáëþäàëè ïðè èñïîëüçîâàíèè èñõîäíîé
è íàíîðàçìåðíîé ôîðì öèòðàòà ëèòèÿ, íåæåëè êàðáîíàòà
ëèòèÿ. Â ÷àñòíîñòè, ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÃÊ-29 ñ
èñõîäíîé ôîðìîé öèòðàòà ëèòèÿ â äîçàõ 5 è 10 ìÌ äîëÿ
æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê ñîñòàâèëà 66 è 40 % ñîîòâåòñò-
âåííî (ðèñ. 1). Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ òèïîâ
êëåòîê ÃÊ-29, çà ñ÷åò êîòîðûõ ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå
äîëè æèçíåñïîñîáíûõ êëåòîê, áûëè âûáðàíû êîíöåíòðà-
öèè ñîëåé ëèòèÿ 5 è 10 ìÌ.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðàíåå äàííûì î ðàñïðåäåëå-
íèè êëåòîê ÃÊ-29 íà ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè è íà îñíî-
âàíèè âûäåëåííûõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ êðèòåðèåâ ïÿòè ñòà-
äèé äèôôåðåíöèðîâêè (Áãàòîâà è äð., 2015), êëåòêè ÃÊ-29
âñåõ èññëåäóåìûõ ãðóïï áûëè ðàçäåëåíû íà ïÿòü òèïîâ â
çàâèñèìîñòè îò âåëè÷èíû ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî
èíäåêñà (ßÖÈ) (ðèñ. 2, à). Ýòè çíà÷åíèÿ ñîñòàâèëè äëÿ
I ñòàäèè — 0.49 � 0.08; II — 0.34 � 0.03; III — 0.25 � 0.03;
IV — 0.15 � 0.03; V — 0.07 � 0.02. Àíàëèç ðàñïðåäåëå-
íèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ïî ñòàäèÿì äèôôåðåíöèðîâêè â
êîíòðîëüíîé ãðóïïå ïîêàçàë, ÷òî êëåòêè I ñòàäèè ñîñòàâ-
ëÿëè 7.5 % îò îáùåãî ÷èñëà, II — 14.5, III — 30.8, IV —
33.9 è V — 13.2 %. Äîáàâëåíèå ñîëåé ëèòèÿ â ñðåäó èçìå-
íÿëî ýòî ñîîòíîøåíèå (ðèñ. 2, á, â).

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÃÊ-29 ñ ñîëÿìè ëèòèÿ â
äîçå 5 ìÌ îòìå÷àëè óìåíüøåíèå äîëè êëåòîê II ñòàäèè
äèôôåðåíöèðîâêè ïðè èñïîëüçîâàíèè èñõîäíîé ôîðìû
öèòðàòà ëèòèÿ è ñíèæåíèå äîëè êëåòîê I—III ñòàäèé äèô-
ôåðåíöèðîâêè ïðè âîçäåéñòâèè íàíîðàçìåðíîé ôîðìû
öèòðàòà ëèòèÿ (ðèñ. 3, à). Ñîîòíîøåíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ
êëåòîê ÃÊ-29 íå èçìåíÿëîñü ïðè äîáàâëåíèè â ñðåäó èñ-
õîäíîé ôîðìû êàðáîíàòà ëèòèÿ â òàêîé æå äîçå, à ïðè
âîçäåéñòâèè êàðáîíàòà ëèòèÿ íàíîðàçìåðíîé ôîðìû íà-
áëþäàëè ñíèæåíèå äîëè êëåòîê I ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâ-
êè (ðèñ. 3, á).

