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Õàðàêòåðèñòèêà íîâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà

Ãëèîáëàñòîìû — îïóõîëè íåéðîýêòîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îòëè÷àþùèåñÿ âûñîêîé ñòå-
ïåíüþ ãåòåðîãåííîñòè. Îïóõîëåâûå êëåòêè, âûäåëåííûå èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ ñ ãëèî-
áëàñòîìàìè, ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íåîäíîðîäíûå ïîïóëÿöèè, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ìîðôîëîãèè, ôåíîòèïó
è ãåíåòè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíà õàðàêòåðèñòèêà äâóõ íîâûõ ëèíèé
ãëèîáëàñòîì — R1 è Ò2, âûäåëåííûõ èç îïóõîëåâîé òêàíè ïàöèåíòîâ â 2010 ã. Èññëåäîâàíû ìîðôîëîãè-
÷åñêèå è öèòîõèìè÷åñêèå îñîáåííîñòè êëåòîê, ýêñïðåññèÿ íåéðîíàëüíûõ, ìåçåíõèìíûõ è ýíäîòåëèàëü-
íûõ ìàðêåðîâ, à òàêæå àêòèâíîñòü ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðÿä ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà è âíóòðèêëåòî÷íûõ áåëêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Êëåòêè
ëèíèé R1 è Ò2 ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé ìîðôîëîãè÷åñêè: äëÿ ëèíèè Ò2 áûëî õàðàêòåðíî ïðèñóòñòâèå
ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê. Ïî ýêñïðåññèè b-òóáóëèíà III, MGMT è áåëêà ð53 êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ R1 áûëà áî-
ëåå ãåòåðîãåííà, ÷åì ëèíèÿ Ò2. Ëèíèè ãëèîáëàñòîì R1 è Ò2 ðàçëè÷àëèñü òàêæå ïî ïðèñóòñòâèþ è ñîîò-
íîøåíèþ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, íåñóùèõ ìåçåíõèìíûå, íåéðîíàëüíûå è ýíäîòåëèàëüíûå ìàðêåðû. Òàê,
íåéðîíàëüíûå ìàðêåðû CD133/2 è CD56 áûëè îáíàðóæåíû òîëüêî íà êëåòêàõ ëèíèè R1. Îáåèì ëèíèÿì
áûëè ñâîéñòâåííû âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ TGFß1, VEGF è FGF2(b), áîëåå íèçêàÿ
àêòèâíîñòü EGF, à òàêæå âûñîêàÿ ýêñïðåññèÿ ãåíîâ THBS1 è aSMA, îäíàêî àêòèâíîñòü áîëüøèíñòâà
èçó÷åííûõ ãåíîâ â êëåòêàõ R1 áûëà âûøå, ÷åì â êëåòêàõ Ò2. Íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëè â îòíî-
øåíèè ýêñïðåññèè HGF, FAP è TNC. Ïðè ñðàâíåíèè äâóõ íîâûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì R1 è Ò2 ñ äàâíî èñ-
ïîëüçóåìûìè ëèíèÿìè À172 è T98G ïîêàçàíî, ÷òî ëèíèÿ R1 îáëàäàåò çíà÷èòåëüíûì ñõîäñòâîì ñ À172,
à ãëèîáëàñòîìà Ò2 — ñ êëåòêàìè T98G. Ïî-âèäèìîìó, ðàçëè÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè R1 è Ò2 îïðåäåëÿþòñÿ â
áîëüøåé ñòåïåíè íå âðåìåíåì êóëüòèâèðîâàíèÿ, à õàðàêòåðèñòèêàìè èñõîäíûõ îïóõîëåé.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ëèíèè ãëèîáëàñòîì, ïîâåðõíîñòíûå ìàðêåðû, ðîñòîâûå ôàêòîðû, ýêñïðåññèÿ
ãåíîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà, dNTP — äåçîêñèíóêëåî-
çèäòðèôîñôàòû, EGF — ýïèäåðìàëüíûé ðîñòîâîé ôàêòîð, FAP — áåëîê àêòèâèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ,
FGF2(b) — îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà ôèáðîáëàñòîâ 2, GAPDH — ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà,
GFAP — ãëèàëüíûé ôèáðèëëÿðíûé êèñëûé áåëîê, HGF — ãåïàòîöèòàðíûé ôàêòîð ðîñòà, MGMT —
Î6-ìåòèëãóàíèí-ÄÍÊ-ìåòèëòðàíñôåðàçà, aSMA — ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí a2, TGFb1 — òðàíñôîðìè-
ðóþùèé ðîñòîâîé ôàêòîð b1, THBS1 — òðîìáîñïîíäèí-1, TNC — òåíàñöèí Ñ, VEGF — ôàêòîð ðîñòà
ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ.

