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Äåéñòâèå ôîòåìóñòèíà íà êëåòêè ëèíèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà

Ãëèîáëàñòîìû — ãåòåðîãåííàÿ ãðóïïà îïóõîëåé, èìåþùèõ íåéðîýêòîäåðìàëüíîå ïðîèñõîæäåíèå.
Êóëüòóðû îïóõîëåâûõ êëåòîê, ïîëó÷åííûõ îò ïàöèåíòîâ ñ ãëèîáëàñòîìàìè, ðàçëè÷àþòñÿ ïî ìîðôîëî-
ãèè, ôåíîòèïó è ãåíåòè÷åñêèì îñîáåííîñòÿì. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû êóëüòèâèðóåìûå êëåòî÷íûå ëèíèè
ãëèîáëàñòîì À172 è Ò98G, èçâåñòíûå ñ 70-ãîäîâ ÕÕ â., à òàêæå íîâûå ëèíèè ãëèîáëàñòîì R1 è Ò2, ïîëó-
÷åííûå â 2010 ã. èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ. Öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â îöåíêå âëèÿíèÿ àëêè-
ëèðóþùåãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà ôîòåìóñòèíà (ÔÌ) ïðè îäíîêðàòíîì è ïîâòîðíîì âîçäåéñò-
âèÿõ íà âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàöèþ ëèíèé ãëèîáëàñòîì, à òàêæå íà ýêñïðåññèþ èìè ãåíîâ ðÿäà ðîñ-
òîâûõ ôàêòîðîâ, ãåíîâ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ðÿäà ãåíîâ ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, à òàêæå ãåíà
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Zeb1. Äåéñòâèå ÔÌ íà êëåòêè ëèíèé A172 è R1 îòëè÷àëîñü îò äåéñòâèÿ íà
êëåòêè T98G è T2. Äîçà, ïðè êîòîðîé ïîãèáàåò 50 % êëåòîê (ËÄ50), äëÿ êëåòîê A172 ñîñòàâëÿëà 60, äëÿ
êëåòîê T98G — 250 ìêã/ìë. Îäíîêðàòíîå âîçäåéñòâèå ÔÌ â äîçå 100 ìêã/ìë íà ëèíèè A172 è R1 ïðèâî-
äèëî ê ãèáåëè âñåõ êëåòîê â êóëüòóðå. Ñóáëåòàëüíûå äîçû ÔÌ âûçûâàëè â êëåòêàõ ýòèõ ëèíèé ñíèæåíèå
àêòèâíîñòè âñåõ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ. Â êëåòêàõ ãëèîáëàñòîì Ò98G è Ò2 ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðè-
ñóòñòâèè ÔÌ â ñóáëåòàëüíûõ äîçàõ âûÿâëÿëèñü äâå ïîïóëÿöèè — ïðîëèôåðèðóþùèå è íåïðîëèôåðèðó-
þùèå ïåðåæèâàþùèå êëåòêè. Äîçû ÔÌ ñâûøå 300 ìêã/ìë ïðèâîäèëè ê äîìèíèðîâàíèþ â ïîïóëÿöèÿõ
ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê, êîòîðûå ñîõðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü â òå÷åíèå 1.5 ìåñ. Äåéñòâèå ÔÌ íà ëèíèè
Ò98G è Ò2 ñîïðîâîæäàëîñü ðîñòîì àêòèâíîñòè âñåõ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ. Ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î òîì,
÷òî ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÔÌ â ëèíèÿõ T98G è Ò2 âûÿâëÿåòñÿ ïîïóëÿöèÿ óñòîé÷èâûõ ê ïðåïàðàòó ïåðåæè-
âàþùèõ êëåòîê, àêòèâíî ýêñïðåññèðóþùèõ ãåíû ôàêòîðîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèì-
íûì ïåðåõîäîì (ÝÌÏ). Îáñóæäàåòñÿ âîçìîæíîå âëèÿíèå íåïðîëèôåðèðóþùèõ, íî àêòèâíî ïðîäóöèðó-
þùèõ ðîñòîâûå ôàêòîðû êëåòîê íà îïóõîëåâîå ìèêðîîêðóæåíèå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãëèîáëàñòîìa, êëåòêè À172, êëåòêè Ò98G, õëîðýòèëíèòðîçîìî÷åâèíà, ôîòå-
ìóñòèí, ãåíû ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ãåíû áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, Zeb1, ïåðåæèâàþùèå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÔM — ôîòåìóñòèí, ÝÒÑ — ýìáðèîíàëüíàÿ òåëÿ÷üÿ ñûâîðîòêà,
ÝÌÏ — ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíûé ïåðåõîä, dNTP — äåçîêñèíóêëåîçèäòðèôîñôàòû, EGF — ýïèäåð-
ìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, FAP — áåëîê àêòèâèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ, FGF2(b) — îñíîâíîé ôàêòîð ðîñòà
ôèáðîáëàñòîâ 2, GAPDH — ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà, HGF — ôàêòîð ðîñòà ãåïàòîöèòîâ,
aSMA — ãëàäêîìûøå÷íûé àêòèí a2, TGFb1 — òðàíñôîðìèðóþùèé ðîñòîâîé ôàêòîð b1, THBS1 —
òðîìáîñïîíäèí-1, TNC — òåíàñöèí Ñ, VEGF — ôàêòîð ðîñòà ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ.

Ãëèîáëàñòîìû ÿâëÿþòñÿ îäíèìè èç íàèáîëåå àãðåñ-
ñèâíûõ îïóõîëåé ãîëîâíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà. Ïðè ïðîâå-
äåíèè ñòàíäàðòíûõ ïðîòîêîëîâ êîìïëåêñíîãî ëå÷åíèÿ
ýòîãî çàáîëåâàíèÿ, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ðàäèêàëüíóþ îïå-
ðàöèþ, õèìèîòåðàïèþ è ëó÷åâóþ òåðàïèþ, âûæèâàå-
ìîñòü ïàöèåíòîâ ðåäêî ïðåâûøàåò 12—15 ìåñ. Â íàñòîÿ-
ùåå âðåìÿ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû èç ãðóïïû ïðîèçâîä-
íûõ íèòðîçîìî÷åâèíû. Ôîòåìóñòèí (ÔÌ) ÿâëÿåòñÿ ïðî-
èçâîäíûì õëîðýòèëíèòðîçîìî÷åâèíû è ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé äèýòèë-1-{1-[3-(2-õëîðýòèë)-3-íèòðîçîóðåèäî]}ýòèë-
ôîñôîíàò (Beauchesne, 2012). Íàëè÷èå â õèìè÷åñêîé
ñòðóêòóðå ôîñôîàëàíèíîâîé ãðóïïû îáëåã÷àåò ïðîíèêíî-
âåíèå ÔÌ â îïóõîëåâûå êëåòêè. Ïðîòèâîîïóõîëåâàÿ àê-

òèâíîñòü ÔÌ ñâÿçàíà ñ åãî ñïîñîáíîñòüþ àëêèëèðîâàòü
ÄÍÊ. Àëêèëèðóþùåå äåéñòâèå ïðîÿâëÿåòñÿ â èíäóêöèè
ðàçðûâîâ ÄÍÊ, îáðàçîâàíèè ñøèâîê âíóòðè è ìåæäó ìî-
ëåêóëàìè ÄÍÊ, ìåæäó ÄÍÊ è áåëêàìè. Èñõîäíî ÔÌ ïðè-
ìåíÿëè äëÿ ëå÷åíèÿ ìåëàíîì, ýòîò ïðåïàðàò îáëàäàåò âû-
ñîêîé ëèïîôèëüíîñòüþ è ñïîñîáíîñòüþ ïðîíèêàòü ÷åðåç
ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçî-
âàòü åãî â òåðàïèè ãëèîáëàñòîì (Beauchesne, 2012).