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê ÃÊ-29 ñ öèòðàòîì ëèòèÿ
â äîçå 10 ìÌ èñõîäíîé è íàíîðàçìåðíîé ôîðì ïðîèñõî-
äèëî ñíèæåíèå äîëè êëåòîê I—III ñòàäèé äèôôåðåíöè-
ðîâêè (ðèñ. 3, â). Ïðè âîçäåéñòâèè êàðáîíàòà ëèòèÿ èñ-
õîäíîé ôîðìû íå íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíûõ îòëè÷èé â ñî-
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îòíîøåíèè êëåòîê ðàçíîãî òèïà ïî ñðàâíåíèþ ñ ãðóïïîé
êîíòðîëÿ (ðèñ. 3, ã). Äàííûå î æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê
(50 %) ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè ñ 10 ìÌ êîíöåíòðàöèåé
êàðáîíàòà ëèòèÿ èñõîäíîé ôîðìû (ðèñ. 1) ïîêàçûâàþò,
÷òî ãèáåëü êëåòîê ÃÊ-29 íå çàâèñåëà îò ñòàäèè äèôôåðåí-
öèðîâêè. Ïðè ââåäåíèè íàíîðàçìåðíîé ôîðìû êàðáîíàòà
ëèòèÿ â äîçå 10 ìÌ íå áûëî âûÿâëåíî êëåòîê IV è V ñòà-
äèé äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 3, ã).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åííûå â äàííîì èññëåäîâàíèè ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î äîçîçàâèñèìîì ñíèæåíèè æèçíåñïîñîá-
íîñòè êëåòîê ÃÊ-29 ïðè èõ êóëüòèâèðîâàíèè ñ ðàçëè÷íû-
ìè ôîðìàìè ñîëåé ëèòèÿ.

Èñïîëüçîâàíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ êðèòåðèåâ ñòàäèé
äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÃÊ-29 (Áãàòîâà è äð., 2015) ñïî-
ñîáñòâîâàëî âûÿâëåíèþ êëåòîê-ìèøåíåé, íàèáîëåå ÷óâ-
ñòâèòåëüíûõ ê âîçäåéñòâèþ ðàçëè÷íûõ ôîðì ëèòèÿ. Èìè
îêàçàëèñü êëåòêè I—II ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè, óìåíü-
øåíèå äîëè êîòîðûõ â áîëüøåé ñòåïåíè îòìå÷àëè ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè íàíîðàçìåðíûõ ôîðì öèòðàòà ëèòèÿ â êîí-
öåíòðàöèÿõ 5 è 10 ìÌ. Ââåäåíèå íàíîðàçìåðíûõ ÷àñòèö
êàðáîíàòà ëèòèÿ â äîçå 10 ìÌ ïðèâîäèëî ê ýëèìèíàöèè
êëåòîê IV è V ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè. Ðàíåå áûëî ïî-
êàçàíî (Áãàòîâà è äð., 2015), ÷òî ïðåîáëàäàþùèì ïóëîì
êëåòîê ÃÊ-29 ÿâëÿþòñÿ äèïëîèäíûå ïðîëèôåðèðóþùèå

êëåòêè I—III ñòàäèé, ñ íàèáîëüøèìè çíà÷åíèÿìè ÿäåð-
íî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî èíäåêñà. Êëåòêè IV è V ñòàäèé
áûëè îòíåñåíû ê äèôôåðåíöèðîâàííûì êëåòêàì, èìåþ-
ùèì îãðàíè÷åííûå ïîòåíöèè ê äåëåíèþ. Ñëåäîâàòåëüíî,
êëåòêàìè-ìèøåíÿìè öèòðàòà ëèòèÿ ïðåèìóùåñòâåííî ÿâ-
ëÿþòñÿ ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûå ïðîëèôåðèðóþùèå
êëåòêè, à êàðáîíàòà ëèòèÿ — äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåò-
êè ÃÊ-29. Âûÿâëåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó äåéñòâèåì íàíî-
ðàçìåðíûõ ôîðì öèòðàòà è êàðáîíàòà ëèòèÿ è èõ èñõîä-
íûìè ôîðìàìè, âåðîÿòíî, ìîæíî îáúÿñíèòü èçâåñòíûì
ôàêòîì î áîëüøåé ðåàêöèîííîé ñïîñîáíîñòè íàíî÷àñòèö
ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì âåùåñòâîì (Tee et al., 2015).