Ãëèîáëàñòîìû ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé îïóõîëè íåéðîýê-
òîäåðìàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ, îòëè÷àþùèåñÿ âûñîêîé
ñòåïåíüþ ãåòåðîãåííîñòè. Êàæäàÿ ãëèîáëàñòîìà íåñåò â
ñåáå ÷åðòû óíèêàëüíîñòè. Îïóõîëè, âîçíèêøèå ó ðàçíûõ
ïàöèåíòîâ, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìîðôîëîãèè, ôåíîòèïó è ãå-
íåòè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì êëåòîê. Ïðè ýòîì êàæäàÿ èç
òàêèõ îïóõîëåé ñôîðìèðîâàíà íåîäíîðîäíûìè êëåòî÷-
íûìè ïîïóëÿöèÿìè. Íàêîíåö, ïî ìåðå ðàçâèòèÿ ãëèî-
áëàñòîìû ýâîëþöèîíèðóþò, èçìåíÿþòñÿ ñîîòíîøåíèå è
ñâîéñòâà ñîñòàâëÿþùèõ èõ êëåòîê. Â ýòîé ñèòóàöèè ïîä-
õîäû ê òåðàïèè ãëèîáëàñòîì, ó÷èòûâàþùèå îñîáåííîñòè

êîíêðåòíîé îïóõîëè, ìîãëè áû îêàçàòüñÿ áîëåå ýôôåê-
òèâíûìè, ÷åì óíèâåðñàëüíûå ñõåìû ëå÷åíèÿ ýòîãî çàáî-
ëåâàíèÿ. Îäíàêî ïðèçíàêè ãëèîáëàñòîì, êîòîðûå ìîãëè
áû ñëóæèòü íàäåæíûìè ìàðêåðàìè ïðè âûáîðå ñðåäñòâ
òåðàïèè ïàöèåíòîâ, äî ñèõ ïîð íå îïðåäåëåíû.

Äëÿ èçó÷åíèÿ ìîðôîëîãè÷åñêèõ, ôåíîòèïè÷åñêèõ,
áèîõèìè÷åñêèõ è ãåíåòè÷åñêèõ îñîáåííîñòåé ãëèîáëà-
ñòîì èñïîëüçóþò êëåòî÷íûå ëèíèè, ïîëó÷åííûå èç îïó-
õîëåâîé òêàíè ïàöèåíòîâ. Íåñìîòðÿ íà àêòóàëüíîñòü èñ-
ñëåäîâàíèÿ äàâíî ñîçäàííûõ ïîñòîÿííûõ êëåòî÷íûõ ëè-
íèé, ñîõðàíÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü ïîëó÷åíèÿ íîâûõ ëèíèé
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ãëèîáëàñòîì äëÿ èçó÷åíèÿ ìíîãîîáðàçèÿ èõ ôîðì, âàðè-
àíòîâ èçìåí÷èâîñòè è ïîèñêà çíà÷èìûõ äëÿ ñîçäàíèÿ
ñðåäñòâ èíäèâèäóàëèçèðîâàííîé òåðàïèè ìàðêåðîâ.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îõàðàêòåðèçîâàíû äâå íîâûå ëè-
íèè ãëèîáëàñòîì — R1 è Ò2, âûäåëåííûå èç îïåðàöèîí-
íîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ â ëàáîðàòîðèè êëåòî÷íîé áèî-
ëîãèè ÏÈßÔ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) â 2010 ã. Öåëü ðàáîòû
ñîñòîÿëà â îïðåäåëåíèè ìîðôîëîãè÷åñêèõ è öèòîõèìè÷å-
ñêèõ îñîáåííîñòåé êëåòîê, ýêñïðåññèè íåéðîíàëüíûõ, ìå-
çåíõèìíûõ è ýíäîòåëèàëüíûõ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ, à
òàêæå àêòèâíîñòè ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðÿä ðîñòîâûõ ôàê-
òîðîâ, áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è âíóòðèêëåòî÷-
íûõ áåëêîâ, õàðàêòåðíûõ äëÿ êëåòîê ìåçåíõèìíîãî ïðî-
èñõîæäåíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ëèíèÿ R1 ïîëó÷åíà èç îïóõî-
ëåâîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòà ìóæñêîãî ïîëà â âîçðàñòå
45 ëåò ñ äèàãíîçîì ïðîäîëæåííûé ðîñò ãëèîáëàñòîìû ëå-
âîé ëîáíîé äîëè, ëèíèÿ T2 — èç îïóõîëåâîãî ìàòåðèàëà
ïàöèåíòà ìóæñêîãî ïîëà â âîçðàñòå 61 ãîäà ñ äèàãíîçîì
ìóëüòèôîðìíàÿ ãëèîáëàñòîìà ïðàâûõ òåìåííîé è çàòû-
ëî÷íîé äîëåé. Îáå ëèíèè áûëè ïîëó÷åíû â 2010 ã. Ìàòå-
ðèàë ïîëó÷àëè ñ èíôîðìèðîâàííîãî ñîãëàñèÿ ïàöèåíòîâ.

