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Появление в процессе химио- и лучевой терапии опухолей резистентных к этим воздействиям клеток яв-
ляется одной из нерешенных проблем онкологии. Исследование условий и механизмов формирования ре-
зистентности к темозоломиду, препарату первой линии в терапии глиобластом, проводят на культивиру-
емых клеточных линиях. Учитывая гетерогенность глиобластом, представляет интерес изучение реакций
различных клеточных линий на темозоломид. Целью работы были получение и характеристика резистент-
ных в отношении темозоломида клеток линий T2 и Т98G. Источником темозоломида служил препарат Те-
модал® в форме лиофилизата для приготовления инфузионного раствора. Известно, что клетки T98G высоко
устойчивы к темозоломиду, реакция на препарат клеток T2 не исследована. Однократное воздействие темозо-
ломида в дозе 1 мМ приводило к изменению состава клеточных популяций линии Т2 – увеличению доли ги-
гантских одноядерных клеток и клеток с фрагментированными ядрами. В результате воздействия снижалось
количество клеток в G0/G1 фазах цикла, при этом содержание полиплоидных клеток возрастало в 4 раза.
Клетки, которые после возобновления пролиферации были во второй и в третий раз подвергнуты воздей-
ствию темозоломида в дозе 2 мМ, отличались по морфологическому составу и пролиферативной активно-
сти от клеток, испытавших однократное действие препарата, по многим признакам приближаясь к ин-
тактным клеткам. Так, клетки T2 после однократной инкубации с 2 мМ темозоломида восстанавливали
90% монослоя через 48 сут, после второй инкубации – через 13 сут, а после третьей экспозиции – через
2 сут. Формирование резистентности клеток T2 к темозоломиду не сопровождалось изменениями исходно
высокого уровня активности генов множественной лекарственной устойчивости ABCC1, ABCG2 и ABCB1,
а также гена MGMT. Формирование резистентности к темозоломиду в культуре глиобластомы T2 скорее
всего обусловлено действием других механизмов. Таким образом, линия Т2 может служить источником
клеток, резистентных в отношении темозоломида, и может быть использована в качестве модели рециди-
вирующей глиобластомы. Клетки Т98G, как и ожидалось, показали чрезвычайно высокий уровень рези-
стентности к темозоломиду. Препарат в дозе ниже 5 мМ не оказывал на них заметного действия.
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ВВЕДЕНИЕ

Формирование резистентных к химиотерапии
опухолевых клеток считается одной из основных
причин появления рецидивов в процессе лечения
онкологических заболеваний. Несмотря на достиг-
нутые успехи в области изучения механизмов воз-

никновения резистентности опухолевых клеток,
разработка способов ее преодоления является дале-
ко не решенной задачей онкологии.

Глиобластомы представляют собой чрезвычайно
гетерогенную группу злокачественных новообразо-
ваний головного мозга. Злокачественные клетки
глиобластом проявляют неоднородность как у раз-
ных пациентов, так и в пределах одной опухоли, то
есть обладают интер- и интраопухолевой гетероген-
ностью. Одно из следствий гетерогенности глиобла-
стом – значительные различия проявлений резистент-
ности опухолевых клеток к химиотерапии. Химиопре-

Принятые сокращения: ДМСО – диметилсульфоксид; ASAH1 –
кислая церамидаза; HGF – гепатоцитарный ростовой фактор;
SASP – “секреторный фенотип, ассоциированный со старе-
нием”; TNC – тенасцин; VEGF – фактор роста эндотелия со-
судов.
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паратом, широко применяемым после хирургического
лечения глиобластом, является темозоломид, цито-
статический противоопухолевый препарат алкили-
рующего типа действия (Клинические рекоменда-
ции Ассоциации онкологов России, Ассоциации
нейрохирургов России и Российского общества кли-
нической онкологии (https://oncology-association.ru/
clinical-guidelines); Weller et al., 2021). Формирование
резистентности опухолей к этому препарату наблюда-
ется в значительном числе случаев его использования.

Для создания клеточной модели, позволяющей
исследовать формирование резистентности опухо-
левых клеток к действию темозоломида, были вы-
браны две линии глиобластом человека: Т98G и Т2.
Линия Т98G используется в лабораторной практике
с 70-х годов прошлого века. В ряде работ показано,
что ее клетки имеют высокий уровень устойчивости
к темозоломиду (Kanzawa et al., 2003; Hermisson et al.,
2006; Kinashi et al., 2020). Линия Т2 была получена и
охарактеризована в последнее десятилетие (Киселе-
ва и др., 2017). Чувствительность клеток линии Т2 к
темозоломиду не изучена. Ранее показано, что обе
эти линии проявляли высокую устойчивость к дей-
ствию фотемустина, химиопрепарата второй линии
терапии, являющегося производным нитрозомоче-
вины. Резистентность клеток T98G и T2 проявля-
лась в высоком дозовом пороге фотемустина, оста-
навливающем клеточную пролиферацию, а также в
формировании популяций переживающих клеток,
которые оставались живыми и метаболически ак-
тивными после воздействия высоких доз препарата
(Киселева и др., 2018).

Цель работы заключалась в получении
и характеристике резистентных в отношении темо-
золомида клеток глиобластом линий Т98G и Т2. В
качестве источника темозоломида был использован
препарат Темодал® в лекарственной форме лиофи-
лизата для приготовления инфузионного раствора.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии. Клеточная линия T2 была вы-
делена из операционного материала пациентов в
ФГБУ “Петербургский институт ядерной физики
им. Б.П. Константинова национального исследова-
тельского центра “Курчатовский институт”
(Санкт-Петербург, Россия) и любезно предостав-
лена М.В. Филатовым. Клетки линии T98G были
получены из коллекции клеточных культур ФГБУ
“Научно-исследовательский институт гриппа
им. А.А. Смородинцева” МЗ РФ (Санкт-Петербург,
Россия). Основные характеристики клеток этих двух
линий были описаны ранее (Киселева и др., 2016,
2017).