Èçâåñòíî, ÷òî íàðÿäó ñ ïðîÿâëåíèåì ïðîòèâîîïóõî-
ëåâîé àêòèâíîñòè àëêèëèðóþùèå ïðåïàðàòû ñïîñîáíû
èíäóöèðîâàòü ïîÿâëåíèå ðåçèñòåíòíûõ ê èõ äåéñòâèþ
êëîíîâ îïóõîëåâûõ êëåòîê, âî ìíîãîì îïðåäåëÿþùèõ
äàëüíåéøóþ ïðîãðåññèþ çàáîëåâàíèÿ. Èçó÷åíèå ýòîé
ñòîðîíû äåéñòâèÿ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ íå-
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îáõîäèìî äëÿ îïòèìèçàöèè ñóùåñòâóþùåé òåðàïèè è ïî-
èñêà íîâûõ ïîäõîäîâ â ëå÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëå-
âàíèé.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå
äåéñòâèÿ ÔÌ íà êëåòêè ÷åòûðåõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì.
Ëèíèè À172 è Ò98G áûëè ïîëó÷åíû â 70-õ ãîäàõ ÕÕ â.
(Giard et al., 1973; Stein, 1979) è ñ òåõ ïîð èñïîëüçóþòñÿ
âî ìíîãèõ ëàáîðàòîðèÿõ â êà÷åñòâå ìîäåëüíûõ îáúåêòîâ.
Èçâåñòíî, ÷òî â õîäå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåò-
êè ìîãóò óòðà÷èâàòü èñõîäíî ïðèñóùèå èì ïðèçíàêè è
ïðèîáðåòàòü íîâûå, ïîýòîìó êëåòêè ýòèõ ëèíèé áûëè
ïðåäâàðèòåëüíî îõàðàêòåðèçîâàíû. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
êëåòêè À172 è Ò98G ñîõðàíÿþò îñíîâíûå ñâîéñòâà ãëèî-
áëàñòîì, íî ñóùåñòâåííî îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà ïî
ìîðôîëîãèè, ôåíîòèïó è ïðîôèëþ ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ
(Yachi et al., 2008; Melendez et al., 2011; Agnihotri et al.,
2012; Êèñåëåâà è äð., 2016).

Äâå íîâûå ëèíèè ãëèîáëàñòîì R1 è Ò2 áûëè ïîëó÷å-
íû èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà â 2010 ã. è ïîçäíåå îõà-
ðàêòåðèçîâàíû (Êèñåëåâà è äð., 2017).

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå âëèÿ-
íèÿ ÔÌ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèé ãëèîáëàñòîì
À172, Ò98G, R1 è Ò2, ýêñïðåññèþ â íèõ ãåíîâ ðÿäà ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ, áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ìåçåí-
õèìíûõ êëåòîê è ãåíà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Zeb1.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Êëåòêè À172 è Ò98G áûëè ïî-
ëó÷åíû èç êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ÍÈÈ ãðèïïà ÌÇ
ÐÔ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòî÷íûå ëèíèè R1 è T2 áûëè
âûäåëåíû èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà ïàöèåíòîâ â Ëà-
áîðàòîðèè êëåòî÷íîé áèîëîãèè ÔÃÁÓ ÏÈßÔ. Êëåòêè
ëèíèé ãëèîáëàñòîì êóëüòèâèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå,
ñîäåðæàùåé a-ÌÅÌ, 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñû-
âîðîòêè (ÝÒÑ), ãëþòàìèí è ãåíòàìèöèí. Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â âîçäóøíîé ñðåäå. Ïåðå-
ñåâ êëåòîê ïðîâîäèëè êàæäûå 3—4 ñóò, èñïîëüçóÿ ðàñ-
òâîð èç ñìåñè òðèïñèíà è âåðñåíà.

Â î ç ä å é ñ ò â è å Ô Ì í à ê ë å ò ê è. ÔM (ïðåïàðàò
Ìþñòîôîðàí) ðàñòâîðÿëè â 96 %-íîì ýòàíîëå, çàìîðàæè-
âàëè è õðàíèëè ïðè –80° Ñ. Ðàñòâîð ðàçìîðàæèâàëè íåïî-
ñðåäñòâåííî ïåðåä âíåñåíèåì â êëåòî÷íóþ êóëüòóðó è
ðàçâîäèëè äî íåîáõîäèìîé êîíöåíòðàöèè â áåññûâîðî-
òî÷íîé ñðåäå a-ÌÅÌ (Iwata et al., 1988). Äëÿ îöåíêè âû-
æèâàåìîñòè êëåòîê èõ ðàññåâàëè â 96-ëóíî÷íûå ïëàíøå-
òû (8 òûñ. êëåòîê íà ëóíêó). Êëåòêè â ëîãàðèôìè÷åñêîé
ôàçå ðîñòà êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â áåññûâîðîòî÷-
íîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé ÔÌ, òðèæäû îòìûâàëè áåññûâî-
ðîòî÷íîé ñðåäîé è êóëüòèâèðîâàëè äàëåå â ðîñòîâîé ñðå-
äå îáû÷íîãî ñîñòàâà. Çàìåíó ïîëîâèíû ðîñòîâîé ñðåäû
íà ñâåæóþ ïðîâîäèëè íà 4-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êîíò-
ðîëåì ñëóæèëè êëåòêè, êîòîðûå â òå÷åíèå 1 ÷ êóëüòèâè-
ðîâàëè â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå. Äëÿ îáðàáîòêè êëåòîê
èñïîëüçîâàëè ÔM â êîíöåíòðàöèè 0.5—750 ìêã/ìë. Íà
7-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò êëåòîê, ñíÿ-
òûõ ñ ïîâåðõíîñòè ïëàíøåòîâ, ñ ïîìîùüþ êîíäóêòîìåò-
ðè÷åñêîãî ñ÷åò÷èêà Z1 Coulter Counter (Beckman Coulter,
ÑØÀ).

