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СОПОСТАВЛЕНИЕ МОРФОЛОГИЧЕСКИХ И ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ СВОЙСТВ 
КЛОНАЛЬНЫХ ЛИНИЙ МОНОСЛОЙНОЙ ГЕПАТОМЫ ЗАЙДЕЛА С ПРИЗНАКАМИ 

СТВОЛОВЫХ И ПРОГЕНИТОРНЫХ КЛЕТОК  
*Н.П. Терюкова, Е.И.Сахенберг,  В.А.Иванов, С.А.Снопов 

ФГБУН Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, *npter@yandex.ru. 
 

Продолжено исследование клональных линий гепатомы Зайдела, полученных нами после 
эксплантации в культуру клеток асцитной формы опухоли. Ранее мы показали, что клетки 
линий 5F и 1Е происходят из голоклонов и мероклонов, соответственно, и проявляют признаки 
опухолевых стволовых и опухолевых прогениторных клеток (ОСК и ОПК). По данным 
морфометрического анализа клеточные линии значительно различаются по морфологии и 
площади клеток, по размерам  ядер и по ядерно-цитоплазматическому отношению. С 
помощью теста на зарастание “раны” и видеомикроскопии мы впервые выявили 
принципиальные отличия в миграционных способностях ОСК и ОПК: клетки линии 5F 
отличаются автономным поведением и используют амебоидный тип движения для активной 
миграции в “рану”; клетки-предшественники линии 1Е формируют плотные межклеточные 
контакты, и быстрое зарастание “раны” происходит за счет коллективной миграции клеток. 
Полученные результаты позволяют сделать вывод, что мигрирующие клетки линии 5F 
представляют собой популяцию метастатических ОСК. Кроме того, нами впервые выявлена в 
клетках культивируемых линий ядерная локализация внутриклеточного домена молекулы 
адгезии эпителиальных клеток (EpCAM), что свидетельствует об активации EpCAM-
сигнального пути в ОСК и ОПК метастатической опухоли. 

 Ключевые слова:  гепатома, метастазирование, опухолевые стволовые клетки,  молекула 
адгезии эпителиальных клеток, клеточная миграция, амебоидный тип движения. 
 

Метастазирование является основной и пока неразрешимой проблемой в борьбе с 
онкологическими заболеваниями. По существующим представлениям диссеминация 
опухолевых клеток в организме осуществляется за счет наиболее агрессивной субпопуляции 
опухолеинициирующих клеток с высокой миграционной активностью – метастатических 
опухолевых стволовых клеток (мОСК), и включает ряд дискретных шагов, которые могут быть 
объединены понятием “метастатического каскада” [1, 2, 3, 4]. Для опухолей эпителиального 

mailto:npter@yandex.ru


 4

происхождения процесс метастазирования начинается с эпителиально-мезенхимного 
перехода, который связан с приобретением клетками миграционного фенотипа – ослаблением 
межклеточных контактов, потерей клетками апикально-базолатеральной полярности, 
подавлением экспрессии эпителиальных маркеров и усилением мезенхимных. Проникновение 
мигрирующих ОСК в сосудистое русло приводит к появлению циркулирующих опухолевых 
клеток, которые с током крови или лимфы разносятся по организму и оседают в отдаленных 
органах с образованием метастазов.  

Опухолеассоциированный антиген EpCAM представляет собой трансмембранный 
гликопротеид с мол. массой 32—42 кДа, гиперэкспрессия которого, как правило, наблюдается 
в опухолевых клетках эпителиального происхождения и ОСК [5]. В норме EpCAM 
используется в качестве маркера плюрипотентных эмбриональных и соматических стволовых 
клеток. В большинстве органов EpCAM синтезируется клетками эпителия и локализуется на 
базолатеральной поверхности эпителиоцитов, где выполняет функцию молекулы 
межклеточной гомотипической адгезии [6]. Другая недавно установленная функция EpCAM 
связана с поддержанием пролиферативной активности и низкодифференцированного статуса 
эмбриональных стволовых клеток [7,8]  и ОСК [9]. Активация EpCAM-сигнального пути [10] 
начинается с регулируемого внутримембранного протеолиза EpCAM, в результате которого 
эктодомен EpCAM (EpEX) отщепляется в межклеточную среду, а эндодомен EpICD – в 
цитоплазму, где в комплексе с FHL2, бета-катенином и Lef-1 перемещается в ядро и 
связывается с ДНК  для непосредственного участия в регуляции транскрипции генов 
репрограммирующих факторов – c-Myc, Oct4, Nanog и Sox2 [11,12,13].   