Культивирование клеточных линий. Клетки линий
Т2 и T98G культивировали в вентилируемых пласти-
ковых флаконах площадью 12.5 см2 (Jet Biofil, Ки-
тай) в среде αMEM (БиолоТ, Россия) с добавлением

5% эмбриональной телячьей сыворотки (HyClone,
США) и 0.5% гентамицина (БиолоТ, Россия). Куль-
тивирование проводили при 37°С в CO2-инкубаторе
(6% CO2 в атмосфере) до образования 80–90%-ного
конфлюентного монослоя, после чего клетки пере-
севали с помощью раствора 0.25% трипсина с версе-
ном (БиолоТ, Россия). Для экспериментов исполь-
зовали клетки на 7-ом пассаже культивирования по-
сле поступления в лабораторию.

Воздействие темозоломида на клеточные линии.
Для обработки клеток был использован Темодал®
(Baxter Oncology GmbH, Германия), представляю-
щий собой водорастворимый препарат, содержа-
щий, помимо действующего вещества темозоломи-
да, ряд вспомогательных веществ. При приготовле-
нии раствора для внесения в клеточные культуры
навеску Темодала® брали из расчета молярности те-
мозоломида в конечном растворе и растворяли в де-
ионизированной воде непосредственно перед внесе-
нием. Клетки глиобластом в логарифмической фазе
роста культивировали в ростовой среде, содержащей
Темодал®, в течение 24 ч. По завершении обработки
клетки дважды отмывали ростовой средой. После
удаления препарата каждые 3–4 сут проводили пол-
ную замену ростовой среды.

Для первичной обработки клеток линии Т2 ис-
пользовали темозоломид в дозах 0.5, 1, 2 и 3 мМ.
Клетки Т2, первично обработанные темозоломидом
в дозе 1 мМ, по достижении 80–90%-ного конфлю-
ентного монослоя пересевали, после чего подверга-
ли повторному воздействию темозоломида в дозах 2,
4 и 6 мМ. Для первичной обработки клеток линии
T98G применяли темозоломид в дозах 0.5, 1, 2, 3 и
5 мМ.

Морфологические исследования. Живые клетки
фотографировали с помощью инвертированного
микроскопа со встроенной камерой Primo Vert (Carl
Zeiss, Германия). Для морфологического анализа
клетки фиксировали ледяным карбинолом, окраши-
вали по Май-Грюнвальду–Гимзе и фотографирова-
ли с помощью инвертированного микроскопа Nikon
Diaphot, оборудованного камерами Nikon D60 и
Nikon D5600 (Nikon, Япония). Изображения анали-
зировали с помощью программного обеспечения
ImageJ (пакет Fiji) и ручного подсчета. Морфологи-
ческими параметрами служили размер клеток, количе-
ство и размер ядер, а также площадь клеток, которую
определяли с помощью программного выделения
(Thresholding) с ручным контролем и вычислением с
использованием алгоритма ImageJ. В каждом образ-
це анализировали не менее 1000 клеток, за исключе-
нием интактных образцов (10000 клеток) и образцов,
в которых происходила массовая гибель клеток
(100 клеток). Для графического представления данных
(violin plot) использовали программу GraphPad Prism 9.

ДНК-цитометрия. Для анализа распределения по
фазам клеточного цикла клетки, достигшие 80–90%
конфлюента, снимали с поверхности культуральных



128

ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 2  2022

ПИНЕВИЧ и др.

флаконов с помощью раствора 0.25% трипсина с
версеном (БиолоТ, Россия), дважды отмывали фос-
фатно-солевым буферным раствором (БиолоТ, Рос-
сия) и окрашивали с помощью Hoechst 33342 (Sigma,
США) в концентрации 2 мкг/мл.

Исследование активности генов методом полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального вре-
мени проводили после восстановления клетками 80–
90%-ного конфлюэнтного монослоя. Этапы анализа
и последовательности использованных праймеров
описаны ранее (Киселева и др., 2016). В реакцию об-
ратной транскрипции брали 500 нг РНК. Уровень
активности экспрессии генов представляли в виде
разницы (ΔСТ) между пороговым циклом исследуе-
мого гена и гена сравнения GAPDH.

Статистический анализ проводили при помощи
программного обеспечения Microsoft Excel, IBM
SPSS Statistics 22 и GraphPAd Prism 9. Для оценки
морфологических параметров использовали крите-
рий Краскела−Уоллиса, так как при предваритель-
ной проверке согласно одновыборочному критерию
Колмогорова−Смирнова распределения не являлись
нормальными (p < 0.05).

Использованные реактивы: среда αMEM, гента-
мицин, раствор 0.25% трипсина с версеном, деиони-
зированная вода, фосфатно-солевой буферный рас-
твор (БиолоТ, Россия), эмбриональная телячья сыво-
ротка (HyClone, США), Темодал® (Baxter Oncology
GmbH, Германия), карбинол (Вектон, Россия), Май-
Грюнвальд Гимза (BioVitrum, Россия), Hoechst 33342
(Sigma, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика интактных клеток линии Т2. Ин-

тактная линия Т2 представляла собой гетерогенную
клеточную культуру, более чем на 90% состоявшую
из веретеновидных и фибробластоподобных одно-
ядерных клеток (рис. 1а). В ходе морфологического
исследования по размеру и количеству ядер клетки
были условно разделены на четыре популяции:

(1) маленькие одноядерные клетки основной попу-
ляции, (2) крупные (гигантские) одноядерные клет-
ки, размер которых превышал размер клеток основ-
ной популяции, (3) клетки с двумя и более ядрами
(многоядерные) и (4) клетки с фрагментированными
ядрами (табл. 1). В интактной культуре Т2 доля гигант-
ских одно- и многоядерных клеток составляла
8.08 ± 0.62%. Менее одного процента культуры пред-
ставляли клетки с фрагментированными ядрами.
Анализ клеточного цикла показал, что большая
часть интактных клеток Т2 (69.8%) находилась в фа-
зе G0/G1, количество клеток в S-фазе составляло
10.4%, а в фазе G2 – 12.3% соответственно. Около
6.1% клеток были полиплоидными (рис. 1б).

