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Ðåçèñòåíòíûå ê äåéñòâèþ ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè...

Ãëèîáëàñòîìû îòëè÷àþòñÿ íåîäíîðîäíîñòüþ íîâîîáðàçîâàíèé, âîçíèêàþùèõ ó ðàçíûõ ïàöèåíòîâ,
à òàêæå âûñîêîé ãåòåðîãåííîñòüþ êëåòî÷íîãî ñîñòàâà êàæäîé îïóõîëè. Â ðàáîòå èññëåäîâàíî äåéñòâèå
ôîòîííîãî îáëó÷åíèÿ â ðàçíûõ ðåæèìàõ è äîçàõ íà êëåòêè äâóõ íîâûõ (T2 è R1) è äâóõ äàâíî èçó÷àå-
ìûõ (Ò98G è À172) ëèíèé ãëèîáëàñòîì. Â îòëè÷èå îò ãëèîáëàñòîì A172 è R1, â êîòîðûõ ïðè îòíîñè-
òåëüíî íåâûñîêèõ äîçàõ îáëó÷åíèÿ âñå êëåòêè ïîãèáàëè, â êëåòêàõ T98G è Ò2 ïîñëå áîëåå âûñîêèõ äîç
îáëó÷åíèÿ âûæèâàëà ïîïóëÿöèÿ ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê. Îíà áûëà ïðåäñòàâëåíà îäíîÿäåðíûìè è ìíîãî-
ÿäåðíûìè íåïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè êðóïíîãî ðàçìåðà, êîòîðûå ñîõðàíÿëè æèçíåñïîñîáíîñòü
áîëåå 1 ìåñ. Êëåòêè õàðàêòåðèçîâàëèñü ìíîãîêðàòíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ïîïóëÿöèåé óñèëåíèåì
ýêñïðåññèè ãåíîâ ðîñòîâûõ è ïðîàíãèîãåííûõ ôàêòîðîâ, ãåíîâ ðÿäà áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è
ãåíîâ áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìåçåíõèìíûì ôåíîòèïîì. Ïðîôèëü àêòèâíîñòè èññëåäîâàííûõ ãåíîâ â ïîïó-
ëÿöèÿõ ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê T98G è Ò2 ïîñëå îáëó÷åíèÿ îêàçàëñÿ èäåíòè÷íûì ïðîôèëþ ýêñïðåññèè
òåõ æå ãåíîâ ïîñëå äåéñòâèÿ äðóãîãî ãåíîòîêñè÷åñêîãî ôàêòîðà — ôîòåìóñòèíà. Òàêèì îáðàçîì, ðåçè-
ñòåíòíûå ê äåéñòâèþ ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ ïåðåæèâàþùèå êëåòêè õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé àê-
òèâíîñòüþ ãåíîâ òåõ áåëêîâ, êîòîðûå ìîãóò âëèÿòü êàê íà ñàìè îïóõîëåâûå êëåòêè, òàê è íà èõ ìèêðîîê-
ðóæåíèå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãëèîáëàñòîìa, À172, Ò98G, R1, Ò2, îáëó÷åíèå, ôîòåìóñòèí, ïåðåæèâàþùèå
êëåòêè, ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè, ðåçèñòåíòíûå êëåòêè, ìåçåíõèìíûå ìàðêåðû, ãåíû ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ,
ãåíû áåëêîâ ýêñòðàêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà, ãåíîòîêñè÷åñêèå ôàêòîðû

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé ïîñëåäíèõ ëåò ñâèäåòåëüñò-
âóþò î òîì, ÷òî îáùåïðèíÿòûå ñðåäñòâà ëå÷åíèÿ îíêîëî-
ãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé, òàêèå êàê õèìèî- è ëó÷åâàÿ òåðà-
ïèÿ, ìîãóò ñïîñîáñòâîâàòü âîçíèêíîâåíèþ ðåçèñòåíòíûõ
êëîíîâ îïóõîëåâûõ êëåòîê, âî ìíîãîì îïðåäåëÿþùèõ
ïðîãðåññèþ çàáîëåâàíèÿ. Èçó÷åíèå ýòîãî àñïåêòà äåéñò-
âèÿ òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ íåîáõîäèìî äëÿ îïòèìèçà-
öèè óæå ñóùåñòâóþùèõ ïðîòîêîëîâ ëå÷åíèÿ, à òàêæå ïî-
èñêà íîâûõ ïîäõîäîâ â ëå÷åíèè îíêîëîãè÷åñêèõ çàáîëå-
âàíèé.

Áîëüøèíñòâî îïóõîëåé ÷åëîâåêà õàðàêòåðèçóåòñÿ
îïðåäåëåííûì óðîâíåì êëåòî÷íîé ãåòåðîãåííîñòè. Ãåòå-
ðîãåííîñòü (ïëåîìîðôèçì) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé âàðèàáåëü-
íîñòü ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ õàðàêòåðè-
ñòèê, êîòîðàÿ çàòðàãèâàåò ôåíîòèïè÷åñêèå, ãåíåòè÷åñêèå
è ýïèãåíåòè÷åñêèå ïðèçíàêè îïóõîëåâûõ êëåòîê (Hepp-
ner, 1984; Visvader, 2011; Marusyk et al., 2012). Â ïîñëåä-
íèå ãîäû âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé áûëî ïðèâëå÷åíî ê