Вопрос об экспрессии EpCAM  клетками в ходе метастатического процесса обсуждается. 
Получены данные, что гиперэкспрессия EpICD значительно увеличивает миграционную 
активность и инвазивность опухолевых клеток [14]. В ряде исследований показано, что 
экспрессия эпителиальных маркеров, включая EpCAM, на поверхности циркулирующих 
опухолевых клеток снижается, тогда как повышается уровень экспрессии мезенхимных 
маркеров [15,16, 17, 18].  

 В печени синтез EpCAM осуществляется в низкодифференцированных клетках 
гепацитарного ряда – гепатобластах и овальных клетках, и прекращается в зрелых 
гепатоцитах [19]. Примерно 35%  гепатоцеллюлярных карцином экспрессируют EpCAM, что, 
по данным Ямашито с соавт. [20], указывает на их происхождение от 
низкодифференцированной EpCAM-позитивной клетки-прародительницы. Отмечается 
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повышенная туморогенность EpCAM-позитивных клеток, их способность к самообновлению и 
дифференцировке [21].  

Ранее мы идентифицировали EpCAM в клетках асцитной гепатомы Зайдела крыс, которая 
является метастатической опухолью и может служить адекватной моделью для изучения 
мОСК.  Далее мы эксплантировали клетки в культуру и клонировали с использованием метода 
предельных разведений [22]. В результате экспансии образовавшихся голоклонов и 
мероклонов нами были получены клональные линии с характеристиками ОСК и ОПК, 
соответственно  [23].  

С целью углубленного изучения биологии метастатических ОСК и ОПК в настоящей 
работе мы продолжили исследование клональных линий гепатомы Зайдела – морфологии 
клеток, локализации в них EpCAM и миграционной активности. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Работа выполнена на клетках двух клональных линий 5F и 1Е гепатомы Зайдела крыс, 
полученных в нашей лаборатории в 2010—2011 гг. Для этого клетки перевиваемой асцитной 
гепатомы Зайдела были эксплантированы в культуру и путем длительного отбора разделены 
на две клеточные линии – монослойную и суспензионную. В результате клонирования 
монослойной линии с помощью метода предельных разведений были получены 3 голоклона и 
2 мероклона, которые дали начало клональным линиям с характеристиками ОСК (линии 3Н, 
5F и 6H) и ОПК (линии 1Е и 9С). Клетки культивировали в среде DMEM (Биолот, Россия) с 
добавлением 10% сыворотки крови плодов коровы Sus-Biol (Биолот, Россия) и 80 мкг/мл 
гентамицина (Биолот, Россия), в атмосфере 5% СО2  при 37оС. 

Для проведения морфометрического анализа клетки выращивали на покровных стеклах, 
фиксировали смесью Никифорова (смесь этанола с диэтиловым эфиром в соотношении 1:1) в 
течение 15 мин и промывали проточной водой. Затем клетки окрашивали гематоксилином (20 
мин) и 0,3% эозином (15 сек), хорошо промывая клетки после каждой процедуры. Препараты 
обезвоживали в 96% спирте в течение 15 сек и исследовали с помощью микроскопа LSM 5 
Pascal (10х, 40х). Площадь окрашенных ядер и клеток определяли с помощью программы 
анализа изображений ImageJ (NIH, USA). Для каждой клональной линии измеряли не менее 
100 клеток и проводили статистическую обработку данных. Ядерно-цитоплазматическое 
отношение (ЯЦО) для клеток каждой линии рассчитывали по формуле:  

ЯЦО = Средняя площадь ядер /  (Средняя площадь клеток – средняя площадь ядер). 
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Достоверность различий средних величин устанавливали с помощью t-критерия 
Стьюдента при уровне значимости P<0,05. 