Однократное воздействие темозоломида на клетки
Т2. Воздействие темозоломида в дозе 0.5 мМ на
клетки глиобластомы Т2 не приводило к изменению
морфологических характеристик клеток (рис. 1в, г).
После обработки препаратом пролиферация клеток
замедлилась по сравнению с интактной культурой.
Обработанные клетки культивировали в течение
14-ти сут до достижения 90%-ного конфлюентного
монослоя.

Воздействие темозоломида в дозе 1 мМ приводи-
ло к увеличению размера клеток Т2 и изменению их
формы (рис. 2а). Начиная с 7-ми сут после обработ-
ки препаратом, в культуре преобладали клетки аст-
роцитарной формы с длинными ветвящимися от-
ростками, увеличилось число гигантских одноядер-
ных клеток и клеток с фрагментированными ядрами
(табл. 1). Непосредственно после обработки препа-
ратом происходила временная остановка пролифе-
рации, а в дальнейшем наблюдалось существенное
ее замедление по сравнению с интактной культурой.
Отдельные пролиферирующие клетки были выявле-
ны в культуре через 9 сут, однако 90%-ного конфлю-
ентного монослоя клетки достигли лишь на 23-e сут
культивирования. Следует отметить, что мы не на-
блюдали признаков пролиферации гигантских кле-
ток, однако при пересеве такие клетки сохраняли
жизнеспособность и прикреплялись к поверхности

Таблица 1. Соотношение различных популяций клеток Т2 в интактной культуре и культурах, одно- и многократно об-
работанных темозоломидом

Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего. Знак “+” при указании дозы темозоломида озна-
чает повторную обработку клеток после достижения культурой, обработанной препаратом, 80–90%-ного конфлюентного монослоя
и пересева.

Доза темозоломида, 
мМ

Доля клеток, %

маленькие 
одноядерные клетки

гигантские 
одноядерные клетки

многоядерные 
клетки

клетки с фрагментированными 
ядрами

0 (Контроль) 91.24 ± 0.64 4.37 ± 0.52 3.71 ± 0.38 0.68 ± 0.14
1 76.34 ± 3.61 14.10 ± 3.07 3.68 ± 0.65 5.88 ± 1.19

1 + 2 74.93 ± 3.07 16.34 ± 2.22 7.46 ± 1.21 1.28 ± 0.43
1 + 2 + 2 87.13 ± 1.26 7.24 ± 0.92 3.77 ± 0.39 1.86 ± 0.12

3 18.62 ± 4.53 51.39 ± 8.02 22.33 ± 4.86 7.67 ± 2.65
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культуральных флаконов наравне с пролиферирую-
щими клетками (рис. 2б). Эффекты воздействия те-
мозоломида на выживаемость и пролиферацию кле-
ток в культурах глиобластом суммированы в табл. 2.

Распределение клеток Т2, обработанных 1 мМ те-
мозоломида, по фазам клеточного цикла измени-
лось по сравнению с интактными клетками (рис. 2в).
Наибольшее число клеток находилось в фазе S

Рис. 1. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека: интактная при окраске по Май-Грюнвальду–Гимзе (а), ин-
тактная в фазовом контрасте (в) и через 13 сут после воздействия темозоломидом в дозе 0.5 мМ (г, фазовый контраст). Мас-
штабные отрезки: 100 мкм. б – Распределение клеток интактной культуры Т2 по фазам клеточного цикла (проточная цито-
метрия); по горизонтали – флуоресценция DAPI (окраска ядер), усл. ед.; по вертикали – число клеток.
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Рис. 2. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека после воздействия темозоломидом в дозе 1 мМ через 13 сут (а,
фазовый контраст) и через 34 сут (б, окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе); масштабные отрезки: 100 мкм. в – распределение
клеток Т2 по фазам клеточного цикла (проточная цитометрия) через 5 сут после того же воздействия; по горизонтали – флу-
оресценция DAPI (окраска ядер), усл. ед.; по вертикали – число клеток.
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(29.5%), возросло содержание клеток в фазе G2
(24.7%), в то время как число клеток в фазе G0/G1
снизилось почти в 4 раза по сравнению с исходными
клетками (18.7%). В то же время, существенно уве-
личилось количество полиплоидных клеток; их со-
держание в культуре составило 24.2%, то есть в 4 раза
больше, чем в интактной культуре клеток линии Т2.

Воздействие темозоломида в дозе 2 мМ также
приводило к преобладанию в культуре Т2 клеток
астроцитарной формы с ветвящимися отростками
(рис. 3а) и увеличению числа гигантских клеток
(табл. 1, рис. 3б). На 20-е сут культивирования про-
изошла гибель более 90% клеток. На 27-е сут культи-
вирования появились единичные колонии пролифе-
рирующих клеток. К 41-м сут культивирования ко-
личество колоний пролиферирующих клеток
существенно увеличилось (рис. 3б), и на 48-е сут
клетки достигли 90%-ного конфлюентного моно-
слоя (табл. 2). После пересева соотношение различ-
ных морфологических типов клеток оставалось не-
изменным, причем гигантские клетки сохраняли
жизнеспособность, хотя не было выявлено призна-
ков их пролиферации.

Воздействие темозоломида в дозе 3 мМ приводи-
ло к изменениям формы клеток Т2, описанным для
дозы 2 мМ (рис. 3в). На 20-е сут культивирования
произошла гибель более 90% клеток. Сохранившая
жизнеспособность популяция почти полностью со-
стояла из гигантских и многоядерных клеток, а мел-
кие одноядерные клетки составляли в ней менее 20%
(табл. 1). Пролиферация клеток после обработки
препаратом прекратилась и в дальнейшем не возоб-
новилась. Наблюдение за клетками проводили в те-

чение 34-х сут после завершения обработки темозо-
ломидом (рис. 3г, табл. 2).