Ïðè ïîñòàíîâêå îñòàëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè
âñåõ ÷åòûðåõ ëèíèé êóëüòèâèðîâàëè âî ôëàêîíàõ äî
70%-íîãî êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ è çàòåì êóëüòèâèðî-
âàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäå â ïðèñóòñò-
âèè ÔÌ. Äîçû ïðåïàðàòà ðàññ÷èòûâàëè â çàâèñèìîñòè îò

ËÄ50, óñòàíîâëåííîé ïî âûæèâàåìîñòè êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð. Ïîñëå óäàëåíèÿ ïðåïàðàòà êàæäûå 2—3 ñóò ïðîâîäè-
ëè çàìåíó 2/3 ðîñòîâîé ñðåäû, è ïî äîñòèæåíèè êëåòêàìè
70—80%-íîãî ìîíîñëîÿ èõ ïåðåñåâàëè, à çàòåì ïîäâåðãà-
ëè ïîâòîðíîìó âîçäåéñòâèþ ÔÌ.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ. Æèâûå
êëåòêè íàáëþäàëè è ôîòîãðàôèðîâàëè, èñïîëüçóÿ
èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï ñî âñòðîåííîé êàìåðîé Pri-
ma Vert (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
îöåíèâàëè ïîñëå îêðàñêè 4%-íûì ðàñòâîðîì òðèïàíî-
âîãî ñèíåãî. Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè ôèê-
ñèðîâàëè ëåäÿíûì ýòàíîëîì, îêðàøèâàëè ïî Ìàé-Ãðþí-
âàëüäó—Ãèìçå è ôîòîãðàôèðîâàëè, èñïîëüçóÿ èíâåð-
òèðîâàííûé ìèêðîñêîï ñ öèôðîâîé êàìåðîé (Nikon,
ßïîíèÿ).

Ä Í Ê - ö è ò î ì å ò ð è ÿ. Äëÿ àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà êëåòêè ñíèìàëè ñ ïî-
âåðõíîñòè ôëàêîíîâ è òðèæäû îòìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëå-
âûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì. Âûäåëåíèå è îêðàñêó ÿäåð
ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ Cycle Test
Plus DNA ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòå-
ëÿ. Äëÿ ñáîðà äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó CellQuest
Pro (Becton Dickinson, ÑØÀ), ðåçóëüòàòû àíàëèçèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ ñïåöèàëèçèðîâàííîãî ïðîãðàììíîãî îáåñïå-
÷åíèÿ ModFit (Verity Software House, Topsham, ME).

Î ö å í ê à à ê ò è â í î ñ ò è ã å í î â ì å ò î ä î ì 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. Ýòàïû âûïîëíåíèÿ àíàëèçà è ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçîâàííûõ ïðàéìåðîâ îïèñàíû
ðàíåå (Êèñåëåâà è äð., 2016). Äëÿ ðåàêöèè îáðàòíîé
òðàíñêðèïöèè âî âñåõ îáðàçöàõ èñïîëüçîâàëè 500 íã ÐÍÊ.
Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðåäñòàâëÿëè â âèäå ðàçíèöû
ìåæäó ïîðîãîâûì öèêëîì èññëåäóåìîãî ãåíà è ãåíà ñðàâ-
íåíèÿ GAPDH (DÑÒ; ÑÒ — ïîðîãîâûé öèêë, ñîîòâåòñòâó-
þùèé ÷èñëó öèêëîâ àìïëèôèêàöèè, íåîáõîäèìûõ äëÿ äî-
ñòèæåíèÿ ïîðîãîâîãî çíà÷åíèÿ ôëóîðåñöåíöèè). Äëÿ
ñðàâíåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ ïîñëå âîç-
äåéñòâèÿ ÔÌ èñïîëüçîâàëè ìåòîä îòíîñèòåëüíîãî êîëè-
÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè ãåíà (ìåòîä 2–DDÑt).
2–DDÑt ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé êðàòíîñòü ðàçíèöû ìåæäó ýêñ-
ïðåññèåé ãåíà â îáðàáîòàííûõ ÔÌ è èíòàêòíûõ êëåòêàõ
(Livak, Schmittgen, 2001).

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,
ãëþòàìèí, ãåíòàìèöèí, ðàñòâîð òðèïñèíà—âåðñåíà, ôîñ-
ôàòíî-ñîëåâîé ðàñòâîð áåç Ca2+ è Mg2+, òðèïàíîâûé ñè-
íèé (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ); íàáîð êðàñèòåëåé Ìàé-Ãðþí-
âàëüä—Ãèìçà (Bio-Optica, Èòàëèÿ); ÝÒÑ HyClone (Thermo
Scientific, ÑØÀ); Ìþñòîôîðàí (Ñåíåêñè-Ëàáîðàòîðèè
Òèññåí Ñ. À., Áåëüãèÿ); Cell Cycle Test Plus DNA Reagent
Kit (Becton Dickinson, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Ýêñïåðèìåíòû
ïðîâîäèëè â 3—6 ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îá-
ðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû Microsoft Excel
è STATISTICA 6.0. Äëÿ ïðîâåðêè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè-
÷èé ïðèìåíÿëè U-êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè.

Ðåçóëüòàòû

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê âñåõ èçó÷àåìûõ ëèíèé ñ ÔÌ
ïðèâîäèëî ê èçìåíåíèþ ôîðìû è óâåëè÷åíèþ èõ ðàçìå-
ðà. ×åðåç 3 ñóò ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïðåïàðàòà êëåòêè À172
è R1 ïðèîáðåòàëè âûòÿíóòóþ ôîðìó ñ äëèííûìè îòðîñò-
êàìè, ïîÿâëÿëèñü êëåòêè ñ ôðàãìåíòèðîâàííûìè ÿäðà-
ìè, õàðàêòåðíûìè äëÿ ïîçäíèõ ñòàäèé àïîïòîçà (ðèñ. 1, á,

22 Ë. Í. Êèñåëåâà è äð.



ã). Â ëèíèÿõ Ò98G è Ò2 ïîä äåéñòâèåì ÔÌ ïîÿâëÿ-
ëèñü êëåòêè, ðàñïëàñòàííûå ïî ïîâåðõíîñòè ôëàêîíà
(ðèñ. 1, å, ç).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ çàâèñèìîñòè âûæèâàåìîñòè êëåòîê
ãëèîáëàñòîì îò äîçû ÔÌ èñïîëüçîâàëè ëèíèè À172 è
Ò98G. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ÔÌ â êîíöåíòðà-

öèè 0.5—750 ìêã/ìë è íà 7-å ñóò îïðåäåëÿëè ÷èñëî êëå-
òîê, ñíÿòûõ ñ êóëüòóðàëüíîé ïîâåðõíîñòè. ËÄ50 äëÿ
êëåòîê ëèíèè À172 ñîñòàâèëà 60, äëÿ ëèíèè Ò98G —
250 ìêã/ìë (ðèñ. 2). Íà îñíîâàíèè ýòèõ ðåçóëüòàòîâ áûëè
âûáðàíû óñëîâèÿ äëÿ ïîñòàíîâêè äàëüíåéøèõ ýêñïåðè-
ìåíòîâ.
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Ðèñ. 1. Êëåòêè ëèíèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà A172 (à, á), R1 (â, ã), T98G (ä, å) è T2 (æ, ç).