îäíîé èç ñóáïîïóëÿöèé, âõîäÿùèõ â ñîñòàâ îïóõîëåâûõ
òêàíåé è êëåòî÷íûõ ëèíèé, à èìåííî ê ãèãàíòñêèì ìíîãî-
ÿäåðíûì êëåòêàì. ×àñòîòà èõ âñòðå÷àåìîñòè â çàâèñèìî-
ñòè îò ëîêàëèçàöèè îïóõîëè è ôàçû çàáîëåâàíèÿ ñîñòàâ-
ëÿåò îò 0.1 äî 20 % (Heppner, 1984; Hope, Bhatia, 2011).
Äîëãîå âðåìÿ ñ÷èòàëîñü, ÷òî ãèãàíòñêèå êëåòêè, íåñóùèå
ïðèçíàêè êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ è óòðàòèâøèå ñïîñîáíîñòü
ïðîëèôåðèðîâàòü, ýëèìèíèðóþòñÿ èç ïîïóëÿöèè ñ ïîìî-
ùüþ àïîïòîçà èëè äðóãèõ ìåõàíèçìîâ êëåòî÷íîé ãèáåëè
(Kawano et al., 1995). Îäíàêî â ðàáîòàõ ïîñëåäíèõ ëåò ïî-
ÿâèëèñü óáåäèòåëüíûå äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî íå âñå ïî-
äîáíûå êëåòêè ïîãèáàþò. Ïîñëå äëèòåëüíîãî ïåðèîäà ïî-
êîÿ íåêîòîðûå èç íèõ âíîâü ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü äå-
ëèòüñÿ, à îáðàçóþùèåñÿ ïðè ýòîì äî÷åðíèå êëåòêè
ïðîÿâëÿþò ñâîéñòâà, ïðèñóùèå ñòâîëîâûì êëåòêàì (Wei-
hua et al., 2011; Zhang et al., 2014; Kaur et al., 2015; Mirza-
yans et al., 2017). Â äàëüíåéøåì ýòè êëåòêè ìîãóò ïðè-
íèìàòü ó÷àñòèå â ïðîöåññàõ ìåòàñòàçèðîâàíèÿ, ðåöè-
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äèâèðîâàíèÿ, à òàêæå â ôîðìèðîâàíèè ëåêàðñòâåííîé
óñòîé÷èâîñòè è ðàäèîðåçèñòåíòíîñòè îïóõîëåé. Íàêîï-
ëåííûå ôàêòû îïðåäåëèëè èíòåðåñ ê èçó÷åíèþ ñâîéñòâ è
ñóäüáû ãèãàíòñêèõ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê.

Ôîðìèðîâàíèþ ãèãàíòñêèõ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê
îïóõîëè ñïîñîáñòâóåò äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ ãåíîòîêñè÷å-
ñêèõ ôàêòîðîâ. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âîçäåéñòâèå íà ëèíèè
ãëèîáëàñòîì Ò98G è T2 âûñîêèõ äîç ôîòåìóñòèíà, õèìèî-
òåðàïåâòè÷åñêîãî ïðåïàðàòà èç ãðóïïû ïðîèçâîäíûõ íè-
òðîçîìî÷åâèíû, ñîïðîâîæäàåòñÿ äîìèíèðîâàíèåì â ïî-
ïóëÿöèè ìíîãîÿäåðíûõ íåïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, ñî-
õðàíÿþùèõ æèçíåñïîñîáíîñòü â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî
âðåìåíè (Êèñåëåâà è äð., 2018). Ýòè êëåòêè îáëàäàëè ðÿ-
äîì ñâîéñòâ, êîòîðûå óêàçûâàëè íà âîçìîæíîñòü èõ ó÷àñ-
òèÿ â ïðîãðåññèè îïóõîëè.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èçó÷å-
íèÿ äåéñòâèÿ ôîòîííîãî èçëó÷åíèÿ íà êëåòêè ÷åòûðåõ ëè-
íèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà — À172, Ò98G, R1 è Ò2. Èñ-
ñëåäîâàíî âëèÿíèå îáëó÷åíèÿ â ðàçëè÷íûõ ðåæèìàõ íà
ïðîëèôåðàöèþ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, íà ïðèñóòñòâèå â
íèõ ðåçèñòåíòíûõ ê îáëó÷åíèþ êëåòîê, à òàêæå èçìåíå-
íèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ãåíîâ, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ ìåçåíõèìíûì ôåíîòèïîì, è ãåíîâ áåëêîâ
âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà. Ïðîâåäåíî ñîïîñòàâëåíèå äåé-
ñòâèÿ îáëó÷åíèÿ è ôîòåìóñòèíà íà êëåòêè ÷åòûðåõ ëèíèé
ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà.

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 Íàó÷íî-èññëå-
äîâàòåëüñêîãî èíñòèòóòà ãðèïïà Ìèíèñòåðñòâà çäðàâîîõ-
ðàíåíèÿ ÐÔ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòî÷íûå ëèíèè R1 è
T2 áûëè âûäåëåíû èç îïåðàöèîííîãî ìàòåðèàëà ïàöè-
åíòîâ â Ëàáîðàòîðèè êëåòî÷íîé áèîëîãèè Ïåòåðáóðãñêî-
ãî èíñòèòóòà ÿäåðíîé ôèçèêè (Ãàò÷èíà, Ëåíèíãðàä-
ñêàÿ îáë.) è ê íà÷àëó èññëåäîâàíèé ïðîøëè 23 è 29 ïàññà-
æåé ñîîòâåòñòâåííî (Êèñåëåâà è äð., 2017). Êëåòêè ëèíèé
ãëèîáëàñòîì êóëüòèâèðîâàëè â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé a-ÌÅÌ, 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè
(ÝÒÑ), ãëþòàìèí è ãåíòàìèöèí. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
ïðè 37 °Ñ è 5 % ÑÎ2 â âîçäóøíîé ñðåäå. Ïåðåñåâ êëåòîê
ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ ðàñòâîð èç ñìåñè òðèïñèíà è âåðñåíà.

Î á ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ê. Êóëüòóðû êëåòîê ãëèîáëà-
ñòîì ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ ôîòîííîãî ïó÷êà íà ëèíåéíîì
óñêîðèòåëå Elekta Precise Treatment System™ (Elekta,
Øâåöèÿ) ñ ýíåðãèåé èçëó÷åíèÿ 6 ÌýÂ, ìîùíîñòü äîçû ñî-
ñòàâëÿëà 460 ñÃð/ìèí. Êëåòêè, ïðåäíàçíà÷åííûå äëÿ îá-
ëó÷åíèÿ, âûðàùèâàëè äî ñîñòîÿíèÿ 70%-íîãî êîíôëþýíò-
íîãî ìîíîñëîÿ â íåâåíòèëèðóåìûõ ôëàêîíàõ ïëîùàäüþ
25 ñì2 (NUNC, Äàíèÿ). Ïðè ïðîâåäåíèè îáëó÷åíèÿ ôëà-
êîíû ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè â óãëóáëåíèå ïàðàôèíîâîãî
ðàññåèâàòåëÿ ñ òîëùèíîé ñòåíîê 1.2 ñì è ðàñïîëàãàëè ïî
îòíîøåíèþ ê èñòî÷íèêó èçëó÷åíèÿ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû
íà ïóòè ôîòîíîâ íå áûëî ãðàíèöû âîçäóõà è æèäêîñòè,
êîòîðàÿ ìîãëà áû ïðèâîäèòü ê çíà÷èòåëüíûì äîçèìåòðè-
÷åñêèì ïîãðåøíîñòÿì. Ïðè âûáîðå äîçû îäíîêðàòíîãî
îáëó÷åíèÿ ðóêîâîäñòâîâàëèñü îïóáëèêîâàííûìè äàííû-
ìè (Satoh et al., 1997; Sasaki et al., 2013). Ïðè îïðåäåëåíèè
ðåæèìîâ è ñóììàðíîé äîçû ôðàêöèîíèðîâàííîãî îáëó÷å-
íèÿ êëåòîê îðèåíòèðîâàëèñü íà ñõåìû ðàäèîòåðàïèè ïà-
öèåíòîâ. Êëåòêè îáëó÷àëè îäíîêðàòíî â äîçå 10 Ãð èëè
ôðàêöèîíèðîâàííî ïî 2 Ãð/ñóò â òå÷åíèå 5 ñóò, çàòåì ïî-
ñëå 2-ñóòî÷íîãî ïåðåðûâà ïðîäîëæàëè îáëó÷åíèå äî äî-