Повторное воздействие темозоломида на клетки
Т2. Клетки, сохранившие способность к пролифера-
ции после воздействия темозоломида в дозах 1 или
2 мМ, были обозначены как резистентные. Рези-
стентные клетки, перенесшие первое воздействие
темозоломида в дозе 1 мМ, повторно обрабатывали
2 мМ темозоломида. Повторная обработка не при-
водила к массовой гибели клеток или остановке про-
лиферации (табл. 2). Число клеток астроцитарной
формы и гигантских одноядерных клеток сохрани-
лось практически неизменным, по сравнению с
клетками, перенесшими однократную обработку
1 мМ темозоломида (рис. 4а). Вдвое увеличилось
число многоядерных клеток, а доля клеток с фраг-
ментированными ядрами вернулась к значениям,
характерным для интактных клеток (табл. 1).

Распределение клеток, повторно обработанных
темозоломидом, по фазам клеточного цикла было
ближе к норме по сравнению с клетками, подвергну-
тыми однократному воздействию препарата (рис.
4б). Так, наибольшее количество клеток находилось
в фазе G0/G1 (51%), а численность клеток в фазах S
(14.9%) и G2 (15.3%) была сопоставимой. Однако, по
сравнению с интактными клетками, количество по-
липлоидных клеток все еще было значительно боль-
ше (15.9%).

Резистентные клетки, перенесшие первое воз-
действие темозоломида в дозе 1 мМ и второе воздей-
ствие в дозе 2 мМ, пересевали и повторно обрабаты-
вали темозоломидом в концентрациях 2, 4 и 6 мМ
(табл. 2). Третья обработка резистентных клеток те-

Таблица 2. Одно- и многократное действие темозоломида на пролиферацию и выживаемость клеток линий глиобластом

Примечание. В скобках указано время (сут) от момента окончания воздействия темозоломида до достижения культурой 80–90%-но-
го конфлюентного монослоя. Н.о. – не определяли. а – клетки после первого воздействия 1 мМ темозоломида после достижения 80–
90%-ного конфлюентного монослоя пересевали и подвергали второму воздействию. б – клетки после второго воздействия 2 мМ те-
мозоломида после достижения 80–90%-ного конфлюентного монослоя пересевали и подвергали третьему воздействию.

Доза темозоломида, мМ
Линия глиобластом

T2 T98G

Первое воздействие
0.5  Пролиферация (14) Пролиферация (2)

1 Пролиферация (23) Пролиферация (2)
2 Пролиферация (48) Пролиферация (2)
3 Непролиферирующие клетки Пролиферация (2)
5 Н.о. Пролиферация (9)

Второе воздействиеа

2 Пролиферация (13) Н.о.

Третье воздействиеб

2 Пролиферация (2) Н.о.
4 Пролиферация (10) Н.о.
6 Гибель культуры Н.о.
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мозоломидом в дозе 2 мМ не приводила ни к массо-
вой гибели клеток, ни к остановке клетками проли-
ферации, при этом в культуре сохранялись как ак-
тивно пролиферирующие клетки, так и гигантские

непролиферирующие клетки (рис. 5в). Число клеток
астроцитарной формы и многоядерных клеток воз-
вращалось к показателям, выявленным для интакт-
ных клеток. Содержание гигантских одноядерных

Рис. 3. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека после воздействия темозоломидом в дозе 2 мМ через 13 (а) и
41 сут (б), а также в дозе 3 мМ через 13 (в) и 34 сут (г). Стрелка указывает на ядро гигантской клетки. а–в: фазовый контраст.
г – окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе. Масштабные отрезки: 100 мкм.

a б

в г

Рис. 4. Общий вид культуры клеток Т2 глиобластомы человека, перенесших первое действие темозоломидом (1 мМ), а затем
второе воздействие в дозе 2 мМ через 23 сут (а) и третье воздействие в дозе 2 мМ через 11 сут (в). Окраска по Май-Грюнваль-
ду–Гимзе; масштабные отрезки: 100 мкм. б – Распределение клеток Т2 по фазам клеточного цикла (проточная цитометрия)
через 20 сут после второго воздействия темозоломидом (2 мМ); по горизонтали – флуоресценция DAPI (окраска ядер), усл.
ед.; по вертикали – число клеток.
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клеток также уменьшалось, по сравнению с клетка-
ми, перенесшими однократное воздействие темозо-
ломида, но превышало таковое в культуре интакт-
ных клеток линии Т2 (табл. 1). Третья обработка ре-
зистентных клеток темозоломидом в дозе 4 мМ
приводила к временной остановке пролиферации,
которая возобновилась на 6-е сут после завершения
обработки. Наконец, третья обработка резистент-
ных клеток 6 мМ темозоломида привела к гибели
всех клеток. Таким образом, резистентые клетки ли-
нии Т2 отличались меньшей чувствительностью к
воздействиям темозоломида в концентрациях, пре-
вышающих использованные при первичной обра-
ботке интактных клеток.

Определение площади клеток Т2, интактных и об-
работанных темозоломидом. Для оценки морфологи-
ческих изменений клеток Т2 после обработки темо-
золомидом было проведено измерение площади
клеток (рис. 5). Площадь интактных клеток основ-
ной популяции (маленьких одноядерных клеток) ва-
рьировала в пределах 450–2000 мкм2 в зависимости от
формы клеток. Площадь гигантских одноядерных ин-
тактных клеток также варьировала, в основном нахо-
дясь в пределах (2–4) × 103 мкм2. Наконец, площадь
гигантских многоядерных клеток составляла в среднем
(10–15) × 103 мкм2. Таким образом, средняя площадь
интактных клеток Т2 составила 3463 ± 962 мкм2.