à, â, ä, æ — êîíòðîëü; á, ã — ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ôîòåìóñòèíà (ÔÌ) â êîíöåíòðàöèÿõ 50 è 100 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî; å, ç — ÷åðåç 15 ñóò
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ 300 ìêã/ìë ÔÌ. Ôàçîâûé êîíòðàñò, îá. 40�.



Áîëüøèíñòâî (60.92 %) èíòàêòíûõ êëåòîê À172 íàõî-
äèëîñü â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà, à â ôàçàõ S è G2 — ñî-
îòâåòñòâåííî 27.94 è 11.14 %. Ïîõîæåå ñîîòíîøåíèå íà-
áëþäàëîñü è äëÿ êëåòîê ëèíèè Ò98G: 59.5 (ôàçà G1), 33.5
(ôàçà S) è 7.0 % (ôàçà G2). Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÔÌ áîëü-

øèíñòâî êëåòîê îáåèõ ëèíèé íàõîäèëîñü â ôàçå G2. Òàê,
ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ëèíèè À172 â ïðèñóòñòâèè ÔÌ â
êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë â ôàçå G2 áûëî 87.1 % êëåòîê; â
ïîïóëÿöèè Ò98G, îáðàáîòàííîé ÔÌ â êîíöåíòðàöèè
300 ìêã/ìë, — 93.1 % êëåòîê (ðèñ. 3).

Îäíîêðàòíàÿ îáðàáîòêà 100 ìêã/ìë ÔÌ êëåòîê ëèíèè
À172 âûçûâàëà èõ ãèáåëü ê 12-ì ñóò. Ïðè ñíèæåíèè äîçû
ÔÌ äî 50 ìêã/ìë ÷àñòü êëåòîê â ïîïóëÿöèè ñîõðàíÿëà
ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè. Òàêèå êëåòêè äàëåå îáîçíà-
÷åíû êàê ðåçèñòåíòíûå. Ðåçèñòåíòíûå êëåòêè ïîñëå äî-
ñòèæåíèÿ èìè 70—80 % êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ ïåðå-
ñåâàëè, à çàòåì ñíîâà îáðàáàòûâàëè ÔÌ. Ïîâòîðíîå êóëü-
òèâèðîâàíèå ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê ñ ÔÌ â êîíöåíòðàöèè
100 ìêã/ìë íå ïðèâîäèëî ê ïîëíîé îñòàíîâêå ïðîëèôåðà-
öèè. Óâåëè÷åíèå äîçû ÔÌ îò 100 äî 200 ìêã/ìë âûçûâà-
ëî ãèáåëü âñåõ êëåòîê (ñì. òàáëèöó).

Ïðè îáðàáîòêå 100 ìêã/ìë ÔÌ ÷àñòü êëåòîê ëèíèè R1
ïîãèáàëà, îñòàâøèåñÿ êëåòêè ñîõðàíÿëè ñïîñîáíîñòü ïðî-
ëèôåðèðîâàòü. Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê R1 ñ ÔÌ â äîçå
300 ìêã/ìë ïðèâîäèëà ê ãèáåëè âñåé êóëüòóðû ê 17-ì ñóò.
Ïîâòîðíîå âîçäåéñòâèå 100 ìêã/ìë ÔÌ íà êëåòêè, ïåðå-
æèâøèå ïåðâîå âîçäåéñòâèå 100 ìêã/ìë ïðåïàðàòà, íå
îñòàíàâëèâàëî ïðîëèôåðàöèþ ýòèõ êëåòîê, îäíàêî óâåëè-
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü äåéñòâèÿ ÔÌ íà êëåòêè À172 (êðèâàÿ 1) è
T98G (êðèâàÿ 2) îò åãî äîçû ÷åðåç 7 ñóò.

Ðèñ. 3. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ëèíèé A172 (à, á) è T98G (â, ã) ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â êîíòðîëå (à, â) è ïîñëå
äåéñòâèÿ ÔÌ (á, ã). ÄÍÊ-öèòîìåòðèÿ.

Ïî ãîðèçîíòàëè — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èîäèñòîãî ïðîïèäèÿ (PI), ñâÿçûâàíèå êîòîðîãî ïðîïîðöèîíàëüíî êîëè÷åñòâó ÄÍÊ â ÿäðå êëåòêè;
ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê. Êîíöåíòðàöèè ÔÌ 50 (á) è 300 (ã) ìêã/ìë.



÷åíèå äîçû äî 300 ìêã/ìë ïðè ïîâòîðíîì âîçäåéñòâèè
ïðèâîäèëî ê èõ ãèáåëè (ñì. òàáëèöó).

Â ïîïóëÿöèè Ò98G ïðè îäíîêðàòíîì âîçäåéñòâèè
ÔÌ â êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë ÷àñòü êëåòîê ïîãèáà-
ëà, ïðè ýòîì â êóëüòóðå îñòàâàëèñü ðåçèñòåíòíûå, ñïî-
ñîáíûå ê ïðîëèôåðàöèè êëåòêè, à òàêæå íåïðîëèôåðè-
ðóþùèå ïåðåæèâàþùèå êëåòêè (ñì. òàáëèöó). Óâåëè-
÷åíèå äîçû äî 200 ìêã/ìë âûçûâàëî íåîäíîçíà÷íûé
ýôôåêò. Â îäíèõ ñëó÷àÿõ ïðåïàðàò â ýòîé äîçå ïîëíîñòüþ
áëîêèðîâàë ïðîëèôåðàöèþ, â äðóãèõ ÷àñòü êëåòîê, ñïî-
ñîáíûõ ê ïðîëèôåðàöèè, ñîõðàíÿëàñü. Ïîñëå îäíîêðàòíî-
ãî âîçäåéñòâèÿ áîëåå âûñîêèõ äîç ÔÌ (300—750 ìêã/ìë)
â êóëüòóðå îñòàâàëèñü òîëüêî íåïðîëèôåðèðóþùèå ïå-
ðåæèâàþùèå êëåòêè, ñîõðàíÿâøèå æèçíåñïîñîáíîñòü
áîëåå 1.5 ìåñ (ðèñ. 1, e, ç). Ýòà ïåðåæèâàþùàÿ ïîïó-
ëÿöèÿ áûëà ïðåäñòàâëåíà îäíîÿäåðíûìè è ìíîãîÿäåð-
íûìè êðóïíûìè êëåòêàìè. Ïîâòîðíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê,
ïåðåíåñøèõ ïåðâîå âîçäåéñòâèå ÔÌ â äîçå 100 ìêã/ìë,
íå ïðåïÿòñòâîâàëà ïîÿâëåíèþ î÷àãîâ ïðîëèôåðàöèè,
åñëè âòîðàÿ äîçà ÔÌ íå ïðåâûøàëà 300 ìêã/ìë (ðèñ. 4, à;
ñì. òàáëèöó). Ïðè óâåëè÷åíèè äîçû ÔÌ äî 400 ìêã/ìë
â êóëüòóðå îñòàâàëèñü òîëüêî íåïðîëèôåðèðóþùèå
ïåðåæèâàþùèå êëåòêè (ðèñ. 4, á). Êóëüòèâèðîâàíèå

ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 200 è
500 ìêã/ìë ÔÌ, íå îêàçûâàëî âëèÿíèÿ íà èõ æèçíåñïî-
ñîáíîñòü.