Êëåòêè ëèíèé ãëèîáëàñòîì êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
a-ÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè (ÝÒÑ), ãëþòàìèí è ãåíòàìèöèí, ïðè 37 °Ñ è 5 %
ÑÎ2. Ïåðåñåâ êëåòîê ïðîâîäèëè êàæäûå 3—4 ñóò, èñïîëü-
çóÿ ðàñòâîð èç ñìåñè òðèïñèíà è âåðñåíà. Ê íà÷àëó èññëå-
äîâàíèé ëèíèè R1 è Ò2 ïðîøëè 29 è 23 ïàññàæåé ñîîòâåò-
ñòâåííî.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è è ì ì ó í î ö è ò î õ è ì è ÷ å -
ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ. Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà
êëåòêè ôèêñèðîâàëè ëåäÿíûì ýòàíîëîì, îêðàøèâàëè ïî
Ìàé-Ãðþíâàëüäó—Ãèìçå è ôîòîãðàôèðîâàëè, èñïîëüçóÿ
èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï ñ öèôðîâîé êàìåðîé (Nikon,
ßïîíèÿ). Äëÿ èììóíîöèòîõèìè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ
êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â êàìåðàõ íà ñòåêëàõ (BD Falcon
CultureSlides). Ïðèñóòñòâèå ìàðêåðíûõ áåëêîâ âûÿâëÿëè
ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ê âèìåíòèíó, ãëèàëüíîìó ôèáðèëëÿð-
íîìó êèñëîìó áåëêó (GFAP), b-òóáóëèíó III, Ki67, S100,
p53 è MGMT. Äëÿ âèçóàëèçàöèè èñïîëüçîâàëè íàáîð ðåà-
ãåíòîâ Dako REAL EnVision Detection System-HRP/
DAB+. ßäðà îêðàøèâàëè ãåìàòîêñèëèíîì. Èçîáðàæåíèÿ
ïîëó÷àëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñêàíåðà Leica SCN 400 (Leica
Microsystems, Ãåðìàíèÿ) ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Aperio
Image Scope (Leica Microsystems, Ãåðìàíèÿ).

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Ïîñëå ñíÿòèÿ ñ ïî-
âåðõíîñòè ôëàêîíîâ êëåòêè äâàæäû îòìûâàëè áóôåðíûì
ðàñòâîðîì BD FBS, çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ê ïî-
âåðõíîñòíûì ìàðêåðàì CD31, CD90, CD106 è CD147 (ìå-
÷åííûå FITC), àíòèòåëà ê CD29, CD34, CD44, CD56,
CD73, CD105, CD146, CD151 è CD166 (ìå÷åííûå ôèêî-
ýðèòðèíîì), àíòèòåëà ê CD133/2 (ìå÷åííûå àëëîôèêîöè-
àíèíîì), à òàêæå ñîîòâåòñòâóþùèå èçîòèïè÷åñêèå êîíò-
ðîëè. Äëÿ ôèêñàöèè îêðàøåííûõ êëåòîê ïðèìåíÿëè ðàñ-
òâîð BD CellFix. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà ïðîòî÷íîì
öèòîôëóîðèìåòðå BD FACS Calibur (Becton Dickinson,
ÑØÀ). Äàííûå àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû
BD Cell Quest Pro (Becton Dickinson, ÑØÀ).

Ì å ò î ä ï î ë è ì å ð à ç í î é ö å ï í î é ð å à ê ö è è
( Ï Ö Ð) â ð å æ è ì å ð å à ë ü í î ã î â ð å ì å í è. Ïîðÿäîê

ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèÿ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìå-
ðîâ îïèñàíû ðàíåå (Êèñåëåâà è äð., 2016). Äëÿ ðåàêöèè
îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè âî âñåõ îáðàçöàõ èñïîëüçîâàëè
500 íã ÐÍÊ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðåäñòàâëÿëè â
âèäå ðàçíèöû (DÑÒ) ìåæäó ïîðîãîâûì öèêëîì èññëåäóå-
ìîãî ãåíà è ãåíà ñðàâíåíèÿ GAPDH. ÑÒ — ïîðîãîâûé
öèêë, ñîîòâåòñòâóþùèé ÷èñëó öèêëîâ àìïëèôèêàöèè, íå-
îáõîäèìûõ äëÿ äîñòèæåíèÿ ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ ôëóî-
ðåñöåíöèè.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Èññëåäîâàíèÿ
ïðîâåäåíû â 3—4 ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îá-
ðàáîòêè äàííûõ ïðèìåíÿëè ïðîãðàììû Microsoft Excel è
STATISTICA 6.0. Äëÿ ïðîâåðêè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé
èñïîëüçîâàëè U-êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ñðåäà a-MEM ñ
ãëþòàìèíîì, ãåíòàìèöèí è ðàñòâîð òðèïñèí—âåðñåí
(ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ); íàáîð êðàñèòåëåé Ìàé-Ãðþíâàëüä-
Ãèìçà (Bio-Optica, Èòàëèÿ); ãåìàòîêñèëèí (Histoline, Ðîñ-
ñèÿ); ìîíîêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ê b-òóáóëèíó
êëàññà III (êëîí EP1569Y, Epitomics, ÑØÀ); ìîíîêëîíà-
ëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ê Ki67 (êëîí SP6, Termo Scienti-
fic, ÑØÀ); ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê p53
(êëîí DO-7; Leica Biosystems, Ãåðìàíèÿ); ìîíîêëîíàëü-
íûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê âèìåíòèíó (êëîí V9); ìîíîêëî-
íàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ê GFAP (êëîí 6F2); ïîëèêëî-
íàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ê S100 è Dako REAL EnVisi-
on Detection System-HRP/DAB+ kit (DAKO, Äàíèÿ);
ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ê MGMT (Abcam,
Àíãëèÿ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê CD133/2 APC
(êëîí 293C3; Miltenyi Biotec, Ãåðìàíèÿ); ìå÷åííûå ôëóî-
ðîõðîìàìè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê CD29, CD31,
CD34, CD44, CD56, CD73, CD90, CD105, CD106, ÑD146,
ÑD147, ÑD151 è CD166, ñîîòâåòñòâóþùèå èçîòèïè÷å-
ñêèå êîíòðîëè, BD FBS è BD CellFix (Becton Dickinson,
ÑØÀ); TRIzol Reagent (Life Technologies, ÑØÀ);
M-MuLV îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû, ñìåñü dNTP, ran-
dom-ïðàéìåð, Hot-start Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, áóôåð äëÿ
Hot-start Taq-ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû è ðàñòâîð MgCl2 (Ñèáýí-
çèì, Ðîññèÿ); Sybr Green (BioDye, Ðîññèÿ); RiboLock
RNAse inhibitor è ÝÒÑ Hyclone (Thermo Scientific, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ëèíèÿ ãëèîáëàñòîìû R1 ïî ìîðôîëîãè÷åñêîìó ñîñòà-
âó áûëà ïðåäñòàâëåíà êëåòêàìè àñòðîöèòàðíîé è îòðîñò-
÷àòîé ôîðì, â òî âðåìÿ êàê äëÿ ëèíèè Ò2 áûëè õàðàêòåð-
íû âåðåòåíîâèäíûå è àñòðîöèòàðíûå êëåòêè. Ëèíèÿ Ò2
îòëè÷àëàñü ïðèñóòñòâèåì áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êðóïíûõ
è ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê (ðèñ. 1).

Îáå ëèíèè ãëèîáëàñòîì îáëàäàëè âûñîêîé ïðîëèôå-
ðàòèâíîé àêòèâíîñòüþ. Ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì èñ-
ñëåäîâàíèè ìàðêåð ïðîëèôåðàöèè Ki67 áûë âûÿâëåí áî-
ëåå ÷åì â 90 % êëåòîê R1 è T2 (ðèñ. 2, à, á). Ïðè ïîñåâíîé
äîçå 16 òûñ. êë./ñì2 âðåìÿ óäâîåíèÿ êóëüòóðû R1 â ëîãà-
ðèôìè÷åñêîé ôàçå ðîñòà ñîñòàâëÿëî 36—40 ÷, â êóëüòóðå
Ò2 ýòîò ïîêàçàòåëü âàðüèðîâàë â ïðåäåëàõ 32—36 ÷.

Èììóíîöèòîõèìè÷åñêèé àíàëèç êëåòîê R1 è Ò2 ïîêà-
çàë, ÷òî ïðàêòè÷åñêè âñå îíè ñîäåðæàëè áåëîê ïðîìåæó-
òî÷íûõ ôèëàìåíòîâ âèìåíòèí è íå íåñëè â öèòîïëàçìå
ìàðêåðîâ íåéðîãëèè GFAP è S100. Íåéðîíàëüíûé ìàðêåð
b-òóáóëèí III áûë âûÿâëåí âî âñåõ êëåòêàõ ëèíèè Ò2 è â
áîëüøèíñòâå (îêîëî 80 %) êëåòîê ëèíèè R1. Áåëîê p53
áûë òàêæå îáíàðóæåí âî âñåõ êëåòêàõ ëèíèè Ò2 è òîëüêî
â íåáîëüøîé ïîïóëÿöèè (îêîëî 20 %) êëåòîê R1. Ôåð-
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ìåíò MGMT, ó÷àñòâóþùèé â ïðîöåññå ðåïàðàöèè ÄÍÊ,
áûë âûÿâëåí â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, îäíàêî ïðèñóò-
ñòâîâàë íå âî âñåõ êëåòêàõ. Òàêèì îáðàçîì, ïî ýêñïðåññèè
b-òóáóëèíà III è áåëêà p53 ëèíèÿ ãëèîáëàñòîìû R1 ïðåä-
ñòàâëÿëà ñîáîé áîëåå ãåòåðîãåííóþ ïîïóëÿöèþ êëåòîê,
÷åì ëèíèÿ T2.