При однократной обработке 1 мМ темозоломида
средняя площадь клеток увеличивалась по сравне-

нию с интактными образцами (8124 ± 2854 мкм2), что
во многом отражало уменьшение числа мелких клеток
и увеличение доли гигантских клеток (табл. 1). Обра-
ботка клеток Т2 3 мМ темозоломида приводила к
еще более существенному увеличению площади кле-
ток по сравнению с контролем (10300 ± 1922 мкм2)
(рис. 5).

Повторная обработка 2 мМ темозоломида клеток
Т2, подвергнутых однократному воздействию 1 мМ
темозоломида, привела к уменьшению средней пло-
щади клеток (4028 ± 894 мкм2) по сравнению с одно-
кратно обработанными клетками. Наконец, вслед-
ствие третей обработки клеток 2 мМ темозоломида
произошло дальнейшее уменьшение площади клеток,
причем средняя площадь клеток Т2, подвергнутых
трехкратному воздействию препарата (3319 ± 673 мкм2),
была ниже таковой у интактных клеток (рис. 5).

Таким образом, в ответ на первоначальное воз-
действие темозоломида средняя доля клеток Т2 с
увеличенной площадью возрастала по сравнению с
интактными клетками, причем степень увеличения
площади клеток зависела от дозы препарата. По-
вторные воздействия темозоломида приводили к
возвращению показателя средних размеров клеток к
значениям, характерным для интактных клеток.

Характеристика интактных клеток линии T98G.
Морфологическая характеристика интактной куль-
туры T98G была проведена ранее (Киселева и др.,
2016). В настоящей работе при морфологическом

Рис. 5. Площадь клеток линии Т2 интактных и обработанных одно- и многократно темозоломидом. Точки – значения для ин-
дивидуальных клеток, горизонтальные линии – медианы. Здесь и на рис. 8, 9, 10 знак “+” на горизонтальной оси при указании
концентрации темозоломида означает повторную обработку клеток после достижения культурой, обработанной препаратом,
80–90%-ного конфлюентного монослоя и пересева.
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анализе клетки линии T98G были условно разделе-
ны на четыре популяции, аналогичные описанным
выше для глиомы линии Т2. Показано, что в интакт-
ной культуре T98G преобладали маленькие одно-
ядерные клетки (табл. 3), также были выявлены ги-
гантские одно- и многоядерные клетки, в то время
как клетки с фрагментированными ядрами практи-
чески отсутствовали.

Воздействие темозоломида на клетки Т98G. Обра-
ботка клеток Т98G темозоломидом в дозах 0.5, 1, 2, 3
и 5 мМ не приводила ни к изменению морфологии
клеток, ни к прекращению клетками пролиферации
(рис. 6, табл. 3). При обработке клеток 5 мМ темозо-
ломида было выявлено замедление скорости проли-
ферации клеток по сравнению с интактной культу-
рой. В культуре клеток T98G, обработанных 5 мМ
темозоломида, число маленьких одноядерных кле-
ток увеличивалось по сравнению с контролем, в то
время как доля гигантских клеток уменьшалась.
Число клеток с фрагментированными ядрами также
незначительно увеличивалось (табл. 3).

Определение площади клеток Т98G, интактных и
обработанных темозоломидом. Площадь интактных
клеток основной популяции (маленьких одноядер-
ных клеток) составляла 240–800 мкм2 (рис. 7). Пло-
щадь гигантских одноядерных клеток находилась в
пределах 2000–3500 мкм2. Площадь многоядерных кле-
ток широко варьировала и составляла 700–13300 мкм2.

При обработке клеток линии T98G 5 мМ темозоло-
мида размерные характеристики клеток оставались
практически неизменными по сравнению с контро-
лем (рис. 7).

Определение уровня экспрессии генов в клетках Т2
и T98G. В клетках Т2 и T98G была исследована экс-
прессия генов, связанных с множественной лекар-
ственной устойчивостью: ABCC1, ABCG2 и ABCВ1
(рис. 8а). Интактные клетки T98G отличались высо-
кой экспрессией генов ABCC1 и ABCG2, существен-
но превышавшей таковую в интактных клетках Т2,
однако клетки Т2 характеризовались более высокой
активностью гена ABCB1 по сравнению с клетками
T98G.

Темозоломид не оказывал значимого влияния на
экспрессию генов множественной лекарственной
устойчивости в клетках линии Т2, подвергнутых
первичной обработке препаратом. Резистентные к
действию темозоломида клетки T2 по этому признаку
также не отличались от интактных клеток (рис. 8б). В
клетках линии T98G, обработанных разными доза-
ми темозоломида, также не было обнаружено изме-
нения экспрессии генов множественной лекар-
ственной устойчивости (данные не представлены).

В интактных и резистентных клетках Т2 после од-
нократного, двукратного и трехкратного воздей-
ствий темозоломида была исследована экспрессия
генов фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), ге-

Таблица 3. Соотношение различных популяций клеток T98G в интактной культуре и культуре, однократно обработан-
ной темозоломидом

Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего.

Концентрация 
темозоломида, мМ

Доля клеток, %

маленькие одноядерные 
клетки

гигантские 
одноядерные клетки

многоядерные 
клетки

клетки с фрагментированными 
ядрами

0 (Контроль) 88.21 ± 1.81 4.99 ± 1.53 6.67 ± 0.67 0.02 ± 0.02
5 92.83 ± 1.70 3.96 ± 1.05 1.74 ± 0.33 1.80 ± 0.46

Рис. 6. Общий вид культуры клеток Т98G глиобластомы человека: интактная (а) и после воздействия темозоломидом в дозе
5 мМ через 19 сут (б). Окраска по Май-Грюнвальду–Гимзе. Масштабные отрезки: 100 мкм.

a б
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патоцитарного фактора роста (HGF), тенасцина
(TNC), кислой церамидазы (ASAH1), IL-6 и IL-8
(рис. 9а). По сравнению с исходными клетками ре-
зистентные клетки T2 более активно экспрессирова-
ли все исследованные гены. Наибольшее усиление
экспрессии было отмечено в отношении генов, коди-
рующих провоспалительные цитокины IL-6 и IL-8.