Â ëèòåðàòóðå îáñóæäàþòñÿ ðàçëè÷íûå ìåõàíèçìû ãè-
áåëè êëåòîê îïóõîëè ïðè âîçäåéñòâèè ñîëåé ëèòèÿ. Èìå-
þòñÿ ñâåäåíèÿ î âëèÿíèè ëèòèÿ íà ïðîëèôåðàöèþ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê è èíäóêöèþ àïîïòîçà (Hossein et al., 2012;
Li et al., 2014). Ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü ëèòèÿ èíãèáèðîâàòü
âíóòðèêëåòî÷íûé ôåðìåíò ãëèêîãåíñèíòàçàêèíàçó 3b
(GSK 3b) (Greenblatt et al., 2010; Freland, Beaulieu, 2012;
Hossein et al., 2012; Li et al., 2014), êîòîðûé èãðàåò âàæ-
íóþ ðîëü â ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññ
êàíöåðîãåíåçà. Â ÷àñòíîñòè, ïðè èçó÷åíèè êëåòîê ðàêà
ïðîñòàòû áûëî âûÿâëåíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè
GSK 3b ïîâûøàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ôàêòîðó íåêðîçà
îïóõîëåñâÿçàííîìó ñ àïîïòîçèíäóöèðóþùèì ëèãàíäîì
(TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL), îïîñðåäó-
þùåìó àïîïòîç â êëåòêàõ îïóõîëè (Hossein et al., 2012).
Èçâåñòíî, ÷òî áåëîê TRAIL, ïðèñóòñòâóþùèé â ðàçëè÷-
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Ðèñ. 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû-29 ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ ôîðì ñîëåé ëèòèÿ ïî ðåçóëüòàòàì ÌÒÒ-òåñòà.

ÖË — öèòðàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà; ÖË-í — öèòðàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà; ÊË — êàðáîíàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà; ÊË-í — êàðáîíàò ëèòèÿ,
íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå ñîëåé ëèòèÿ â ðàçëè÷íîé êîíöåíòðàöèè íà êîëè÷åñòâî êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû-29 ðàçíûõ ñòàäèé äèôôåðåíöè-
ðîâêè (I—V).

à, â — äîáàâëåíèå èñõîäíîé è íàíîðàçìåðíîé ôîðì öèòðàòà ëèòèÿ â äîçàõ 5 (à) è 10 (â) ìÌ; á, ã — èñõîäíîé è íàíîðàçìåðíîé ôîðì êàðáîíàòà ëèòèÿ â
äîçàõ 5 (á) è 10 (ã) ìÌ. ÖË — öèòðàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà; ÖË-í — öèòðàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà; ÊË — êàðáîíàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà;

ÊË-í — êàðáîíàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà.
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Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ãåïàòîêàðöèíîìû-29 (ÃÊ-29) ïî ñòàäèÿì äèôôåðåíöèðîâêè (I—V).

à — ìîðôîëîãè÷åñêèå òèïû êëåòîê ÃÊ-29 ðàçëè÷íûõ ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè; á, â — ñîîòíîøåíèå êëåòîê ÃÊ-29 íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ äèôôåðåíöè-
ðîâêè ïðè ââåäåíèè ñîëåé ëèòèÿ â äîçàõ 5 (á) è 10 (â) ìÌ. ÖË — öèòðàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà; ÖË-í — öèòðàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà; ÊË —

êàðáîíàò ëèòèÿ, èñõîäíàÿ ôîðìà; ÊË-í — êàðáîíàò ëèòèÿ, íàíîðàçìåðíàÿ ôîðìà.



íûõ òêàíÿõ ÷åëîâåêà, ïóòåì ñâÿçûâàíèÿ ñî ñïåöèôè÷å-
ñêèìè DR-ðåöåïòîðàìè (decoy receptor 1, 2, 3, 4, 5) ïåðå-
äàåò ñèãíàë àïîïòîçà â êëåòêó ÷åðåç àêòèâàöèþ êàñïàç 8 è
10 (Lim et al., 2015). Èìåþùèåñÿ â ëèòåðàòóðå äàííûå
óêàçûâàþò íà òî, ÷òî ëèòèé ñïîñîáåí áëîêèðîâàòü ïðîëè-
ôåðàöèþ â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ïîñðåäñòâîì çàäåðæêè
êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G2+Ì (Hossein et al., 2012). Òàê-
æå ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü ëèòèÿ âëèÿòü íà ïðîöåññû àóòî-
ôàãèè â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ïóòåì èíãèáèðîâàíèÿ ôåð-
ìåíòà èíîçèòîëìîíîôîñôàòàçû, ó÷àñòâóþùåãî â êàíöå-
ðîãåíåçå (O’Donovan et al., 2015).