ñòèæåíèÿ ñóììàðíîé äîçû 36 èëè 50 Ãð èëè ïî 5 Ãð/ñóò
äî äîñòèæåíèÿ ñóììàðíîé äîçû 60 Ãð. Äëÿ îöåíêè ïî-
âòîðíîãî äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ êëåòêè ãëèîáëàñòîì À172 è
Ò98G ïîñëå îäíîêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð äîðà-
ùèâàëè äî 70%-íîãî êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ, ïåðåñåâà-
ëè è âíîâü îáëó÷àëè â äîçå 20 Ãð. Â êëåòî÷íûõ êóëüòóðàõ
ïåðâóþ çàìåíó ðîñòîâîé ñðåäû ïðîâîäèëè ÷åðåç 1 ÷ ïîñëå
î÷åðåäíîãî ñåàíñà îáëó÷åíèÿ, çàòåì 2/3 ñðåäû çàìåíÿëè
êàæäûå 2—3 ñóò.

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 èíâåð-
òèðîâàííûé ìèêðîñêîï ñî âñòðîåííîé êàìåðîé Prima Vert
(Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ). Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê îöåíè-
âàëè ïîñëå îêðàñêè 4%-íûì ðàñòâîðîì òðèïàíîâîãî ñè-
íåãî. Äëÿ ìîðôîëîãè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòêè ôèêñèðîâàëè
ëåäÿíûì ýòàíîëîì, îêðàøèâàëè ïî Ìàé-Ãðþíâàëü-
äó—Ãèìçå è ôîòîãðàôèðîâàëè, èñïîëüçóÿ èíâåðòèðîâàí-
íûé ìèêðîñêîï ñ öèôðîâîé êàìåðîé (Nikon, ßïîíèÿ).

È ñ ñ ë å ä î â à í è å 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 â ïîïóëÿöèÿõ îäíîêðàòíî
îáëó÷åííûõ êëåòîê ïðîâîäèëè ïîñëå ïåðåñåâà è âîññòà-
íîâëåíèÿ êëåòêàìè 70%-íîãî êîíôëþýíòíîãî ìîíîñëîÿ.
Äâóêðàòíî îáëó÷åííûå, à òàêæå îáëó÷åííûå âî ôðàêöèî-
íèðîâàííîì ðåæèìå êëåòêè, ñîõðàíÿþùèå ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü, òîæå èññëåäîâàëè íà 1-ì ïàññàæå ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ. Èç íåïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê, îáëó÷åí-
íûõ âî ôðàêöèîíèðîâàííîì ðåæèìå, ìÐÍÊ âûäåëÿëè
÷åðåç 30—40 ñóò ïîñëå ïîñëåäíåãî ñåàíñà îáëó÷åíèÿ.

Ýòàïû àíàëèçà è ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èñïîëüçîâàí-
íûõ ïðàéìåðîâ îïèñàíû ðàíåå (Êèñåëåâà è äð., 2016). Äëÿ
ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè âî âñåõ îáðàçöàõ èñ-
ïîëüçîâàëè 500 íã ÐÍÊ. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðåä-
ñòàâëÿëè â âèäå ðàçíèöû (DÑÒ) ìåæäó ïîðîãîâûì öèêëîì
èññëåäóåìîãî ãåíà è ãåíà ñðàâíåíèÿ GAPDH. ÑÒ — ïî-
ðîãîâûé öèêë, ñîîòâåòñòâóþùèé ÷èñëó öèêëîâ àìïëèôè-
êàöèè, íåîáõîäèìûõ äëÿ äîñòèæåíèÿ ïîðîãîâîãî çíà÷å-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè. Äëÿ ñðàâíåíèÿ óðîâíåé ýêñïðåññèè
ãåíîâ â êëåòêàõ äî è ïîñëå îáëó÷åíèÿ èñïîëüçîâàëè ìå-
òîä îòíîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ýêñï-
ðåññèè ãåíà (ìåòîä 2–DDÑt). Âåëè÷èíà 2–DDÑt ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé êðàòíîñòü ðàçíèöû ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíà â îáëó-
÷åííûõ 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, òðè-
ïàíîâûé ñèíèé, ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð
áåç Ca2+ è Mg2+ (ÁèîëîÒ, Ðîññèÿ); íàáîð êðàñèòå-
ëåé Ìàé-Ãðþíâàëüäà—Ãèìçà (Bio-Optica, Èòàëèÿ); ÝÒÑ
Hyclone (Thermo Scientific, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à. Èññëåäîâàíèÿ
áûëè âûïîëíåíû â 3—6 ïîâòîðíîñòÿõ. Äëÿ ñòàòèñòè÷å-
ñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììû Micro-
soft Excel è STATISTICA 6.0. Äëÿ ïðîâåðêè äîñòîâåðíî-
ñòè ðàçëè÷èé ïðèìåíÿëè U-êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè.