Экспрессия генов VEGF, TNC, ASAH1, HGF, IL-6
и IL-8 была изучена в клетках T98G после обработки
разными дозами темозоломида (рис. 9б). Экспрес-
сия генов VEGF, TNC и ASAH1 оставалась практиче-
ски неизменной. Наиболее существенно увеличива-
лась экспрессия HGF при обработке клеток T98G
5 мМ темозоломида. Экспрессия провоспалитель-

Рис. 7. Площадь клеток линии Т98G, интактных и обработанных темозоломидом. Точки – значения для индивидуальных кле-
ток, горизонтальные линии – медианы.
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Рис. 8. Уровень экспрессии генов (указаны справа) множественной лекарственной устойчивости в интактных клетках T2 и
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ных цитокинов IL-6 и IL-8 варьировала вне зависи-
мости от использованной дозы темозоломида.

В клетках линий T2 и T98G, интактных и обрабо-
танных темозоломидом, была исследована экспрес-
сия гена MGMT, кодирующего белок репарации
ДНК (рис. 10). Высокий уровень активности MGMT
является одним из ключевых факторов, определяю-
щих неудачу лечения темозоломидом. Интактные
клетки T2 и T98G обладали сходным уровнем экс-
прессии MGMT. Обработка клеток обеих линий те-
мозоломидом не приводила к значимому измене-
нию экспрессии гена, при этом не было обнаружено
зависимости между дозой темозоломида и уровнем
экспрессии MGMT. Экспрессия MGMT в резистент-
ных клетках линии Т2, подвергнутых повторным об-
работкам темозоломидом, также оставалась практи-
чески неизменной.

ОБСУЖДЕНИЕ
Одной из главных нерешенных проблем совре-

менной онкологии является появление рецидивов

новообразований спустя то или иное время после
проведения химио- и (или) лучевой терапии. Анализ
экспериментальных данных и клинических иссле-
дований показал, что источником рецидивов опухо-
лей являются клетки, резистентные к предшество-
вавшей терапии (Свирновский, 2014; Волков, 2021).
До настоящего времени нет четкого определения ре-
зистентных опухолевых клеток, а, соответственно,
не обозначены маркеры, их идентифицирующие.
Опухоли могут исходно содержать клетки, высоко-
устойчивые ко многим химиопрепаратам и облуче-
нию, что обозначается как первичная резистент-
ность опухолевых клеток. В процессе терапии опу-
холей также формируются популяции резистентных
клеток, что обозначается как вторичная или приоб-
ретенная резистентность, которая имеет многофак-
торный характер (Mirzayans, Murray, 2020). При этом
отдельные клетки в пределах одной опухоли могут
использовать разные механизмы устойчивости к
препаратам, такие как длительная задержка проли-
ферации, активация репаративных систем, парадок-

Рис. 9. Уровень экспрессии генов в клетках T2 (а) и T98G (б), обработанных темозоломидом в разных концентрациях. ПЦР-
анализ в режиме реального времени. Названия генов указаны по горизонтали.
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сальный апоптоз, клеточное слияние и другие (Mir-
zayans, Murray, 2020).

Для выявления и характеристики резистентных
клеток используют различные методические прие-
мы, в том числе оценку жизнеспособности (по про-
ницаемости для витальных красителей, активности
клеточных ферментов), которая выполняется в бли-
жайшие дни после применения облучения или хи-
миопрепаратов. Определение колониеобразующих
единиц (КОЕ) занимает более длительное время –
несколько недель, но, на наш взгляд, является зна-
чительно более информативным тестом.

Отличительная особенность нашей работы состо-
яла в том, что наблюдения над клетками линий гли-
областом проводили в течение длительного времени
(не менее 1 месяца). Для изучения брали клетки, ко-
торые выжили после инкубации с темозоломидом в
сублетальных дозах, длительное время сохранялись
в непролиферирующем (спящем) состоянии, затем
возобновляли деление, после чего были однократно
пересеяны. Эти резистентные клетки исследовали
непосредственно или после следующих аналогич-
ных циклов обработки темозоломидом.

В качестве источника темозоломида в работе был
использован препарат Темодал® в лекарственной
форме лиофилизата для приготовления инфузион-
ного раствора, что позволило избежать дополни-
тельного токсического действия диметилсульфоксида,
стандартно применяемого для растворения темозоло-
мида в экспериментах с клеточными культурами. На-
ряду с действующим веществом, Темодал® содержит
ряд вспомогательных веществ: маннитол, треонин,
полисорбат-80, натрия цитрата дигидрат и хлори-
стоводородную кислоту. Это обстоятельство накла-
дывает определенные ограничения на интерпрета-
цию полученных результатов из-за наличия в соста-
ве препарата треонина, обладающего протективным
действием, в частности способностью снижать интен-
сивность проапоптотических процессов (Baird et al.,
2013). Известно, что клетки Т98G имеют изначально
высокий уровень устойчивости к темозоломиду
(Lee, 2016), однако исследования чувствительности
клеток этой линии к темозоломиду в форме Темода-
ла® нам не известны. Влияние темозоломида на
клетки линии Т2 ранее не было исследовано.