Ñðåäè êëåòîê ëèíèè Ò2 ïîä âîçäåéñòâèåì ÔÌ òàê-
æå âûÿâëÿëèñü äâå ïîïóëÿöèè — ïðîëèôåðèðóþùèå è
íåïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
ÔÌ â äîçå 100 ìêã/ìë ïðèñóòñòâîâàëè îáå ïîïóëÿöèè,
ïðè óâåëè÷åíèè äîçû äî 300 ìêã/ìë îñòàâàëèñü òîëüêî
ïåðåæèâàþùèå êëåòêè. Ïðè ïîâòîðíîì âîçäåéñòâèè ÔÌ
â äîçå 100 ìêã/ìë íà ðåçèñòåíòíûå ïðîëèôåðèðóþùèå
êëåòêè, ñîõðàíèâøèåñÿ ïîñëå äåéñòâèÿ ïåðâîé äîçû
100 ìêã/ìë ÔÌ, ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê Ò2 ñîõðàíÿëàñü, à
ïðè óâåëè÷åíèè äîçû äî 300 ìêã/ìë — ïðåêðàùàëàñü.
Ïðè ýòîì â êóëüòóðå îñòàâàëèñü íåïðîëèôåðèðóþùèå ïå-
ðåæèâàþùèå êëåòêè, ñïîñîáíûå ñîõðàíÿòü æèçíåñïîñîá-
íîñòü â òå÷åíèå 2 ìåñ (ñì. òàáëèöó).

Ýêñïðåññèþ ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ TGFâ1, VEGF,
FGF2(b), EGF, HGF, ãåíîâ FAP è áSMA, õàðàêòåðíûõ äëÿ
ìåçåíõèìíûõ êëåòîê, ãåíîâ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàò-
ðèêñà òåíàñöèíà Ñ (TNC) è òðîìáîñïîíäèíà 1 (THBS1), à
òàêæå ãåíà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Zeb1 îöåíèâàëè â
èíòàêòíûõ è ïîäâåðãíóòûõ äåéñòâèþ ÔÌ êëåòêàõ âñåõ
÷åòûðåõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì.
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Âëèÿíèå ÔÌ íà âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèé ãëèîáëàñòîì

Äîçà ÔÌ,
ìêã/ìë

Êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ

A172 R1 T98G T2

Ï î ñ ë å ï å ð â î ã î â î ç ä å é ñ ò â è ÿ Ô Ì ñ î õ ð à í ÿ þ ò ñ ÿ

50 ÏÊ ÏÊ ÏÊ è ÏÆÊ ÏÊ è ÏÆÊ

100 Âñå ïîãèáàþò ÏÊ Òî æå Òî æå

300 Òî æå Âñå ïîãèáàþò Òîëüêî ÏÆÊ Òîëüêî ÏÆÊ

750 » » Òî æå Òî æå Òî æå

Ï î ñ ë å ï î â ò î ð í î ã î â î ç ä å é ñ ò â è ÿ Ô Ì ñ î õ ð à í ÿ þ ò ñ ÿ

100 ÏÊ ÏÊ ÏÊ è ÏÆÊ ÏÊ è ÏÆÊ

200 Âñå ïîãèáàþò Í. Î. Òî æå Í. Î.

300 Òî æå Âñå ïîãèáàþò » » Òîëüêî ÏÆÊ

400 » » Òî æå Òîëüêî ÏÆÊ Í. Î.

500 » » » » Òî æå Òî æå

Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÏÊ — ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè, ÏÆÊ — ïåðåæèâàþùèå, íî íå ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè; Í. Î. — íå
îïðåäåëÿëè.

Ðèñ. 4. Êëåòêè ëèíèè ãëèîáëàñòîìû Ò98G, ïåðåíåñøèå ïåðâîå âîçäåéñòâèå ÔÌ â äîçå 100 ìêã/ìë è ïîâòîðíîå âîçäåéñòâèå â äîçå
300 ìêã/ìë (à) èëè 500 ìêã/ìë (á) ÔÌ.

Ïîêàçàíû ïðîëèôåðèðóþùèå è ïåðåæèâàþùèå (îäíî- è ìíîãîÿäåðíûå) êëåòêè (à) è òîëüêî ïåðåæèâàþùèå êëåòêè (á). Îêðàñêà ïî Ìàé-Ãðþíâàëü-
äó—Ãèìçå. Îá. 20�.
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Ðèñ. 5. Îòíîñèòåëüíûé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ (DÑÒ, ÷åðíûå êðóæêè) â êëåòêàõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì À172, Ò98G (à) è R1,
T2 (á).

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ïîñëå îäíîêðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ ÔÌ â ñëåäóþùèõ êîíöåíòðàöèÿõ: 50 ìêã/ìë â êëåòêàõ A172
è R1 (à), 100 ìêã/ìë â êëåòêàõ Ò98G è Ò2 (á), 300 ìêã/ìë â êëåòêàõ Ò98G è Ò2 (â).

Ïî ãîðèçîíòàëè — èññëåäóåìûå ãåíû; ïî âåðòèêàëè — 2–DDCT (êðàòíîñòü ðàçíèöû ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíà â îáðàáîòàííûõ ÔÌ è èíòàêòíûõ êëåò-
êàõ). Çà åäèíèöó ïðèíÿò óðîâåíü àêòèâíîñòè ãåíîâ â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ; çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ïðè P � 0.05 (êðèòå-

ðèé Ìàííà—Óèòíè); âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.



Èíòàêòíûå êëåòêè À172 õàðàêòåðèçîâàëèñü áîëåå âû-
ñîêîé ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè T98G ýêñïðåññèåé ãåíîâ
HGF, FAP è TNC è ìàëî ðàçëè÷àëèñü ïî óðîâíþ àêòèâíî-
ñòè îò îñòàëüíûõ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ (Êèñåëåâà è äð.,
2016) (ðèñ. 5). Àíàëîãè÷íûå ðàçëè÷èÿ, íî ìåíåå âûðàæåí-
íûå, áûëè âûÿâëåíû ïðè ñðàâíåíèè êëåòîê ëèíèé R1 è
Ò2. Â êëåòêàõ R1 ýêñïðåññèÿ áîëüøèíñòâà ãåíîâ áûëà
âûøå, ÷åì â êëåòêàõ Ò2; íàèáîëåå îò÷åòëèâûå ðàçëè÷èÿ
îòìå÷åíû â îòíîøåíèè ãåíîâ HGF è FAP.