Ðåçóëüòàòû

Îäíîêðàòíîå îáëó÷åíèå êóëüòóð êëåòîê ãëèîáëàñòîì
A172, R1, T98G è T2 â äîçå 10 Ãð âûçûâàëî èõ ìîðôîëî-
ãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ. Â êóëüòóðàõ À172 è R1 íà 3—7-å ñóò
ïîñëå âîçäåéñòâèÿ íàðÿäó ñ ãèáåëüþ ÷àñòè êëåòîê âûÿâ-
ëÿëè íåìíîãî÷èñëåííûå ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè. Â òå÷åíèå
2-é íåä ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êëåòêè âîçîáíîâëÿëè äåëåíèå.
Â êëåòêàõ ëèíèé Ò98G è Ò2 ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð
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íàðÿäó ñ êëîíàìè íåêðóïíûõ ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê
îòìå÷àëè óâåëè÷åíèå ÷èñëà êðóïíûõ îäíîÿäåðíûõ è ìíî-
ãîÿäåðíûõ êëåòîê. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíòàêòíûå
êëåòêè âñåõ ýòèõ ëèíèé èìåþò îäèíàêîâî âûñîêóþ ïðî-
ëèôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü (Êèñåëåâà è äð., 2016, 2017).
Âðåìÿ, íåîáõîäèìîå îáëó÷åííûì êëåòêàì äëÿ äîñòèæå-
íèÿ 70%-íîãî êîíôëþýíòà, ðàçëè÷àëîñü äëÿ îòäåëüíûõ
ëèíèé. Ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð ýòî âðåìÿ ñîñòàâëÿ-
ëî 8 ñóò äëÿ êëåòîê Ò98G è 26 ñóò äëÿ êëåòîê Ò2, à äëÿ
êëåòîê À172 è R1 — 15 è 22 ñóò ñîîòâåòñòâåííî (ñì. òàá-
ëèöó). Òàêèì îáðàçîì, îäíîêðàòíîå îáëó÷åíèå ãëèîáëà-
ñòîì â äîçå 10 Ãð íå îòìåíÿëî ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, íî
óâåëè÷èâàëî ïîëèìîðôèçì êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.

Â ïîïóëÿöèÿõ êëåòîê ãëèîáëàñòîì, ïîäâåðãíóòûõ îá-
ëó÷åíèþ, à òàêæå â èíòàêòíûõ êëåòêàõ âñåõ ÷åòûðåõ ëè-
íèé îöåíèâàëè ýêñïðåññèþ ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ
(TGFß1, VEGF, FGF(b), EGF, HGF), ãåíîâ, õàðàêòåðíûõ
äëÿ êëåòîê ìåçåíõèìíûõ ëèíèé (FAP è aSMA), ãåíîâ áåë-
êîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (òåíàñöèíà Ñ — TNC è òðîì-
áîñïîíäèíà 1 — THBS1) è ãåíà òðàíñêðèïöèîííîãî ôàê-
òîðà Zeb1.

Â êëåòêàõ ëèíèé À172 è R1, âîññòàíîâèâøèõñÿ ïîñëå
îäíîêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð, àêòèâíîñòü áîëü-
øèíñòâà èññëåäîâàííûõ ãåíîâ áûëà â ïðåäåëàõ çíà÷åíèé,
õàðàêòåðíûõ äëÿ èíòàêòíûõ êëåòîê. Èñêëþ÷åíèå ñîñòàâ-
ëÿëè ýêñïðåññèÿ ãåíà HGF, äîñòîâåðíî ñíèæåííàÿ â îáëó-
÷åííûõ êëåòêàõ R1, è àêòèâíîñòü ãåíà áSMA, âîçðîñøàÿ â
êëåòêàõ À172 (ðèñ. 1, à). Â êëåòêàõ Ò98G è Ò2, îáëó÷åí-
íûõ îäíîêðàòíî â äîçå 10 Ãð, ýêñïðåññèÿ áîëüøèíñòâà ãå-
íîâ ïðîÿâëÿëà òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ. Â îáåèõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèÿõ áûëà äîñòîâåðíî óñèëåíà àêòèâíîñòü ãåíîâ
FAP è Zeb1, â êëåòêàõ Ò2 âîçðàñòàëà ýêñïðåññèÿ ãåíîâ
VEGF è TNC (ðèñ. 1, á).

Ôðàêöèîíèðîâàííîå îáëó÷åíèå êëåòîê ãëèîáëàñòîì â
äîçå 36 Ãð íå ïðåäîòâðàùàëî ïîëíîñòüþ ïðîëèôåðàöèþ
êëåòîê ëèíèé À172 è R1 è íàðÿäó ñ ìàññîâîé ãèáåëüþ
êëåòîê ñîïðîâîæäàëîñü ïîÿâëåíèåì áîëüøîãî ÷èñëà
êðóïíûõ îäíîÿäåðíûõ êëåòîê, à òàêæå êëåòîê, èìåþùèõ
2 ÿäðà è áîëåå (ðèñ. 2, á, ã). Âîññòàíîâëåíèå êëåòî÷íîãî
ìîíîñëîÿ äî 70%-íîãî êîíôëþýíòà â ýòèõ êóëüòóðàõ ïðî-
èñõîäèëî ìåäëåííåå, ÷åì ïîñëå îäíîêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ
â äîçå 10 Ãð. Óâåëè÷åíèå äîçû ôðàêöèîíèðîâàííîãî îá-
ëó÷åíèÿ äî 50 Ãð âûçûâàëî ãèáåëü âñåõ êëåòîê â êóëüòó-
ðàõ ãëèîáëàñòîì À172 è R1 â òå÷åíèå 10—14 ñóò (ñì. òàá-
ëèöó).

Ôðàêöèîíèðîâàííîå îáëó÷åíèå êëåòîê À172 è R1 â
ñóììàðíîé äîçå 36 Ãð ïðèâîäèëî ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè
ãåíà TNC â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ è ãåíîâ TGFß1 è
HGF â êëåòêàõ Ò2. Ýêñïðåññèÿ áSMA â êëåòêàõ À172

áûëà ïîâûøåíà. Àêòèâíîñòü äðóãèõ èññëåäîâàííûõ ãå-
íîâ îñòàâàëàñü â ïðåäåëàõ, õàðàêòåðíûõ äëÿ èíòàêòíûõ
êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, òåíäåíöèè èçìåíåíèÿ àêòèâíîñòè
ãåíîâ, îòìå÷åííûå ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð, óñèëè-
ëèñü ïðè ôðàêöèîíèðîâàííîì îáëó÷åíèè â äîçå 36 Ãð
(ðèñ. 1, â).

Ëèíèè ãëèîáëàñòîì Ò98G è Ò2 áûëè áîëåå óñòîé÷èâû
ê äåéñòâèþ îáëó÷åíèÿ. Êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ Ò98G ïîñëå
îáëó÷åíèÿ â ñóììàðíîé äîçå 50 Ãð ïðåäñòàâëÿëà ñîáîé
ñî÷åòàíèå êëîíîâ ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê ñ íåïðîëè-
ôåðèðóþùèìè êðóïíûìè îäíîÿäåðíûìè è ìíîãîÿäåðíû-
ìè êëåòêàìè (ðèñ. 2, å). Íàðàñòàíèå êëåòîê äî 70%-íîãî
êîíôëþýíòà ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 50 Ãð ïðîèñõîäèëî
äîëüøå, ÷åì ïîñëå îäíîêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð
(ñì. òàáëèöó). Ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå 60 Ãð â êëåòî÷íîé
êóëüòóðå íàñòóïàëî ïðåêðàùåíèå ïðîëèôåðàöèè è ñîõðà-
íÿëèñü òîëüêî íåïðîëèôåðèðóþùèå ïåðåæèâàþùèå êëåò-
êè (ðèñ. 2, æ).