Темозоломид оказывал влияние на морфологиче-
ские характеристики клеток линии Т2 и параметры
клеточного цикла, существенно замедляя клеточную
пролиферацию. Так, после однократного воздей-
ствия темозоломида в дозах 1 или 2 мМ клеткам Т2
для достижения 80–90% конфлюентного монослоя
требовалось 23 и 48 сут соответственно. Однако при
последующих обработках темозоломидом клеток,
переживших первое воздействие препарата, время,
необходимое для достижения 80–90% конфлюент-
ного монослоя, сокращалось, приближаясь к значе-
ниям, характерным для интактных клеток. Форми-
рование популяций клеток Т2, более резистентных к

действию темозоломида, чем исходные, происходи-
ло уже после однократного воздействия препарата в
дозе 1 мМ. Популяции резистентных клеток Т2, по-
лученные после одно-, двух- и трехкратного воздей-
ствия темозоломида, различались по клеточному со-
ставу. После первого воздействия препарата было
отмечено снижение числа мелких одноядерных кле-
ток, характерных для интактных культур T2, и уве-
личение числа крупных одноядерных клеток, а так-
же клеток с фрагментированными ядрами. При по-
вторном воздействии препарата возросло число
крупных многоядерных клеток, а количество клеток
с фрагментированными ядрами, напротив, умень-
шилось. После третьего воздействия темозоломида
число мелких одноядерных клеток вновь возрастало,
а число крупных клеток, напротив, снижалось. Та-
ким образом, после третьего воздействия препарата
клетки смогли восстановить исходный “нормаль-
ный” фенотип, одновременно приобретя высокую
устойчивость к темозоломиду. Размерные характе-
ристики клеток линии Т2 после многократного воз-
действия темозоломида также возвращались к пока-
зателям, характерным для интактных клеток.

Аналогичные тенденции наблюдались и в отно-
шении распределения клеток по фазам клеточного
цикла. Так, после первого воздействия темозоломи-
да наибольшее число клеток находилось в фазах S и
G2, а содержание полиплоидных клеток по сравне-
нию с интактной культурой возрастало. Однако уже
после повторной инкубации клеток Т2 с темозоло-
мидом распределение их по фазам цикла приближа-
лось к таковому для интактных клеток. Количество
полиплоидных клеток при этом оставалось суще-
ственно увеличенным. Роль полиплоидных клеток
опухоли в формировании устойчивости новообразо-
ваний к терапевтическим воздействиям рассмотрена
нами в обзоре 2020 года (Вартанян и др., 2020).

Ранее мы показали, что линии Т2 и T98G имели
высокую устойчивость к повреждающему действию
фотемустина, препарата второй линии терапии гли-
областом. Клетки обеих линий имели высокий дозо-
вый порог, при котором наблюдалось прекращение
клеточной пролиферации. Они характеризовались
способностью формировать популяции переживаю-
щих, непролиферирующих, клеток, которые после
воздействия высоких доз препарата долгое время
оставались живыми и сохраняли метаболическую
активность (Киселева и др., 2018).

Формирование популяции переживающих кле-
ток происходило и в случае действия на клетки Т2
высоких доз темозоломида. Популяции клеток этой
линии, сохранившиеся после обработки темозоло-
мидом в дозе 3 мМ, состояли преимущественно из
крупных одно-, многоядерных клеток и клеток с
фрагментированными ядрами, тогда как мелких од-
ноядерных клеток сохранялось менее 20%. После
действия темозоломида в такой высокой дозе клетки
не смогли восстановить пролиферативную актив-
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ность, однако сохраняли жизнеспособность более
месяца.

Линия T98G отличалась иным характером ответа
на действие темозоломида. Резистентность этих кле-
ток была исходно настолько высока, что лишь мак-
симальная использованная доза 5 мМ смогла сни-
зить их пролиферативную активность, а при более
низких дозах препарата антипролиферативный эф-
фект не был отмечен. Морфологические изменения
клеток в результате обработки препаратом также бы-
ли слабо выражены. Наблюдаемый эффект можно
объяснить тем, что препарат Темодал®, использо-
ванный для обработки клеток, содержал, помимо те-
мозоломида, другие компоненты, концентрация ко-
торых существенно возрастала при увеличении кон-
центрации действующего вещества в ходе обработки
клеток. При использованных нами дозах темозоло-
мида формирование популяции переживающих кле-
ток линии T98G не наблюдали.

Резистентность опухоли формируется под дей-
ствием различных молекулярных механизмов. Один
из важнейших связан с функционированием транс-
портных белков – АВС-транспортеров, обеспечива-
ющих эффлюкс химиопрепаратов из клетки против
градиента концентрации с затратой энергии АТФ,
что приводит к быстрому уменьшению внутрикле-
точного уровня препарата ниже терапевтической
концентрации (Borst et al., 2000; George, 2015; Katha-
wala et al., 2015). Существенная роль в развитии рези-
стентности к химиопрепаратам принадлежит пред-
ставителям трех субсемейств данной группы белков.
К ним относятся белки ABCB1 (Р-гликопротеин),
ABCG2 и ABCC1, экспрессируемые на опухолевых и
стволовых опухолевых клетках и усиливающие рези-
стентность к химиопрепаратам, в том числе темозоло-
миду (Peignan et al., 2011; Coyle et al., 2015; Gooijer et al.,
2018; Wang et al., 2019).

Клетки линий Т2 и Т98G имели индивидуальный
спектр активности генов белков-транспортеров
АВС. Так, в клетках линии Т98G экспрессия генов
ABCC1 и ABCG2 превышала таковую в клетках Т2,
причем наибольшая активность была характерна для
гена ABCC1, кодирующего белок множественной ле-
карственной устойчивости 1 (Mrp1). Высокий уро-
вень экспрессии Mrp1 в клетках линии Т98G был
описан ранее (Peignan et al., 2011). В клетках Т2 наи-
большая активность была определена у гена АВСВ1.
Воздействие темозоломида не оказывало существен-
ного влияния на уровень экспрессии этих генов.

Ген MGMT кодирует фермент О-6-метилгуанин-
ДНК-метилтрансферазу, белок репарации ДНК, за-
щищающий клетку от мутагенных и цитотоксиче-
ских свойств алкилирующих агентов. Высокая экс-
прессия MGMT является одним из ключевых факто-
ров, определяющих устойчивость клеток опухоли к
алкилирующим препаратам, в том числе к действию
темозоломида (Kitange et al., 2009; Perazzoli et al.,
2015; Chen et al., 2018; Oldrini et al., 2020). Известно,

что уровень экспрессии MGMT в глиобластомах ва-
рьирует в широких пределах. Так, клетки линии
T98G характеризуются высоким уровнем активно-
сти этого гена в отличие, например, от клеток линии
А172 (Hermisson et al., 2006; Kinashi et al., 2020).