Èçâåñòíî, ÷òî ýêñïðåññèÿ íåéðîíàëüíûõ èëè ìåçåí-
õèìíûõ ìàðêåðîâ â ãëèîáëàñòîìàõ âî ìíîãîì îïðåäåëÿåò
ïåðñïåêòèâû ðàçâèòèÿ îïóõîëè è åå ýâîëþöèîíèðîâà-
íèå (Philips et al., 2006; Verhaak et al., 2010). Ïðè ðàñ-
ñìîòðåíèè ðåçóëüòàòîâ àíàëèçà ïîâåðõíîñòíûõ àíòè-
ãåíîâ ìàðêåðû, îòíîñÿùèåñÿ ê ýòèì ëèíèÿì äèôôåðåí-
öèðîâêè, áûëè âûäåëåíû îòäåëüíî. Áîëåå 95 % êëåòîê
ëèíèé R1 è Ò2 íåñëè íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè ìåçåíõèì-
íûå ìàðêåðû CD29, CD44 è CD166 (ñì. òàáëèöó). Ïî ýêñ-
ïðåññèè äâóõ äðóãèõ ìàðêåðîâ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê —
CD90 è CD105 — ëèíèè ãëèîáëàñòîì çíà÷èòåëüíî ðàç-
ëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé. Îáà ýòè ìàðêåðà áûëè ïðåäñòàâ-
ëåíû íà áîëüøèíñòâå êëåòîê T2 è òîëüêî íà ÷åòâåðòè ïî-
ïóëÿöèè êëåòîê ëèíèè R1 (ðèñ. 3). Ïðè èññëåäîâàíèè
íåéðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ áûëè âûÿâëåíû åùå áîëåå âûðà-
æåííûå ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ ëèíèÿìè (ñì. òàáëèöó;
ðèñ. 3). Ëèíèÿ T2 íå ñîäåðæàëà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ CD56 (NCAM) è CD133/2, òîãäà êàê â ñîñòàâå ãëèî-
áëàñòîìû R1 ïðèñóòñòâîâàëî 70.0 % CD56+- è 20.0 %
CD133/2+-êëåòîê. Áåëîê êëåòî÷íîé àäãåçèè CD106
(VCAM) áûë îáíàðóæåí òîëüêî íà êëåòêàõ ëèíèè R1
(10.2 % êëåòîê) (ðèñ. 3). Ýíäîòåëèàëüíûõ ìàðêåðîâ CD31
è CD34 íå áûëî îáíàðóæåíî íè íà îäíîé èç ëèíèé ãëèî-
áëàñòîì.

Íà êëåòêàõ ëèíèé R1 è T2 áûë âûñîêî ýêñïðåññèðî-
âàí ìåìáðàííûé áåëîê CD151, ñâÿçàííûé ñ ïîäâèæíî-
ñòüþ è ìåòàñòàçèðîâàíèåì êëåòîê (Kohno et al., 2002), è
ãëèêîïðîòåèí CD147, ñòèìóëèðóþùèé ñèíòåç ìàòðèêñ-
íûõ ìåòàëëîïðîòåèíàç è ñïîñîáñòâóþùèé àíãèîãåíåçó
(Tang et al., 2005; Yang et al., 2013).

Îöåíêà óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ ëèíèé R1
è Ò2 ïîêàçàëà, ÷òî ýòèì êëåòêàì ñâîéñòâåííû âûñîêàÿ àê-
òèâíîñòü ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ TGFß1, VEGF è
FGF2(b) è ñóùåñòâåííî áîëåå íèçêàÿ àêòèâíîñòü ãåíà
EGF. Ãåí HGF â êëåòêàõ R1 áûë ýêñïðåññèðîâàí íà áîëåå
âûñîêîì óðîâíå, ÷åì â êëåòêàõ Ò2. Îáå êëåòî÷íûå ëèíèè
õàðàêòåðèçîâàëèñü âûñîêîé ýêñïðåññèåé ãåíîâ òðîìáî-

ñïîíäèíà (THBS1) è aSMA. Àêòèâíîñòü ãåíîâ òåíàñöèíà
Ñ (TNC) è FAP â êëåòêàõ R1 áûëà ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì
â êëåòêàõ Ò2 (ðèñ. 4).

Îáñóæäåíèå

Ïîëó÷åíèå êóëüòèâèðóåìûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì è
èñïîëüçîâàíèå èõ â êà÷åñòâå ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäå-
ëåé âåäóòñÿ ñ ñåðåäèíû ÕÕ â., è ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè
îïèñàíû äåñÿòêè òàêèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé. Íàðÿäó ñ îáùè-
ìè õàðàêòåðèñòèêàìè îíè èìåþò èíäèâèäóàëüíûå îñî-
áåííîñòè è øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â ëàáîðàòîðíîé ïðàê-
òèêå.
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Ðèñ. 1. Êëåòî÷íûå ëèíèè ãëèîáëàñòîì R1 (à) è T2 (á).

Îêðàñêà ïî Ìàé-Ãðþíâàëüäó—Ãèìçå. Îá. 20�.