Â êëåòêàõ Ò98G, îáëó÷åííûõ ôðàêöèîíèðîâàííî â
ñóììàðíîé äîçå 50 Ãð, àêòèâíîñòü âñåõ ãåíîâ, êðîìå
áSMA è TGFß1, áûëà óâåëè÷åíà ïî ñðàâíåíèþ ñ èíòàêò-
íûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1, ã). Êëåòêè Ò2 ïðè äîñòèæåíèè
äîçû 36 Ãð ïðåêðàùàëè ïðîëèôåðàöèþ, îäíàêî ãèáåëü
êóëüòóðû íå íàñòóïàëà, òàê êàê çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ïîïó-
ëÿöèè ñîõðàíÿëàñü â âèäå íåïðîëèôåðèðóþùèõ ïåðåæè-
âàþùèõ êðóïíûõ îäíîÿäåðíûõ è ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê
(ðèñ. 2, è). Ïðè óâåëè÷åíèè ñóììàðíîé äîçû äî 50 Ãð ýòà
êëåòî÷íàÿ ïîïóëÿöèÿ íå ïîãèáàëà è ñîõðàíÿëà æèçíåñïî-
ñîáíîñòü áîëåå 36—40 ñóò (ñðîê íàáëþäåíèé). Â êëåòêàõ
ëèíèè Ò2 ïîñëå îêîí÷àíèÿ îáëó÷åíèÿ â äîçå 50 Ãð óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ VEGF, FGF(b), EGF, FAP, TNC è
Zeb áûë óâåëè÷åí (Ð � 0.05; ðèñ. 1, ã).

Äåéñòâèå äâóêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ èññëåäîâàëè íà
êëåòêàõ ëèíèé T98G è T2. Êëåòêè, êîòîðûå ñîõðàíèëè
ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôåðàöèè ïîñëå ïåðâîãî îáëó÷åíèÿ â
äîçå 10 Ãð, äîðàùèâàëè äî 70%-íîãî êîíôëþýíòà, ïå-
ðåñåâàëè â íîâûé ôëàêîí è ïî äîñòèæåíèè 70%-íîãî
êîíôëþýíòà îáëó÷àëè ïîâòîðíî â äîçå 20 Ãð. Ïîâòîðíîå
îáëó÷åíèå êëåòîê ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëî êëåòî÷íóþ
ïðîëèôåðàöèþ, â êóëüòóðàõ îñòàâàëèñü òîëüêî íåïðîëè-
ôåðèðóþùèå ïåðåæèâàþùèå êëåòêè. Îíè áûëè ïðåä-
ñòàâëåíû îäíîÿäåðíûìè è ìíîãîÿäåðíûìè êëåòêàìè,
êîòîðûå îòëè÷àëèñü êðóïíûìè ðàçìåðàìè è ñîõðàíÿëè
æèçíåñïîñîáíîñòü áîëåå 1 ìåñ (ñðîê íàáëþäåíèÿ). Ñïóñ-
òÿ 30 ñóò ïîñëå ïîâòîðíîãî îáëó÷åíèÿ â êóëüòóðàõ êëå-
òîê T98G àêòèâíîñòü âñåõ èññëåäîâàííûõ ãåíîâ áûëà
óñèëåíà, ïðè ýòîì ìàêñèìàëüíàÿ àêòèâàöèÿ (â äåñÿòêè è
ñîòíè ðàç) áûëà îòìå÷åíà äëÿ ãåíîâ HGF, FAP è TNC
(ðèñ. 1, ä).

618 Ë. Í. Êèñåëåâà è äð.

Äåéñòâèå îáëó÷åíèÿ íà âûæèâàåìîñòü è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê ëèíèé ãëèîáëàñòîì

Ëèíèÿ
Ñóììàðíàÿ äîçà îáëó÷åíèÿ ñ óêàçàíèåì ðàçîâîé (â ñêîáêàõ), Ãð

10 36 (2) 50 (2) 60 (5) (10 + 20)à

À172 15 18 Âñå ïîãèáàþò Âñå ïîãèáàþò Âñå ïîãèáàþò

R1 22 26 Òî æå ÍÎ ÍÎ

T98G 8 ÍÎ 13 ÏÆÊ ÏÆÊ

T2 26 ÏÆÊ ÏÆÊ ÍÎ ÍÎ

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Óêàçàíî âðåìÿ (ñóò) îò ìîìåíòà îêîí÷àíèÿ îáëó÷åíèÿ äî äîñòèæåíèÿ êóëüòóðîé ñîñòîÿíèÿ 70%-íîãî
êîíôëþýíòà. à Êëåòêè ïîñëå ïåðâîãî îáëó÷åíèÿ (10 Ãð) ðàñòèëè äî 70%-íîãî êîíôëþýíòà, ïåðåñåâàëè è ïî äîñòèæåíèè 70%-íîãî
êîíôëþýíòà îáëó÷àëè ïîâòîðíî (20 Ãð). ÏÆÊ — íåïðîëèôåðèðóþùèå ïåðåæèâàþùèå êëåòêè, ÍÎ — íå îïðåäåëÿëè.



Îáñóæäåíèå

Ïðîâåäåííîå ðàíåå ñðàâíåíèå ÷åòûðåõ êóëüòèâèðóå-
ìûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà (A172, R1, T98G è T2)
ïîêàçàëî, ÷òî ïî ðÿäó ïðèçíàêîâ, òàêèõ êàê íàëè÷èå íåé-
ðîíàëüíûõ ìàðêåðîâ CD133/2 è CD56, óðîâåíü ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ HGF è FAP, ðåàêöèÿ íà äåéñòâèå àëêèëèðóþ-
ùåãî ïðåïàðàòà ôîòåìóñòèíà, êëåòêè ëèíèè T98G èìåëè
ñõîäñòâî ñ êëåòêàìè Ò2, à ëèíèÿ À172 — ñ êëåòêàìè R1
(Êèñåëåâà è äð., 2016, 2017, 2018). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå

áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ëèíèè T98G è Ò2 îòëè÷àëèñü îò
ãëèîáëàñòîì À172 è R1 òàêæå ïî ðåàêöèè íà äåéñòâèå
äðóãîãî ãåíîòîêñè÷åñêîãî ôàêòîðà — èîíèçèðóþùåãî èç-
ëó÷åíèÿ. Â îòëè÷èå îò êóëüòóð A172 è R1, â êîòîðûõ ïðè
îòíîñèòåëüíî íåâûñîêèõ äîçàõ îáëó÷åíèÿ âñå êëåòêè ïî-
ãèáàëè, â êóëüòóðàõ T98G è Ò2 ïîñëå áîëåå âûñîêèõ äîç
îáëó÷åíèÿ îñòàâàëàñü ïîïóëÿöèÿ íåïðîëèôåðèðóþùèõ
ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê.