Ïðè îäíîêðàòíîì âîçäåéñòâèè 50 ìêã/ìë ÔÌ çíà÷è-
òåëüíàÿ ÷àñòü êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé À172 è R1 ïîãèáàëà,
ïðè ýòîì ýêñïðåññèÿ áîëüøèíñòâà èçó÷åííûõ ãåíîâ, âû-
ÿâëåííàÿ â ðåçèñòåíòíûõ êëåòêàõ ïîñëå èõ ïåðåñåâà, áûëà
ñíèæåíà. Â êëåòêàõ ëèíèè À172 ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÔÌ
ïðîèñõîäèëî ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ãåíîâ TGFâ1, VEGF,
EGF, FAP, THBS1, TNC è Zeb1. Â êëåòêàõ R1 ïîñëå îáðà-
áîòêè ÔÌ ñíèæàëàñü ýêñïðåññèÿ EGF è HGF. Îñòàëüíûå
ãåíû äåìîíñòðèðîâàëè òåíäåíöèþ ê ñíèæåíèþ ýêñïðåñ-
ñèè èëè îòñóòñòâèå ðåàêöèè íà ïðåïàðàò (ðèñ. 6, à). Ïî-
âòîðíîå âîçäåéñòâèå 100 ìêã/ìë ÔÌ íà ðåçèñòåíòíûå
êëåòêè À172 è R1 íå îêàçûâàëî äîïîëíèòåëüíîãî ýôôåêòà
íà àêòèâíîñòü ãåíîâ.

Êëåòêè Ò98G è Ò2, ñîõðàíèâøèåñÿ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ
100 ìêã/ìë ÔÌ è îäíîêðàòíî ïåðåñåÿííûå, ïðåäñòàâëÿëè
ñîáîé ñî÷åòàíèå äâóõ ïîïóëÿöèé — íåïðîëèôåðèðóþ-
ùèõ ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê è ïðîëèôåðèðóþùèõ êëå-
òîê. Ýêñïðåññèÿ áîëüøèíñòâà ãåíîâ â ýòèõ êëåòêàõ îêàçà-
ëàñü ñóùåñòâåííî óâåëè÷åííîé. Â êëåòêàõ ãëèîáëàñòî-
ìû T98G áûëî âûÿâëåíî óñèëåíèå àêòèâíîñòè ãåíîâ
FGF2(b), HGF, FAP, THBS1 è TNC, à â êëåòêàõ ëèíèè
Ò2 — ãåíîâ VEGF, FAP è TNC (ðèñ. 6, á). Óâåëè÷åíèå
äîçû ïðåïàðàòà äî 300 ìêã/ìë ïðèâîäèëî ê äîìèíèðîâà-
íèþ â ïîïóëÿöèè íåïðîëèôåðèðóþùèõ ïåðåæèâàþùèõ
êëåòîê è ñîïðîâîæäàëîñü äàëüíåéøèì óñèëåíèåì ýêñï-
ðåññèè ãåíîâ. Íàèáîëåå âûðàæåííîé îêàçàëàñü àêòèâàöèÿ
ãåíîâ FAP è TNC, ïî óðîâíþ êîòîðûõ êëåòêè Ò98G è Ò2
áîëåå âñåãî îòëè÷àëèñü îò êëåòîê ëèíèé À172 è R1. Êðî-
ìå òîãî, â ïåðåæèâàþùèõ êëåòêàõ Ò98G ìíîãîêðàòíî âû-
ðîñëà ýêñïðåññèÿ ãåíîâ HGF è THBS1, à â êëåòêàõ Ò2 —
ãåíà VEGF. Àêòèâíîñòü îñòàëüíûõ ãåíîâ áûëà òàêæå â
ðàçíîé ñòåïåíè óâåëè÷åíà (ðèñ. 6, â). Ïðè ïîâòîðíîì âîç-
äåéñòâèè ÔÌ íà ðåçèñòåíòíûå êëåòêè ëèíèé Ò98G è Ò2
íàáëþäàëè íàðàñòàíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ â çàâèñèìîñòè
îò ñíèæåíèÿ ÷èñëåííîñòè ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê è
ïðåîáëàäàíèÿ ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, â ëèíèÿõ ãëèîáëàñòîì T98G è Ò2 ïðè
îäíîêðàòíîì è ïîâòîðíîì âîçäåéñòâèè ÔÌ ñîõðàíÿëèñü
ïîïóëÿöèè ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê, êîòîðûå îáëàäàëè ïî-
âûøåííîé ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ïîïóëÿöèåé àêòèâ-
íîñòüþ ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, áåëêîâ ìåæêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà, à òàêæå ãåíîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ ìåçåíõèì-
íûì ôåíîòèïîì.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ
äåéñòâèÿ ÔÌ íà êëåòêè ëèíèé ãëèîáëàñòîì À172 è T98G,
êîòîðûå øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ïðîòè-
âîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ, à òàêæå íà êëåòêè íîâûõ ëè-
íèé ãëèîáëàñòîì R1 è Ò2.

Êëåòêè ãëèîáëàñòîì À172 è R1 ïðîÿâèëè áîëåå âûñî-
êóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ïîâðåæäàþùåìó äåéñòâèþ ÔÌ,
÷åì êëåòêè Ò98G è Ò2. Ïðè îòíîñèòåëüíî íèçêèõ äîçàõ
ÔÌ ïðîèñõîäèëà ãèáåëü âñåõ êëåòîê â êóëüòóðàõ À172 è

R1. Â îòëè÷èå îò ýòîãî â ëèíèÿõ Ò98G è Ò2 ïîñëå äåéñò-
âèÿ ÔÌ âûÿâëÿëèñü äâå ïîïóëÿöèè — ïðîëèôåðèðóþ-
ùèõ è ïåðåæèâàþùèõ íåïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê. Ïî
ìåðå óâåëè÷åíèÿ äîçû ÔÌ ïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè ïî-
ãèáàëè, à ïåðåæèâàþùèå íåïðîëèôåðèðóþùèå êëåòêè ñî-
õðàíÿëèñü íà ïðîòÿæåíèè äëèòåëüíîãî ñðîêà.

Â êëåòêàõ À172 è R1 áîëüøèíñòâî èññëåäîâàííûõ ãå-
íîâ èñõîäíî áûëè áîëåå àêòèâíû, ÷åì â êëåòêàõ Ò98G è
Ò2. Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íà êëåòêè À172 è R1 ÔÌ â íåëå-
òàëüíûõ äîçàõ îòìå÷àëè ñíèæåíèå àêòèâíîñòè ýòèõ ãåíîâ.
Â êëåòêàõ Ò98G è Ò2, íàîáîðîò, ýôôåêò ÔÌ âûðàæàëñÿ â
óâåëè÷åíèè ýêñïðåññèè òåõ æå ãåíîâ. Óâåëè÷åíèå äîçû
ÔÌ ïðèâîäèëî ê äîìèíèðîâàíèþ â êóëüòóðàõ Ò98G è Ò2
íåïðîëèôåðèðóþùèõ ïåðåæèâàþùèõ êðóïíûõ îäíîÿäåð-
íûõ è ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê è ñîïðîâîæäàëîñü ñóùåñò-
âåííûì óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè âñåõ èçó÷åííûõ ãåíîâ.