Локализацию EpCAM в опухолевых клетках определяли с помощью  метода непрямой 
иммунофлуоресценции с последующей лазерной сканирующей конфокальной микроскопией 
подготовленных препаратов. Клетки, выращенные на покровных стеклах, фиксировали в 
течение 15 мин в 4% растворе параформальдегида (Santa-Cruz Biotechnology, USA), 
приготовленного на ФБС (10 мМ фосфатный буфер, 150 мМ NaCl, рН 7.4) и 
пермеабилизировали с помощью 0,5% раствора Тритона Х-100. Для разведения антител и 
промывки препаратов использовали ФБС, содержащий 0,1% Твин-20. Клетки обрабатывали  
первичными козлиными антителами A-20 (Santa-Cruz Biotechnology, USA), полученными к 
внутриклеточному С-терминальному домену EpCAM, при титре 1:50 в течение ночи при 4оС (в 
контрольных образцах первичные антитела не применяли). Обработку клеток вторичными 
ослиными антителами, коньюгированными с FITC (Santa-Cruz Biotechnology, USA), проводили 
при титре 1:100 в течение 1 ч в темноте. Для визуализации ядер ДНК клеток окрашивали DAPI 
(Santa-Cruz Biotechnology, USA) в течение 1 мин при концентрации 1 мкг/мл. Препарат 
заключали в среду Fluoroshield (Sigma, USA), и иммунофлуоресцентные изображения клеток 
получали на электронном конфокальном микроскопе Leica TCS SP5 с использованием 
лазеров с длинами волн 488 и 543 нм и масляно-иммерсионного объектива 40х. 

Миграционную способность клеток оценивали с помощью теста на “зарастание раны” и 
микроскопа AxioObserver.Z1 (Carl Ziess MicroImaging GmbH, Германия), оснащенного 
оборудованием для долговременного прижизненного наблюдения за культивируемыми 
клетками.  Клетки выращивали в чашке Петри с диаметром 35 мм (Nunk, Дания) примерно до 
90%-й конфлюэнтности, наносили на монослое “рану” по диаметру чашки с помощью 
пластикового наконечника для автоматического дозатора, открепившиеся клетки удаляли 
промывкой чашек и добавляли свежую среду DMEM с 10% СПК.  Чашку Петри помещали на 
столик микроскопа под объектив Plan-Neofluar Х10/0,25 и регистрировали изображения клеток 
с помощью цифровой камеры AxioCam HRm с разрешением 1388х1040 пикселей в режиме 
цейтраферной съемки в течение 24 час через каждые 2 мин. Анализ изображений проводили 
в видеоформате Avi и JPEG. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Морфометрический анализ клеточных препаратов, окрашенных гематоксилином и 

эозином. Клетки клональных линий 5F и 1Е происходят от клеток-прародительниц клонов с 



 7

разным уровнем цитодифференцировки – опухолеинициирующей (стволовой) клетки и 
прогениторной клетки, относящейся к популяции ранних транзитных амплифицированных 
клеток. После пересева 5F-клетки растут клонами, от которых отделяются единичные клетки 
(рис.1, А, В). В пролиферирующих клонах клетки плотно контактируют друг с другом, но с 
замедлением роста образуется  монослой из клеток неправильной формы, контакты между 
которыми преимущественно осуществляются за счет тонких выростов. Клетки линии 1Е 
формируют монослой, в котором различаются зоны мелких и крупных клеток полигональной 
формы, плотно примыкающих друг к другу и образующих небольшие трабекулы; клетки и ядра 
различаются по размерам и форме,  присутствуют многоядерные клетки-гиганты  (рис.1, Б, Г).  

 

         

Рис.1. Препараты клеток клональных линий, окрашенные эозином и гематоксилином:  
А, В – 5F линия, полученная из голоклона, 10х и 40х, соответственно;  Б, Г – 1Е линия,          
полученная из мероклона, 10х и 40х, соответственно. 

 

По данным морфометического анализа клетки линии 1Е статистически достоверно 
(P<0,05) превосходят по размерам клетки линии 5F: примерно в 3 раза по площади клеток, и в 
1,8 раза – по площади ядер. Рассчитанные нами средние значения ЯЦО (табл.) обратно 
коррелируют с уровнем дифференцировки клеток: высокие значения ЯЦО характеризуют 
низкодифференцированные ОСК линии 5F, в которых ядра занимают большую часть клеток; в 
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коммитированных клетках-предшественниках преобладает цитоплазма и ЯЦО снижается. 
Дополнительные расчеты, проведенные для отдельных клеток линии 1Е, показали, что ЯЦО 
варьирует в широких пределах от 1,4 для мелких клеток до 0,2 для крупных, причем клетки 
различаются между собой преимущественно по площади цитоплазмы. 