Ýòà ïîïóëÿöèÿ, îáîçíà÷àåìàÿ êàê ïåðåæèâàþùàÿ,
áûëà ïðåäñòàâëåíà îäíîÿäåðíûìè è ìíîãîÿäåðíûìè
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Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà A172 (à, â), R1 (à, â), T98G (á, ã, ä) è T2 (á, ã, å) ïîñëå
îäíîêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ â äîçå 10 Ãð (à, á), ïîñëå ôðàêöèîíèðîâàííîãî îáëó÷åíèÿ â ñóììàðíîé äîçå 36 (â) è 50 (ã, å) Ãð, ïî-
ñëå äâóêðàòíîãî îáëó÷åíèÿ â äîçàõ 10 è 20 (10 + 20) Ãð (ä) è ïîñëå îäíîêðàòíîãî âîçäåéñòâèÿ ôîòåìóñòèíà (Ô) â äîçå 300 ìêã/ìë

(ä, å).

Ïî ãîðèçîíòàëè — èññëåäóåìûå ãåíû; ïî âåðòèêàëè — êðàòíîñòü ðàçíèöû ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíà â îáëó÷åííûõ è èíòàêòíûõ êëåòêàõ (âåëè÷èíà
2–DDÑt). Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ â èíòàêòíûõ êëåòêàõ ïðèíÿòà çà 1; çâåçäî÷êà ïîêàçûâàåò äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èÿ ïðè Ð� 0.05 (êðèòåðèé Ìàííà—Óèòíè);

âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.



êëåòêàìè êðóïíîãî ðàçìåðà è õàðàêòåðèçîâàëàñü ìíîãî-
êðàòíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ïîïóëÿöèåé óñèëåíè-
åì ýêñïðåññèè ðÿäà ãåíîâ. Â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íà-
áëþäåíèé (áîëåå 1 ìåñ ïîñëå îêîí÷àíèÿ ñåàíñîâ îáëó÷å-
íèÿ) ðåçèñòåíòíûå êëåòêè îñòàâàëèñü æèâûìè, íî íå
ïðîëèôåðèðîâàëè. Âîïðîñ î òîì, ìîãóò ëè ýòè êëåòêè ïå-
ðåéòè â ôàçó ïðîëèôåðàöèè è ïðè êàêèõ óñëîâèÿõ, îñòàåò-
ñÿ îòêðûòûì. Ñóùåñòâåííî òî, ÷òî ÷åðåç 1 ìåñ ïîñëå
îêîí÷àíèÿ îáëó÷åíèÿ â ïåðåæèâàþùèõ êëåòêàõ T98G è
T2 áûëè àêòèâèðîâàíû ãåíû ïðîàíãèîãåííûõ è ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ, à òàêæå ãåíû áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà è
ãåíû, àêòèâàöèÿ êîòîðûõ ñîïðÿæåíà ñ ýïèòåëèî-ìåçåí-
õèìíûì ïåðåõîäîì. Â ïîïóëÿöèè ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê
ãëèîáëàñòîìû T98G ýêñïðåññèÿ ãåíîâ HGF, FAP è TNC
âîçðàñòàëà â äåñÿòêè è ñîòíè ðàç ïî îòíîøåíèþ ê èñõîä-
íûì çíà÷åíèÿì â èíòàêòíûõ êëåòêàõ. Â îáëó÷åííûõ êëåò-
êàõ T2 íàèáîëüøèé ðîñò àêòèâíîñòè áûë îòìå÷åí äëÿ
ãåíà VEGF. Òàêèì îáðàçîì, ïåðåæèâàþùèå êëåòêè íå
ïðîëèôåðèðîâàëè, íî àêòèâíî ýêñïðåññèðîâàëè ãåíû òåõ
áåëêîâ, êîòîðûå ìîãóò âëèÿòü êàê íà ñàìè îïóõîëåâûå
êëåòêè, òàê è íà èõ ìèêðîîêðóæåíèå.

Ïðèñóòñòâèå âûñîêîðåçèñòåíòíûõ ïåðåæèâàþùèõ
êëåòîê â ëèíèÿõ ãëèîáëàñòîì T98G è T2 ïîñëå äåéñòâèÿ
àëêèëèðóþùåãî ïðîòèâîîïóõîëåâîãî ïðåïàðàòà ôîòåìó-
ñòèíà áûëî îïèñàíî ðàíåå (Êèñåëåâà è äð., 2018). Ïðî-
ôèëü àêòèâíîñòè ãåíîâ ðîñòîâûõ è ïðîàíãèîãåííûõ ôàê-

òîðîâ, à òàêæå ðÿäà áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà â ïî-
ïóëÿöèÿõ ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê T98G è Ò2 ïîñëå îáëó-
÷åíèÿ îêàçàëñÿ ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷íûì ïðîôèëþ ýêñï-
ðåññèè òåõ æå ãåíîâ ïîñëå äåéñòâèÿ ôîòåìóñòèíà (ðèñ. 1,
ä, å).