Ýêñïðåññèÿ ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ
â ëèíèÿõ ãëèîáëàñòîì R1 è T2

Ìàðêåð
Äîëÿ ïîçèòèâíûõ êëåòîê, %

R1 Ò2

Ì å ç å í õ è ì í û å ì à ð ê å ð û

CD29 99.1 � 0.5 99.0 � 0.2

CD44 99.4 � 0.2 99.2 � 0.3

CD166 96.0 � 0.8 97.9 � 1.1

CD73 84.0 � 2.0 99.4 � 0.2

CD90 25.3 � 2.0 70.4 � 1.9

CD105 28.8 � 2.2 70.4 � 1.6

Í å é ð î í à ë ü í û å ì à ð ê å ð û

CD56 70.0 � 3.0 0.5 � 0.1

CD133/2 20.0 � 3.2 0.4 � 0.1

Ý í ä î ò å ë è à ë ü í û å ì à ð ê å ð û

CD106 10.2 � 0.6 0.20 � 0.05

CD31 0.20 � 0.05 0.10 � 0.05

CD34 0.7 � 0.2 0.20 � 0.05

Ä ð ó ã è å ì à ð ê å ð û

CD146 74.9 � 2.3 98.8 � 0.6

CD147 98.7 � 0.3 99.6 � 0.2

CD151 99.0 � 0.3 96.9 � 0.6
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Äëèòåëüíîå êóëüòèâèðîâàíèå êëåòî÷íûõ ëèíèé ìî-
æåò ñîïðîâîæäàòüñÿ óòðàòîé èìè ðÿäà èñõîäíî ïðèñóùèõ
ñâîéñòâ è ïðèîáðåòåíèåì íîâûõ. Äëÿ èçó÷åíèÿ òàêîé âû-
ñîêîãåòåðîãåííîé îïóõîëè, êàê ãëèîáëàñòîìà, öåëåñî-
îáðàçíî îäíîâðåìåííî èñïîëüçîâàòü íåñêîëüêî ðàçëè-
÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé êëåòî÷íûõ ëèíèé. Ýòî äèêòóåò
íåîáõîäèìîñòü ïîëó÷åíèÿ è èçó÷åíèÿ íîâûõ ëèíèé ãëèî-
áëàñòîì, à òàêæå ñðàâíåíèÿ èõ ñ èçâåñòíûìè êëåòî÷íûìè
ëèíèÿìè. Ðàíåå â ðàáîòå Êèñåëåâîé ñ ñîàâòîðàìè (2016)
áûëè ïðèâåäåíû ñðàâíèòåëüíûå õàðàêòåðèñòèêè ëèíèé
ãëèîáëàñòîì À172 è Ò98G, äàâíî èñïîëüçóåìûõ â ëàáîðà-
òîðíîé ïðàêòèêå. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíà õà-
ðàêòåðèñòèêà äâóõ íîâûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì
÷åëîâåêà — R1 è Ò2.

Ìîðôîëîãè÷åñêè ëèíèè R1 è Ò2 ïðåäñòàâëÿëè ñîáîé
ãåòåðîãåííûå ïîïóëÿöèè êëåòîê. Ïðè ýòîì ëèíèÿ Ò2, òàê
æå êàê è ãëèîáëàñòîìû À172 è Ò98G, õàðàêòåðèçîâàëàñü
ïðèñóòñòâèåì áîëüøîãî ÷èñëà êðóïíûõ è ìíîãîÿäåðíûõ
êëåòîê. Âñåì ÷åòûðåì êëåòî÷íûì ëèíèÿì áûëà ñâîéñò-
âåííà âûñîêàÿ ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè. Íîâûå ëèíèè íå
ýêñïðåññèðîâàëè GFAP, â ÷åì áûëè ñõîæè ñ êëåòêàìè
À172 è Ò98G. Ðåçóëüòàòû èììóíîöèòîõèìè÷åñêèõ èññëå-

äîâàíèé ïîêàçàëè, ÷òî ïî ýêñïðåññèè b-òóáóëèíà III,
MGMT è áåëêà ð53 ëèíèÿ R1 ïðåäñòàâëåíà áîëåå ãåòåðî-
ãåííûìè ïîïóëÿöèÿìè, ÷åì ëèíèÿ Ò2.