                                                                                                                   Таблица. 
           Морфометрические показатели клеток клональных линий гепатомы Зайдела 

 Линия клеток S клеток  (в пикс.) S ядер (в пикс.) ЯЦО 

1Е 

5F 

48715,4±2687,40 

16076,4±655,06 * 

18890,7±788,82 

10605,9±493,34 * 

0,63 

1,94 

         * - отмечены  статистически достоверные отличия между линиями, P< 0,05. 

      

Определение локализации EpCAM. Ранее с помощью поликлональных антител к EpICD 
мы выявили внутриклеточную локализацию EpCAM в культивируемых клетках гепатомы 
Зайдела. В клетках монослойных линий флуоресцентная метка диффузно распределялась в 
цитоплазме и отсутствовала в области наружных мембран [23]. Для решения вопроса об 
экспрессии и локализации EpCAM в клетках метастатической опухоли и ее роли в 
поддержании низкодифференцированного статуса клеток мы продолжили исследование с 
использованием возможностей конфокальной микроскопии. При послойном сканировании 
клеток линий 5F и 1Е, обработанных антителами к EpICD, видно слабое, но специфическое 
окрашивание цитоплазмы (уровень флуоресценции выше, чем в контрольных препаратах). 
Вместе с тем в ядрах клеток обеих линий обнаружено интенсивное специфическое свечение 
типа флуоресцирующих “глыбок” или светящихся зерен, преимущественно 
концентрирующихся вокруг ядрышек  (рис. 2). По нашим наблюдениям в делящихся клетках 
флуоресцирующие “глыбки’ в ядрах не определяются, но при этом усиливается диффузное 
свечение цитоплазмы вокруг формирующихся ядер (рис. 2, Д, E). Обнаружение ядерной 
локализации EpCAM позволяет сделать заключение об активации EpCAM-сигнального пути в 
низкодифференцированных клетках гепатомы Зайдела и непосредственного участия EpICD в 
регуляции транскрипционной активности клеток. 
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Рис.2.  Выявление EpCAM в ядрах клеток линии 5F (А-В) и 1Е (Г-Е).  
А и Г – ядра, окрашенные DAPI; Б и Д – клетки, обработанные антителами к EpICD; В и Е – 
совмещение окраски ядер DAPI с EpCAM-флуоресценцией. Стрелками указаны 
разделившиеся клетки. Кружками обведены ядра клеток. 
 

Определение миграционной способности опухолевых стволовых клеток и клеток-
предшественников метастатической гепатомы Зайдела.  

Предполагается, что метастатические ОСК отличаются от субпопуляции 
опухолеинициирующих клеток способностью к миграции [24]. Изучение подвижности клеток 
линий 5F и 1Е мы проводили с помощью теста на “зарастание раны”. Изменения в количестве 
клеток в ране, их местоположение и форму фиксировали с помощью цифровой фотокамеры с 
2-х минутным  интервалом в течение 24 ч. При анализе полученного материала в видео и 
фото форматах (рис. 3, представлены одни и те же участки раны с интервалом примерно в 4,5 
ч) видно, что клеточные линии принципиально различаются между собой по миграционному 
поведению. 
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Рис.3. Тест на “зарастание раны”: преимущественно амебоидный тип миграции клеток 
линии 5F (А-Е) и коллективная миграция клеток линии 1Е (Ж-М). 