Ðåçèñòåíòíûå ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè, ïîäîáíûå òåì,
êîòîðûå îïèñàíû â íàñòîÿùåé ðàáîòå, ïðèâëåêàþò îñîáîå
âíèìàíèå â ñâÿçè ñ èõ âîçìîæíîé ðîëüþ â ýâîëþöèè è
ïðîãðåññèè îïóõîëåé. Ôîðìèðîâàíèþ òàêèõ êëåòîê ñïî-
ñîáñòâóåò äåéñòâèå ðàçëè÷íûõ ñòðåññîðíûõ ôàêòîðîâ, òà-
êèõ êàê ãèïîêñèÿ è åå ìèìåòèêè, ðàäèàöèÿ è õèìèîòåðà-
ïåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû (Zhang et al., 2014; Kaur et al.,
2015; Niu et al, 2016). Ðàññìàòðèâàåòñÿ íåñêîëüêî ìåõà-
íèçìîâ îáðàçîâàíèÿ ìíîãîÿäåðíûõ êëåòîê, â ÷àñòíîñòè
ýíäîðåïëèêàöèÿ, ñâÿçàííàÿ ñ íàðóøåíèåì öèòîêèíåçà,
ñëèÿíèå îäíîÿäåðíûõ êëåòîê è êëåòî÷íûé êàííèáàëèçì,
ïðåäñòàâëÿþùèé ñîáîé ïîãëîùåíèå îäíèõ êëåòîê äðóãè-
ìè (Hosaka et al., 2004; Ariizumi et al., 2009; Weihua et al.,
2011; Krajcovic, Overholtzer, 2012). Ãîìîòèïè÷åñêîå ñëèÿ-
íèå êëåòîê — ðåäêîå ÿâëåíèå äëÿ áîëüøèíñòâà îïóõîëåé,
â ãëèîáëàñòîìàõ îíî ïðîèñõîäèò ñ áîëüøåé ÷àñòîòîé. Îá-
ëó÷åíèå ñïîñîáíî èíäóöèðîâàòü ñëèÿíèå îäíîÿäåðíûõ
ðåçèñòåíòíûõ êëåòîê ñ îáðàçîâàíèåì ìíîãîÿäåðíûõ êëå-
òîê, êîòîðûå ìîãóò ïðåáûâàòü íåêîòîðîå âðåìÿ â ëàòåíò-
íîì ñîñòîÿíèè, à çàòåì ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòüñÿ è âõî-
äèòü â ìèòîç (Kaur et al., 2015). Àâòîðû öèòèðóåìîé ðàáî-

620 Ë. Í. Êèñåëåâà è äð.

Ðèñ. 2. Êëåòêè ëèíèé ãëèîáëàñòîì ÷åëîâåêà A172 (à, á), R1 (â, ã), T98G (ä—æ), T2 (ç, è) â êîíòðîëå (à, â, ä, ç) è ïîñëå ôðàêöèîíè-
ðîâàííîãî îáëó÷åíèÿ â ñóììàðíîé äîçå 36 (á, ã, è), 50 (å) è 60 (æ) Ãð.

Ôàçîâûé êîíòðàñò, óâåë.: îá. 20� (á, ã, å), 40� (à, â, ä, æ, ç).



òû ïîä÷åðêèâàþò, ÷òî ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè îáðàçóþòñÿ
âñëåäñòâèå îáëó÷åíèÿ, à íå ÿâëÿþòñÿ òåìè ìíîãîÿäåðíû-
ìè êëåòêàìè, êîòîðûå âñòðå÷àþòñÿ â íåêîòîðîì êîëè÷å-
ñòâå â èíòàêòíûõ êóëüòóðàõ ãëèîáëàñòîì. Ìíîãîÿäåðíûå
êëåòêè â òîì èëè èíîì êîëè÷åñòâå ïðèñóòñòâîâàëè â òðåõ
èç ÷åòûðåõ èíòàêòíûõ ëèíèé ãëèîáëàñòîì, èñïîëüçîâàí-
íûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå (Êèñåëåâà è äð., 2016, 2017).
Â êóëüòóðàõ ãëèîáëàñòîì T98G è T2, ïîäâåðãíóòûõ ôðàê-
öèîíèðîâàííîìó îáëó÷åíèþ â ñðàâíèòåëüíî âûñîêèõ äî-
çàõ, ìíîãîÿäåðíûå êëåòêè ïðåäñòàâëÿëè îñíîâíóþ ÷àñòü
ïîïóëÿöèè. Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà òî, ÷òî ìíîãîÿäåð-
íûå êëåòêè â ëèíèÿõ T98G è T2 îáðàçîâàëèñü â ðåçóëüòà-
òå äåéñòâèÿ ðàäèàöèè (ðèñ. 2, å—ç).

Ãåòåðîãåííîñòü èíäèâèäóàëüíûõ ãëèîáëàñòîì çàñòàâ-
ëÿåò èññëåäîâàòåëåé âåñòè ïîèñê ïðîãíîñòè÷åñêèõ ìàðêå-
ðîâ, êîòîðûå ïîçâîëÿò îïðåäåëÿòü ñòðàòåãèþ òåðàïèè èí-
äèâèäóàëüíûõ îïóõîëåé. Â êà÷åñòâå òàêèõ ìàðêåðîâ ðàñ-
ñìàòðèâàþò ñëåäóþùèå ïðèçíàêè ïîïóëÿöèé îïóõîëåâûõ
êëåòîê: ïðèñóòñòâèå è êîëè÷åñòâî ñòâîëîâûõ CD133+-êëå-
òîê, ìóòàöèîííûå âàðèàíòû è àêòèâíîñòü ãåíà îïóõîëå-
âîãî ñóïðåññîðà p53, óðîâåíü ïðîäóêöèè îïóõîëåâûìè
êëåòêàìè ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ (VEGF, HGF è äð.), ñèíòåç
áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà — òåíàñöèíà è òðîìáî-
ñïîíäèíà — è öåëûé ðÿä äðóãèõ. Ìàëî øàíñîâ íàäåÿòüñÿ
íà èñïîëüçîâàíèå åäèíè÷íûõ ìàðêåðîâ, âåðîÿòíî, ïîòðå-
áóåòñÿ ó÷èòûâàòü ñîâîêóïíîñòü ìíîãèõ ïðèçíàêîâ êîíê-
ðåòíîé îïóõîëè.

Ïðèìåíèòåëüíî ê íàñòîÿùåìó èññëåäîâàíèþ ôåíîòè-
ïè÷åñêèå ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ ïàðàìè ëèíèé, äåìîíñò-
ðèðóþùèõ ðàçíûå òèïû îòâåòà íà ãåíîòîêñè÷åñêèå âîç-
äåéñòâèÿ, êàñàëèñü ïðåæäå âñåãî ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ
ñòâîëîâûõ êëåòîê CD133/2 è CD56, êîòîðûå ïðèñóòñòâî-
âàëè íà êëåòêàõ À172 (3 %) è R1 (20 %) è íå âûÿâëÿëèñü
íà êëåòêàõ T98G è Ò2 (Êèñåëåâà è äð., 2016, 2017). Ïðè-
ñóòñòâèå ýòèõ ìåìáðàííûõ àíòèãåíîâ ñâÿçûâàþò ñ ïðåä-
ðàñïîëîæåííîñòüþ êëåòîê ê íåéðîíàëüíîé äèôôåðåíöè-
ðîâêå. Îòíîñèòåëüíî áåëêà ð53 èçâåñòíî, ÷òî êëåòêè
À172 èìåþò ãåí äèêîãî òèïà, à êëåòêè T98G ñèíòåçèðóþò
ìóòàíòíûé áåëîê (Melendez et al., 2011). Â êëåòêàõ R1 è
Ò2 áåëîê p53 áûë âûÿâëåí èììóíîãèñòîõèìè÷åñêè, îäíà-
êî èñïîëüçîâàííûå àíòèòåëà íå ïîçâîëèëè óñòàíîâèòü,
áûëè áåëêè ìóòàíòíûìè èëè äèêîãî òèïà (Êèñåëåâà è äð.,
2017).