Âïåðâûå âîçìîæíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ íåïðîëèôåðè-
ðóþùèõ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê ïîä äåéñòâèåì ãåíîòîêñè-
÷åñêèõ âîçäåéñòâèé áûëà ïîêàçàíà áîëåå 60 ëåò íàçàä
(Puck, Marcus, 1955, 1956). Òîãäà áûëî ïðîäåìîíñòðèðî-
âàíî, ÷òî îáëó÷åíèå êëåòîê HeLa óìåðåííûìè äîçàìè ðà-
äèàöèè âûçûâàåò ïîÿâëåíèå â ïîïóëÿöèè ãèãàíòñêèõ
ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê, êîòîðûå äåëÿòñÿ î÷åíü ìåäëåííî
èëè âîâñå óòðà÷èâàþò ýòó ñïîñîáíîñòü, ïðè ýòîì îíè ñåê-
ðåòèðóþò â ñðåäó ôàêòîðû, ïîääåðæèâàþùèå êëåòî÷íûé
ðîñò. Áëàãîäàðÿ ñïîñîáíîñòè ñåêðåòèðîâàòü ðîñòîâûå
ôàêòîðû îáëó÷åííûå êëåòêè ñòàëè øèðîêî èñïîëüçî-
âàòüñÿ â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî ñëîÿ. Ïîÿâëåíèå â êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ãåíîòîêñè÷åñêèìè ïðåïà-
ðàòàìè ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê îäíî âðåìÿ ïðèðàâíèâàëè ê
êëåòî÷íîé ãèáåëè. Äåéñòâèòåëüíî, ÷àñòü ïîïóëÿöèè ìíî-
ãîÿäåðíûõ êëåòîê ýëèìèíèðóåòñÿ ïóòåì àïîïòîçà èëè
àóòîôàãèè. Â òî æå âðåìÿ òàêèå êëåòêè ìîãóò âûõîäèòü èç
ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ è äåëèòüñÿ, à îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì
êëåòêè ìîãóò ïðîÿâëÿòü ñâîéñòâà, ïðèñóùèå ñòâîëîâûì
êëåòêàì (Gewirtz, 2009; Lagades et al., 2012; Zhang et al.,
2014; Mirzayans et al., 2017). Íàðÿäó ñ èíäóêöèåé îáðàçî-
âàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê ãåíîòîêñè÷åñêèå àãåíòû ìî-
ãóò ïðîâîöèðîâàòü âîçíèêíîâåíèå ãèãàíòñêèõ ìîíîíóê-
ëåàðíûõ êëåòîê ñ êðóïíûìè ÿäðàìè (Erenpreisa, Kalejs,
2001; Erenpreisa et al., 2005). Ïîêàçàíî, ÷òî ïîäîáíûå
êëåòêè ìîãóò îáðàçîâûâàòüñÿ ðàçíûìè ñïîñîáàìè, âêëþ-
÷àÿ ýíäîðåäóïëèêàöèþ è ñëèÿíèå ÿäåð â ìíîãîÿäåðíûõ
êëåòêàõ.

Â ëèíèÿõ ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà ïðè äåéñòâèè îáëó-
÷åíèÿ áûëî îïèñàíî ôîðìèðîâàíèå óñòîé÷èâûõ ñóáïîïó-
ëÿöèé íåïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê (Kaur et al., 2015).
Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî ñðåäè ãåòåðîãåííîé ïîïóëÿöèè
êëåòîê ëèíèé U87MG è SF268, à òàêæå íåñêîëüêèõ ïåð-
âè÷íûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì ïðèñóòñòâóåò íåáîëüøàÿ
÷àñòü ìîíîíóêëåàðíûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ñëèâàòüñÿ
ìåæäó ñîáîé ñ îáðàçîâàíèåì ìíîãîÿäåðíûõ íåïðîëèôå-
ðèðóþùèõ êëåòîê è â òàêîì ñîñòîÿíèè âûäåðæèâàòü
ëåòàëüíûå äîçû ðàäèàöèè. Ïîâðåæäàþùåå äåéñòâèå ðà-
äèàöèè ýòè êëåòêè ïðåîäîëåâàëè ñ ïîìîùüþ àêòèâà-
öèè êëþ÷åâîé ìîëåêóëû ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà
pCdk1(Y15), âåäóùåé ê åãî àðåñòó è óñèëåíèþ ïðîöåññîâ
ðåïàðàöèè. Ïðè ýòîì ðåçèñòåíòíûå êëåòêè õàðàêòåðèçî-
âàëèñü óñèëåíèåì ýêñïðåññèè ðÿäà öèòîêèíîâ, òàêèõ êàê
GM-CSF, IL-6 è IL-8. Èçâåñòíî, ÷òî öèòîêèíû è ïðîâîñ-
ïàëèòåëüíûå èíòåðëåéêèíû ìîãóò àêòèâèðîâàòü ïðîëè-
ôåðàöèþ è ñïîñîáñòâîâàòü ðîñòó îïóõîëåé. Áûëî âûñêà-
çàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ìíîãîÿäåðíûå íåïðîëè-
ôåðèðóþùèå êëåòêè ôîðìèðóþò ïîïóëÿöèþ, ñïîñîáíóþ
èíäóöèðîâàòü âîçíèêíîâåíèå ðåöèäèâà çàáîëåâàíèÿ.
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Îïèñàííûå â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè íåïðîëèôåðè-
ðóþùèå ïîïóëÿöèè êëåòîê Ò98G è Ò2 ñîõðàíÿëèñü â òå÷å-
íèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè, íî íå âîçîáíîâëÿëè ïðîëèôå-
ðàòèâíóþ àêòèâíîñòü. Ýòè êëåòêè õàðàêòåðèçîâàëèñü
ìíîãîêðàòíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé êëåòî÷íîé ïîïó-
ëÿöèåé óñèëåíèåì ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ. ÔÌ èíäóöèðî-
âàë àêòèâàöèþ ãåíîâ îñíîâíûõ ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòî-
ðîâ VEGF è FGF2(b), à òàêæå ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ
HGF, EGF è TGFâ1, ÿâëÿþùèõñÿ ïîëèôóíêöèîíàëüíûìè
ìîëåêóëàìè, ó÷àñòâóþùèìè â ïðîöåññàõ ðåãóëÿöèè êëå-
òî÷íîãî öèêëà, äèôôåðåíöèðîâêè, ìîðôîãåíåçà è àïîïî-
òîçà, è èãðàþùèõ êëþ÷åâóþ ðîëü â êàíöåðîãåíåçå (Guari-
no, 2007; Lamouille et al., 2014). Â ýòèõ æå êëåòêàõ íàìè
îòìå÷àëîñü óñèëåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ áåëêîâ âíåêëåòî÷-
íîãî ìàòðèêñà THBS1 è TNC, ÿâëÿþùèõñÿ êîìïîíåíòàìè
ìåòàñòàòè÷åñêîé íèøè è ñâÿçàííûõ ñ ïðîöåññàìè ìèãðà-
öèè è èíâàçèè (Jayachandran et al., 2014; Brösicke, Faiss-
ner, 2015), à òàêæå ãåíà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Zeb1.
Åãî ïðîäóêò Zeb1 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ èíäóêòî-
ðîâ ýïèòåëèàëüíî-ìåçåíõèìíîãî ïåðåõîäà (ÝÌÏ) — ïðî-
öåññà, ó÷àñòâóþùåãî â áîëüøèíñòâå ñòàäèé èíâàçèâ-
íî-ìåòàñòàòè÷åñêîãî êàñêàäà (Chou, Yang, 2015; Zhang
et al., 2015). HGF, EGF, TGFb1 è ìîëåêóëû âíåêëåòî÷íî-
ãî ìàòðèêñà, òàêèå êàê THBS1 è TNC, òàêæå ìîãóò âûñ-
òóïàòü èíäóêòîðàìè ÝÌÏ. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ Ò98G
è Ò2, îáðàáîòàííûõ ÔÌ, íàìè áûëà îòìå÷åíà àêòèâà-
öèÿ àññîöèèðîâàííûõ ñ ìåçåíõèìíûì ôåíîòèïîì ãåíîâ
áSMA è FAP.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîëó÷åíû äàííûå, óêàçûâàþùèå
íà òî, ÷òî õèìèîòåðàïèÿ (Kubelt et al., 2015) è ëó÷åâàÿ òå-
ðàïèÿ (Mahabir et al., 2014) ìîãóò âëèÿòü íà ïåðåõîä ãëèî-
áëàñòîì ê áîëåå àãðåññèâíîìó ìåçåíõèìíîìó ñóáòèïó.
Àâòîðû ýòèõ ðàáîò äåëàþò âûâîä î òîì, ÷òî ÝÌÏ âîâ-
ëå÷åí â ïðîãðåññèþ ãëèîáëàñòîì, ñïîñîáñòâóåò óñèëå-
íèþ èõ ãåòåðîãåííîñòè è àãðåññèâíîñòè, à îáùåïðèíÿòûå
ñðåäñòâà òåðàïèè çàáîëåâàíèÿ îêàçûâàþò âëèÿíèå íà ýòîò
ïðîöåññ.