 

Края “раны”  клеточной линии 5F (A-Е) начинают незначительно сходиться примерно через 
4 ч с начала эксперимента. Это движение сопровождается дезинтеграцией клеточного 
монослоя по краям “раны” и миграцией клеток в свободное пространство. Требуется 
проведение дополнительного анализа механизмов миграции клеток, но уже сейчас можно 
говорить о сочетании мезенхимного типа миграции с амебоидным типом при преобладании 
последнего и о быстром переходе от одного механизма движения к другому. Наблюдается 
образование клетками псевдоподий (ламеллиподий и филоподий) и “хвостов” – 
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цитоплазматических образований, которые вытягиваются из клеток в начале их 
передвижения, по-видимому, из-за высокой адгезии клеток к субстрату. Обращает на себя 
внимание высокая миграционная активность клеток, характерная для амебоидного типа 
движения. Кроме того, подтверждаются данные морфологического анализа об отсутствии 
плотного контакта между клетками в монослое у линии 5F - клетки при появлении свободного 
пространства начинают в него мигрировать. 

Иная картина складывается для клеток линии 1Е. Уже в первые минуты наблюдения края 
«раны» начинают движение навстречу друг другу. При этом отмечается коллективная 
миграция клеток, когда клетки переднего края тянут за собой остальной монослой, клетки 
которого находятся в плотном контакте. При этом трудно сказать, в какой степени это процесс 
миграции, а в какой степени сближение краев происходит за счет клеточной пролиферации. 
По нашим наблюдениям, пролиферативный процесс захватывает зоны мелких клеток, из 
которых клетки выдвигаются в “рану” и увеличиваются в размерах. В случае клеток линии 1Е 
одиночные клетки практически не покидают монослой и в «рану» не мигрируют, а те, которые 
появляются в «ране»– через мезенхимно-эпителиальный переход примыкают к монослою. 

ОБСУЖДЕНИЕ 
Клеточные линии, полученные из опухолей эпителиального происхождения, при 

клонировании in vitro формируют колонии сходные по морфологии с колониями, которые 
продуцируют стволовые и транзитные амплифицированные клетки-предшественники 
нормального эпителия – голоклоны, меро- и параклоны [25]. Нам известны три исследования, 
в которых с целью углубленного изучения клеток с характеристиками ОСК были получены 
клеточные линии из голоклонов [26, 27, 28]. При этом не было создано ни одной линии клеток 
из мероклонов и, тем более, из параклонов. Нам удалось получить клеточные линии из голо- и 
мероклонов монослойной линии гепатомы Зайдела, которые пережили неоднократную 
криозаморозку и более 30 пассажей, сохранив присущие своему происхождению 
характеристики. Клеточные популяции 5F и 1Е отличаются по существу. Клетки линии 5F 
(обладающие опухолеинициирующими свойствами и индуцирующие развитие асцитной 
формы опухоли при внутрибрюшинном введении беспородным крысам) не обладают 
морфологическими признаками эпителиальных клеток, они не формируют плотного монослоя 
и отличаются определенной автономностью. Наблюдение за поведением клеток в 
видеоформате показывает их высокую миграционную активность, причем передвижение 
клеток осуществляется преимущественно по амебоидному типу. Совсем иной тип клеточной 
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популяции продуцируют мероклоны. Клетки линии 1Е не туморогенны, что было показано 
ранее, образуют монослой, в котором клетки плотно примыкают друг к другу и мигрируют в 
«рану» единым фронтом. Полученные результаты позволяют сделать вывод, что клеточная 
линия 5F представлена метастатическими ОСК, миграция которых осуществляется по 
амебоидному типу.  

Недавно в серии работ на биопсийном материале опухолей эпителиального 
происхождения с использованием антител к EpEX и EpICD было установлено, что плохой 
прогноз заболевания и развитие метастатического процесса коррелируют со сменой 
мембранной локализации EpСAM на ядерную [29, 30, 31, 32]. При этом, по мнению авторов, 
иммуноцитохимическое исследование ткани не позволяло однозначно говорить о ядерной 
локализации EpICD.  

В нашей работе впервые выявлена ядерная локализация EpICD в культивируемых клетках. 
Тот факт, что эти клеточные линии были получены в результате эксплантации клеток 
метастатической опухоли, подтверждает формирующееся представление об активации 
EpCAM-сигнального пути в ходе метастатического процесса.  