Âàæíîé õàðàêòåðèñòèêîé îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåò-
ñÿ ýêñïðåññèÿ ìàðêåðîâ, ñâÿçàííûõ ñ óñòîé÷èâîñòüþ ê òå-
ðàïèè. Òàê, óñòîé÷èâîñòü ê õèìèîòåðàïèè ìîæåò áûòü
ñâÿçàíà ñ ðåïàðèðóþùåé àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà MGMT.
Êëåòêè ãëèîáëàñòîì R1 è T2, òàê æå êàê è êëåòêè Ò98G,
ýêñïðåññèðîâàëè MGMT, ÷òî îòëè÷àëî èõ îò êëåòîê À172
(Yoshino et al., 2010). Îäíèì èç ôàêòîðîâ, ðåãóëèðóþùèõ
êëåòî÷íûé öèêë è èãðàþùèõ âàæíóþ ðîëü â ðàçâèòèè
àïîïòîçà, ÿâëÿåòñÿ áåëîê ð53. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ
âûÿâëåíèÿ ýòîãî áåëêà èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êëîíà
DO-7, êîòîðûå ñâÿçûâàþò íå òîëüêî áåëîê äèêîãî òèïà,
íî è åãî ìóòàíòíóþ ôîðìó. Ïðè èììóíîöèòîõèìè÷åñêîì
èññëåäîâàíèè ð53 áûë îáíàðóæåí âî âñåõ êëåòêàõ ãëèî-
áëàñòîìû T2, â òî âðåìÿ êàê ëèíèÿ R1 îêàçàëàñü ãåòåðî-
ãåííîé ïî ýòîìó ïîêàçàòåëþ — òîëüêî îêîëî 20 % êëåòîê
â íåé áûëè ð53-ïîçèòèâíûìè. Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ êëåòîê
Ò98G õàðàêòåðíà ýêñïðåññèÿ ìóòàíòíîãî áåëêà p53, à
êëåòêè À172 ýêñïðåññèðóþò ãåí äèêîãî òèïà (Melendez
et al., 2011).
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Ðèñ. 2. Âíóòðèêëåòî÷íûå àíòèãåíû â êëåòêàõ ëèíèé R1 (à, â, ä, æ, è, ë, í) è T2 (á, ã, å, ç, ê, ì, î), âûÿâëåííûå ìåòîäîì èììóíîöè-
òîõèìèè: Ki67 (à, á), âèìåíòèí (â, ã), GFAP (ä, å), S100 (æ, ç), b-òóáóëèí (è, ê), p53 (ë, ì) è MGMT (í, î).

Ìàñøòàáíûå îòðåçêè — 100 ìêì.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè ïîâåðõíîñòíûõ ìàðêåðîâ êëåòîê R1 è T2, âûÿâëåííûå ïðè öèòîôëóîðèìåòðè÷å-
ñêîì àíàëèçå.

Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (óñë. åä.); ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ñîáûòèé. Íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ êëåòîê, íåñóùèõ
ñîîòâåòñòâóþùèé àíòèãåí, ïî ñðàâíåíèþ ñ èçîòèïè÷åñêèì êîíòðîëåì.



Ïîïóëÿöèè êëåòîê íîâûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì R1 è
Ò2, êàê è ðàíåå îïèñàííûõ ëèíèé À172 è T98G, âûñîêî
ýêñïðåññèðîâàëè ìåçåíõèìíûå ìàðêåðû CD29, CD44 è
CD166 è áûëè îäíîðîäíûìè ïî ýòèì ïîêàçàòåëÿì. Ïî ýê-
ñïðåññèè äðóãèõ ìåçåíõèìíûõ ìàðêåðîâ — CD105 è
CD90 — íîâûå ëèíèè ðàçëè÷àëèñü ìåæäó ñîáîé è îòëè-
÷àëèñü îò êëåòîê ëèíèé À172 è T98G. Íàèìåíüøèå ïî
÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè êëåòîê, íåñóùèå ìàðêåðû CD90
è CD105, áûëè âûÿâëåíû â ëèíèè T98G, à íàèáîëüøèå —
â ëèíèè T2. Íåéðîíàëüíûå ìàðêåðû CD133/2 è CD56 îá-
íàðóæåíû íà êëåòêàõ ëèíèé R1 è A172, â òî âðåìÿ êàê íà
êëåòêàõ T2 è T98G ýòèõ ìàðêåðîâ âûÿâëåíî íå áûëî. Âå-
ðîÿòíåå âñåãî, ýòî ìîæíî îáúÿñíèòü áîëåå àêòèâíîé ýêñï-
ðåññèåé â êëåòêàõ R1 è A172 ãåíîâ, îïîñðåäóþùèõ íåé-
ðîíàëüíóþ äèôôåðåíöèðîâêó. Ðàíåå îòìå÷àëîñü íàëè÷èå
îáðàòíîé êîððåëÿöèè â ýêñïðåññèè ãåííûõ ïàòòåðíîâ, àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ ýêñïðåññèåé ãåíà CD133, è ïàòòåðíîâ,
ñâÿçàííûõ ñ èíäóêöèåé ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìàëüíîãî
ïåðåõîäà (Zarkoob et al., 2013). Áîëüøèíñòâî êëåòîê íî-
âûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì è ëèíèé À172 è T98G ýêñïðåññè-
ðîâàëî ìàðêåðû CD147 è CD151. Àíòèãåí CD146 ïðèñóò-
ñòâîâàë áîëåå ÷åì ó 95 % êëåòîê A172, T98 è T2 è òîëüêî
ó 75 % êëåòîê R1. Ïðè ýòîì 10 % êëåòîê R1 íåñëè ìîëå-
êóëû êëåòî÷íîé àäãåçèè CD106 (VCAM-1), îòñóòñòâîâàâ-
øèå íà êëåòêàõ ëèíèè Ò2 è îïèñàííûõ ðàíåå ëèíèé. Ýí-
äîòåëèàëüíûõ ìàðêåðîâ CD31 è CD34 íå áûëî îáíàðóæå-
íî íè â îäíîé èç ðàññìàòðèâàåìûõ ëèíèé.