Âûÿâëåííûå íàìè ìîðôîëîãè÷åñêèå òèïû êëåòîê-ìè-
øåíåé ðàçëè÷íûõ ôîðì ñîëåé ëèòèÿ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ
çàïóñêîì ðàçíûõ ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè.

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ
êðèòåðèåâ ïÿòè ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè êëåòîê ÃÊ-29
ïîçâîëèëî îïðåäåëèòü êëåòêè-ìèøåíè ðàçëè÷íûõ ôîðì
ñîëåé ëèòèÿ. Ê êëåòêàì-ìèøåíÿì öèòðàòà ëèòèÿ ìîæíî
îòíåñòè ïðåèìóùåñòâåííî ìàëîäèôôåðåíöèðîâàííûå
êëåòêè I—II ñòàäèè äèôôåðåíöèðîâêè, óìåíüøåíèå äîëè
êîòîðûõ â áîëüøåé ñòåïåíè îòìå÷àëè ïðè èñïîëüçîâàíèè
íàíîðàçìåðíîé ôîðìû öèòðàòà ëèòèÿ. Ïðè âîçäåéñòâèè
èñõîäíîé ôîðìû êàðáîíàòà ëèòèÿ íå âûÿâëåíî ïðåîáëà-
äàþùåé ýëèìèíàöèè îïðåäåëåííîãî êëåòî÷íîãî òèïà
ÃÊ-29. Êëåòêàìè-ìèøåíÿìè íàíîðàçìåðíîé ôîðìû êàð-
áîíàòà ëèòèÿ ïðåèìóùåñòâåííî ÿâëÿþòñÿ êëåòêè IV è
V ñòàäèé äèôôåðåíöèðîâêè. Ñëåäîâàòåëüíî, êëåòêè
ÃÊ-29 íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê ïîâðåæäàþùåìó äåéñò-
âèþ íàíîðàçìåðíûõ ôîðì ñîëåé ëèòèÿ, êîòîðûå äàþò
âîçìîæíîñòü áîëåå ýôôåêòèâíîãî âëèÿíèÿ íà îïóõîëå-
âûé ðîñò, ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ èñõîäíûìè ôîðìàìè.
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THE TARGET CELLS OF DIFFERENT LITHIUM FORMS IN HETEROGENEOUS

POPULATION HEPATOCARCINOMA-29
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Liver cancer is one of the most aggressive and heterogeneous human tumors. Lithium salts are block proli-
feration and induce apoptosis of hepatocarcinoma cells but do not cause the death of the entire cell population.
The aim of the study was to identify the morphological types of target cells of various lithium forms at influen-
ce on hepatocarcinoma-29. Using MTT test, the hepatocarcinoma-29 cells viability was determined and a dose-
dependent decrease in the viability of the cells exposed to lithium carbonate, lithium citrate and nanosized
forms of lithium carbonate and lithium citrate were revealed. Target cells for lithium salts were identified on the
basis of morphological criteria of 5 stages of hepatocarcinoma-29 cells differentiation. It has been shown that
the target cells for lithium citrate of initial and nanosized forms of are proliferating cells of I and II stages of dif-
ferentiation, and the target cells for nanosized form of lithium carbonate are the differentiated cells at IV and
V stages of differentiation. It has been revealed that hepatocarcinoma-29 cells are most susceptible to the dama-
ge effects of nanosized form of lithium salts in comparison to their original forms, which allows better impact
on the tumor growth.

K e y w o r d s: lithium salts, nanosized forms of lithium, hepatocarcinoma-29, target cells.
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