Ïðåäñòàâëåííûå â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîñëå äåéñòâèÿ ÔÌ â ïîïóëÿöè-
ÿõ ëèíèé Ò98G è Ò2 âûÿâëÿþòñÿ êëåòêè, óñòîé÷èâûå ê
ïðåïàðàòó è àêòèâíî ïðîäóöèðóþùèå ìîëåêóëû-èíäóêòî-
ðû ÝÌÏ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîêà íå ïîçâîëÿþò ðåøèòü
âîïðîñ î òîì, ïðåäñòàâëÿþò ëè ïåðåæèâàþùèå êëåòêè
ìèíîðíóþ ïî ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèþ, êîòîðàÿ èìååòñÿ â
èíòàêòíîé êóëüòóðå, èëè îíà âîçíèêàåò â îòâåò íà äåéñò-
âèå ÔÌ. Íåçàâèñèìî îò ïðîèñõîæäåíèÿ ïåðåæèâàþùèõ
êëåòîê èìåííî â íèõ âûÿâëåíà âûñîêàÿ àêòèâíîñòü ãåíîâ
ïðîàíãèîãåííûõ è ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, à òàêæå ðÿäà áåë-
êîâ ìåæêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ïðîäóêòû êîòîðûõ ìîãóò
îêàçûâàòü ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà ìèêðîîêðóæåíèå
îïóõîëè è êàê ñëåäñòâèå — íà òå÷åíèå îïóõîëåâîãî ïðî-
öåññà.

Äàëüíåéøåå èçó÷åíèå è õàðàêòåðèñòèêà îòäåëüíûõ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, ôîðìèðóþùèõñÿ â îòâåò íà äåéñò-
âèå ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ïðåïàðàòîâ, à òàêæå èññëåäîâà-
íèå ìåõàíèçìîâ ýòîãî ïðîöåññà ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü ñî-
çäàíèþ ñõåì áîëåå ýôôåêòèâíîé, èíäèâèäóàëèçèðîâàí-
íîé òåðàïèè áîëüíûõ ãëèîáëàñòîìàìè.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Ì. Â. Ôèëàòîâà çà ïðåäîñòàâëåí-
íûå êëåòî÷íûå ëèíèè è È. Â. Ñìèðíîâà çà ïîìîùü â
îôîðìëåíèè ðåçóëüòàòîâ.
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FOTEMUSTINE EFFECT ON HUMAN GLIOBLASTOMA CELL LINES
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Glioblastomas are heterogeneous group of tumors of neuroectodermal origin. Tumor cell cultures obtained
from patients with glioblastomas differ in morphology, phenotype, as well as genetic characteristics. In the cur-
rent work we used both glioblastoma cell cultures À172 and Ò98G (known from 70th of the XX century) and
new lines of glioblastomas R1 and T2 (obtained in 2010 from surgical material of patients). The purpose of this
study was to evaluate the effect of alkylating antitumor drug fotemustine (FM) after single and repeated expo-
sure on survival and proliferation of these glioblastoma lines, as well as FM effect on the expression of several
growth factor genes, extracellular matrix proteins genes, mesenchymal cell genes, and the transcription factor
Zeb1. FM had different effect on A172 and R1 glioblastoma cell lines versus T98G and T2 cell lines. LD50 for
A172 cells was 60 mg/ml, while for T98G cells it amounted 250 mg/ml. Single exposure of A172 and R1 cell li-
nes to FM in a dose of 100 mg/ml resulted in death of all cells in culture. A172 and R1 cells exposure to suble-
thal doses of FM caused the decrease in activity of all studied genes. After incubation of Ò98G and T2 glioblas-
toma cells with FM in sublethal doses we identified two cell populations: proliferating cells and non-prolifera-
ting growth-arrested cells. Cell exposure to FM in doses over 300 mg/ml led to dominance of growth-arrested
cells in populations. These cells remained viable for 1.5 months. The effect of FM on Ò98G and T2 cell lines
was accompanied by increased activity of all studied genes. It was concluded that after exposure to FM a popu-
lation of growth-arrested, drug-resistant cells is revealed in Ò98G and T2 cell cultures. These cells exhibit high
expression of genes encoding factors associated with epithelial-mesenchymal transition (EMT). We discuss the
possible impact of non-proliferating cells actively producing growth factors on the tumor microenvironment.

K e y w o r d s: glioblastoma, À172, T98G, chloroethylnitrosourea, fotemustine, growth factor genes, extra-
cellular matrix protein genes, Zeb1, growth-arrested cells.
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