Èçó÷åíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ òàêæå âûÿâèëî ðàçëè÷èÿ
ìåæäó êëåòêàìè ëèíèé R1 è Ò2. Àêòèâíîñòü áîëüøèíñòâà
èçó÷åííûõ ãåíîâ â êëåòêàõ R1 áûëà âûøå, ÷åì â êëåòêàõ
Ò2, ïðè ýòîì íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ íàáëþäàëèñü â îòíî-
øåíèè ãåíîâ HGF è FAP (ðèñ. 4). Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòà-
òû áûëè ïîëó÷åíû íàìè ðàíåå äëÿ êëåòîê ëèíèé À172 è
Ò98G. Òàê, êëåòêàì À172 áûë ñâîéñòâåí áîëåå âûñîêèé
óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ VEGF, FGF(b), EGF è THBS1, à
íàèáîëüøèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó ýòèìè ëèíèÿìè êàñàëèñü ãå-
íîâ HGF, TNC è FAP.

Èçó÷åíèå íîâûõ ëèíèé R1 è Ò2 è èõ ñðàâíåíèå ñ äàâ-
íî ñóùåñòâóþùèìè À172 è T98G ïîçâîëèëè íàðÿäó ñ îá-
ùèìè ñâîéñòâàìè âûÿâèòü ðÿä èíäèâèäóàëüíûõ õàðàêòå-
ðèñòèê. Îêàçàëîñü, ÷òî ïî íåêîòîðûì ïîêàçàòåëÿì íàáëþ-

äàåòñÿ ñõîäñòâî ìåæäó êëåòêàìè ãëèîáëàñòîì R1 è À172,
à òàêæå ìåæäó ëèíèÿìè Ò2 è T98G. Ïî-âèäèìîìó, ðàçëè-
÷èÿ ìåæäó ëèíèÿìè îïðåäåëÿþòñÿ â áîëüøåé ñòåïåíè íå
âðåìåíåì êóëüòèâèðîâàíèÿ, à õàðàêòåðèñòèêàìè èñõîä-
íîãî ìàòåðèàëà îïóõîëè. Èñïîëüçîâàíèå íåñêîëüêèõ
ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé ëèíèé öåëåñîîáðàçíî ïðè
èññëåäîâàíèè äåéñòâèÿ íà ãëèîáëàñòîìû õèìèîòåðàïåâ-
òè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ è îáëó÷åíèÿ, òàê êàê äàåò âîçìîæ-
íîñòü ëó÷øåãî ïîíèìàíèÿ èíäóöèðóåìûõ èìè ïðîöåññîâ
è äàëüíåéøåé ðàçðàáîòêè áîëåå ýôôåêòèâíûõ ñõåì ëå÷å-
íèÿ.
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Ðèñ. 4. Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ ëè-
íèé ãëèîáëàñòîì R1 è T2.

Ïî ãîðèçîíòàëè — óðîâíè DÑÒ; ïî âåðèêàëè — íàçâàíèÿ ãåíîâ.
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Glioblastomas are tumors of neuroectodermal origin characterized by high degree of heterogeneity. Tumor
cells isolated from surgical material of patients with glioblastomas represent heterogeneous populations diffe-
ring in morphology, phenotype and genetic characteristics. This paper presents the description of two new gli-
oblastoma cell lines — R1 and T2, isolated from tumor tissue of patients in 2010. We investigated morphologi-
cal and cytochemical cell characteristics, expression of neuronal, mesenchymal, and endothelial markers, as
well as the activity of genes encoding a number of growth factors, extracellular matrix proteins and intracellular
proteins typical for cells of mesenchymal origin. R1 and T2 cell lines differed morphologically. T2 cell line was
characterized by the presence of multinuclear cells. According to the expression of b-tubulin III, MGMT and
p53 protein, the R1 cell line was more heterogeneous than T2. R1 and T2 glioblastoma cell lines also differed in
presence and ratio of cell populations with mesenchymal, neuronal, and endothelial markers. Thus, neuronal
markers CD133/2 and CD56 were detected only on R1 cells. Both lines were characterized by high activity of
growth factor genes TGFß1, VEGF, FGF2(b), lower activity of EGF and high expression of THBS1 and aSMA
genes. However, the activity of most of the genes under study in R1 cells was higher than in T2 cells. The greatest
differences were observed in the expression of HGF, FAP, and TNC. When comparing two new glioblastoma
cell lines R1 and T2 with continuously cultivated lines À172 and T98G it was shown that R1 line had remar-
kable similarity with A172, while T2 glioblastoma resembled T98G cells. Apparently, the differences between
R1 and T2 cell lines are associated not with the time of cultivation but with characteristics of the initial tumors.
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