В наших исследованиях интактные клетки T2 и
T98G обладали сходным уровнем экспрессии гена
MGMT, кодирующего белок репарации ДНК. Обра-
ботка клеток обеих линий темозоломидом не приво-
дила к значимому изменению экспрессии гена
MGMT, при этом не было обнаружено зависимости
между дозой темозоломида и активностью данного
гена. Экспрессия MGMT в резистентных клетках ли-
нии Т2, подвергнутых повторным обработкам темо-
золомидом, также оставалась практически неизмен-
ной. Таким образом, наблюдаемые нами изменения
в чувствительности клеток Т2 к темозоломиду ско-
рее всего обусловлены действием других механиз-
мов, определяющих появление химиорезистентно-
сти. Однако следует отметить, что существуют дан-
ные в пользу того, что действие темозоломида может
приводить к снижению в клетках T98G содержания
О-6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы, но не к
снижению экспрессии гена MGMT (Vlachostergios
et al., 2013).

В интактных и обработанных темозоломидом
клетках T2 и T98G была исследована активность ря-
да генов, связанных с прогрессией опухолей. В клет-
ках линии Т2 наибольшее усиление экспрессии было
отмечено в отношении генов, кодирующих провоспа-
лительные цитокины IL-6 и IL-8, являющихся одними
из основных компонентов секреторного фенотипа, ас-
социированного с клеточным старением (Waugh et al.,
2008; Palena et al., 2012; Ortiz-Montero et al., 2017; Бо-
родкина и др., 2018).

Процесс клеточного старения сопровождается
секрецией множества факторов, объединенных на-
званием “секреторный фенотип, ассоциированный
со старением” (senescence associated secretory pheno-
type, SASP). С их помощью стареющие клетки спо-
собны оказывать влияние на микроокружение, воз-
действуя на процессы пролиферации и дифферен-
цировки (Coppe at al., 2010) и создавая условия,
благоприятные для роста и размножения клеток, в
том числе злокачественных (Chen et al., 2014). Рези-
стентные клетки Т2 более активно, чем интактные
клетки, экспрессировали ген гепатоцитарного ро-
стового фактора (HGF), также являющегося компо-
нентом SASP и участвующего в процессах регуляции
клеточного цикла, дифференцировки, морфогенеза и
апопотоза (Lamouille et al., 2014; Inan, Hayran, 2019),
ген фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) – основ-
ного проангиогенного фактора (Melincovici et al., 2018),
ген тенасцина (TNC) – компонента метастатической
ниши (Brosicke, Faissner, 2015; Angel et al., 2020) и кис-
лой церамидазы (ASAH1) – фермента метаболизма
сфигнолипидов, участвующего в формировании ре-
зистентности к терапии и связанного с более агрес-
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сивным течением заболевания (Bai et al., 2017; Lee,
2016; Nguyen et al., 2018; Parveen et al., 2019). Актива-
ция данных генов в изучаемых популяциях рези-
стентных к темозоломиду клеток может свидетель-
ствовать о наличии у них признаков, характерных для
более агрессивных клонов опухолевых клеток.

В клетках T98G экспрессия генов VEGF, TNC и
ASAH1 после обработки разными дозами темозоло-
мида оставалась практически неизменной. Наибо-
лее существенно увеличивалась экспрессия HGF при
использовании темозоломида в дозе 5 мМ. Экспрес-
сия провоспалительных цитокинов IL-6 и IL-8 ва-
рьировала вне зависимости от использованной дозы
темозоломида.

Таким образом, линия Т2 может служить источ-
ником клеток, резистентных в отношении ряда про-
тивоопухолевых препаратов, и быть использована в
качестве модели рецидивирующей глиобластомы. В
то же время, клетки линии Т98G показали чрезвы-
чайно высокий уровень резистентности к темозоло-
миду, и обработка препаратом даже в очень высоких
дозах не оказывала на эти клетки существенного
влияния.
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The generation of tumor cells resistant to chemo- and radiation therapy is one of the unresolved problems of
oncology. The study of the conditions and mechanisms of temozolomide (first-line drug in glioblastoma therapy)
resistance formation is carried out on cultured cell lines. Considering the heterogeneity of glioblastomas, it is im-
portant to study the responses of different cell lines to temozolomide. The aim of this work was to obtain and char-
acterize temozolomide-resistant T2 and T98G cell lines. The source of temozolomide was the drug Temodal® in
lyophilized form for preparation of an infusion solution. T98G cells are known to be highly resistant to temozolo-
mide; the response of T2 cells to the drug has not been studied yet. A single exposure to 1 mM temozolomide resulted
in changes in T2 cell populations composition – an increase of the proportion of giant mononuclear cells and cells
with fragmented nuclei. As a result, the number of cells in G0/G1 cell cycle phases decreased, while the number of
polyploid cells increased by four times. The cells that reactivated proliferation and were exposed to 2 mM temozolo-
mide for the second and third times differed morphologically and in proliferation activity from the cells that under-
went a single treatment, and approximated to the intact cells in many respects. After a single incubation with 2 mM
temozolomide T2 cells recovered 90% monolayer in 48 days, after the second treatment – in 13 days, and after the
third exposure – in 2 days only. Temozolomide resistance formation by T2 cells was not accompanied by changes in
the initially high levels of multiple drug resistance genes ABCC1, ABCG2, and ABCB1 activities, as well as MGMT
gene activity. The formation of temozolomide resistance in T2 glioblastoma cell culture is most likely due to the ac-
tion of other mechanisms. Consequently, T2 cell line can provide a source of temozolomide-resistant cells and be
used as a model of recurrent glioblastoma. T98G cells, as expected, showed an extremely high level of resistance to
temozolomide. The drug at doses lower than 5 mM had no prominent effect on these cells.

Keywords: glioblastoma, T2, T98G, resistant cells, temozolomide, Temodal®, MGMT, ABCC1, ABCG2, ABCB1