Èñõîäíûå ëèíèè À172 è R1 îòëè÷àëèñü îò T98G è T2
áîëåå àêòèâíîé ýêñïðåññèåé ãåíîâ ïðîàíãèîãåííûõ ôàê-
òîðîâ, ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ãåíîâ áåëêîâ âíåêëåòî÷íîãî
ìàòðèêñà è áåëêîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìåçåíõèìíûì ôåíîòè-
ïîì. Â íàèáîëüøåé ñòåïåíè ýòî êàñàëîñü ãåíîâ TNÑ, FAP
è HGF, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ â êëåòêàõ T98G è T2 áûëà ñó-
ùåñòâåííî íèæå, ÷åì â êëåòêàõ À172 è R1. TNC ðàññìàò-
ðèâàþò êàê îäèí èç ìàðêåðîâ îïóõîëåâûõ ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ãëèîáëàñòîìû (Nie et al., 2014), à áåëêè FAP è HGF
àññîöèèðóþò ñ ïðîãðåññèåé ýòîé îïóõîëè (Basilico et al.,
2014; Busek et al., 2016). Òàêèì îáðàçîì, ëèíèè À172 è
R1, èçíà÷àëüíî ñîäåðæàâøèå â ñîñòàâå ïîïóëÿöèè êëåòêè
ñ õàðàêòåðèñòèêàìè ñòâîëîâûõ (CD133+ è CD56+) è èìåâ-
øèå áîëåå âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ãåíîâ, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ àêòèâàöèåé îïóõîëåâîãî ïðîöåññà, áûëè áî-
ëåå ÷óâñòâèòåëüíû ê ãåíîòîêñè÷åñêèì ôàêòîðàì, ÷åì ëè-
íèè T98G è Ò2, êîòîðûå ïðîÿâèëè óñòîé÷èâîñòü ê
âîçäåéñòâèÿì çà ñ÷åò ôîðìèðîâàíèÿ ïîïóëÿöèè ïåðåæè-
âàþùèõ êëåòîê. Ïðè äåéñòâèè ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ
(ôîòåìóñòèíà è îáëó÷åíèÿ) ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ èõ äîçû â
ëèíèÿõ À172 è R1 ðåãèñòðèðîâàëè ñíèæåíèå àêòèâíîñòè
ãåíîâ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, ãåíîâ áåëêîâ ìàòðèêñà è áåë-

êîâ, ñâÿçàííûõ ñ ìåçåíõèìíûì ôåíîòèïîì. Â ëèíèÿõ
T98G è Ò2 ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ äîçû âîçäåéñòâèé, íàîáî-
ðîò, ïðîèñõîäèë çíà÷èòåëüíûé ðîñò àêòèâíîñòè òåõ æå
ãåíîâ. Ýòîò ýôôåêò, âåðîÿòíåå âñåãî, áûë ñâÿçàí ñî ñìå-
íîé êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, ïîñêîëüêó èìåííî ïåðåæèâà-
þùèå êëåòêè, äîëÿ êîòîðûõ â ëèíèÿõ T98G è Ò2 íàðàñòà-
ëà ïî ìåðå óâåëè÷åíèÿ äîçû âîçäåéñòâèÿ, îòëè÷àëèñü âû-
ñîêèì óðîâíÿì ñèíòåçà ìÐÍÊ îáîçíà÷åííûõ áåëêîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîïóëÿöèè ðåçèñòåíòíûõ ìíîãîÿäåð-
íûõ ïåðåæèâàþùèõ êëåòîê âûÿâëÿëèñü ïîñëå ãåíîòîêñè-
÷åñêèõ âîçäåéñòâèé â äâóõ èç ÷åòûðåõ èçó÷åííûõ ëèíèé
ãëèîáëàñòîì. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîäòâåðæäàþò óñòîÿâøèåñÿ
ïðåäñòàâëåíèÿ î âûñîêîì óðîâíå ãåòåðîãåííîñòè ãëèî-
áëàñòîì è ñâèäåòåëüñòâóþò î ïðèíöèïèàëüíî ðàçíîé ðå-
àêöèè êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ýòèõ îïóõîëåé íà äåéñòâèå
îäíèõ è òåõ æå ãåíîòîêñè÷åñêèõ ôàêòîðîâ.
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MULTINUCLEAR CELLS RESISTENT TO GENOTOXIC FACTORS

IN CULTURED HUMAN GLIOBLASTOMA CELL LINES
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Glioblastomas are characterized by significant differences of neoplasms occurring in individual patients,
as well as high heterogeneity of cell content within each tumor. The influence of photonic irradiation applied in
different modes and doses on the cells of two new glioblastoma cell lines (T2 and R1) and long-studied lines
of glioblastoma (T98G and A172) was investigated. In contrast to A172 and R1 cultures, in which all the cells
died after exposure to relatively low radiation doses, in T98G and T2 lines a radioresistant cell population survi-
ved after higher doses of irradiation. This population was represented by large single or multinuclear non-proli-
ferating growth-arrested cells. These cells remained viable for more than a month and in comparison with the
intact cells were characterized by a multiple increase in the expression of genes encoding growth and proangio-
genic factors, some extracellular matrix proteins as well as proteins connected with mesenchymal phenotype.
The pattern of gene activity of growth-arrested irradiated T98G and T2 cells turned to be identical to gene pat-
tern of the same cells treated with another genotoxic factor — fotemustine. Consequently, growth-arrested re-
sistant cells in T98G and T2 glioblastomas actively expressed genes encoding the proteins that could affect both
the tumor cells and their microenvironment.

K e y w o r d s: glioblastoma, A172, T98G, R1, T2, irradiation, fotemustine, growth-arrested cells, multi-
nuclear cells, resistant cells, mesenchymal markers, growth factor genes, extracellular matrix protein genes, ge-
notoxic factors
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