Авторы статьи выражают искреннюю благодарность заведующему Лабораторией йонных 
механизмов клеточной сигнализации, д.б.н. Ю.А. Негуляеву за предоставленную возможность 
и неоценимую помощь в проведении исследований на микроскопе AxioObserver. 
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Заболевание, вызванное вирусом гриппа А, нередко носит тяжелый характер, особенно 

после наслоения вторичной бактериальной инфекции, при которой в кровь попадают 
эндотоксины бактерий, в том числе липополисахарид грамотрицательных бактерий. В связи с 
этим ведутся поиски новых лекарственных препаратов для лечения больных гриппом. Целью 
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настоящей работы явилось изучение влияния ряда лечебных препаратов, обладающих 
антиоксидантной, противовоспалительной и ангиопротекторной активностью на 
пролиферацию и апоптоз культивируемых эндотелиоцитов линии ECV-304, зараженных 
разными дозами вируса гриппа А и при добавлении бактериального липополисахарида. 
Тестировались следующие препараты: глутатион, N-ацетилцистеин, тролокс, карведилол, 
ресвератрол, дикумарин, нитрендипин, рутин и алпизарин. Пролиферация клеток, сниженная 
после заражения высокими дозами вируса, повышалась до уровня контроля после 
добавления глутатиона, ресвератрола, алпизарина и рутина. В меньшей степени повышали 
пролиферацию дикумарин и N-ацетилцистеин. В то же время повышенный уровень 
пролиферации клеток, наблюдаемый при заражении очень низкими дозами вируса, снижался 
до уровня контроля под действием практически всех тестируемых препаратов, за 
исключением нитрендипина. В опытах на клетках, зараженных вирусом гриппа в присутствии 
бактериального липополисахарида, были получены сходные результаты. Индекс апоптоза в 
исследуемых клетках повышался почти во всех вариантах экспериментов. Лишь три лечебных 
препарата – рутин, алпизарин и глутатион снижали уровень апоптоза клеток, зараженных 
разными дозами вируса гриппа, а также при добавлении липополисахарида. Полученные 
результаты свидетельствуют о том, что почти все тестируемые лекарственные средства могут 
нормализовать физиологическое состояние клеток, зараженных вирусом гриппа, снижая 
уровень их избыточной пролиферации и элиминируя поврежденные клетки путем апоптоза. 

Ключевые слова: клетки эндотелия ECV-304, вирус гриппа А, липополисахарид, 
антиоксиданты, пролиферация, апоптоз. 

 
Вирус гриппа А, как правило, вызывает заболевание легкой или средней тяжести, однако 

бывают случаи тяжелых осложнений в виде вторичных бактериальных инфекций. В 
результате применяемой антибактериальной терапии в кровь поступает большое количество 
компонентов разрушенных бактерий. Грамотрицательные бактерии и компоненты их 
клеточной стенки эндотоксины – липолисахариды (LPS) являются основным, но не 
исключительным фактором, ответственным за возникновение сепсиса, что может быть 
причиной легочной, почечной и сердечной недостаточности (1). Эндотоксин в дополнение с 
другими бактериальными молекулами запускает генерализованный иммунный ответ, как 
клеточный, так и гуморальный с индукцией про- и антивоспалительных медиаторов. Этими 
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медиаторами являются цитокины, факторы коагуляции, молекулы адгезии, миокардиальные 
депрессанты и др. (2). 

Клетки сосудистого эндотелия одни из первых входят в контакт с циркулирующими 
бактериальными молекулами, распознают их c помощью Toll-like рецепторов и экспрессируют 
провоспалительные медиаторы и тканевой фактор. В норме клеточный иммунитет на 
бактериальные токсины обеспечивает защиту от инфекции, при которой биологическая 
активность антибактериальных медиаторов контролируется специфическими ингибиторами. 
При сепсисе этот баланс нарушается и гиперактивация клеточной реакции может приводить к 
нарушению нормального функционирования клеток и их гибели (3). В процессе сепсиса 
дисбаланс между продукцией активных форм кислорода/азота (ROS/RNS) и их эффективным 
удалением антиоксидантами приводит к нарушению проницаемости клеточных мембран, 
поражению и гибели клеток эндотелия в результате некроза и апоптоза (4). 

Вирус гриппа, как и LPS в условиях in vitro может непосредственно вызывать дисфункцию 
сосудистого эндотелия. Но в организме подобный эффект происходит также вследствие 
вторичной реализации воспалительных медиаторов, таких как фактор некроза опухоли альфа 
(TNFα), интерлейкин-1 бета (IL-1β), фактор роста опухоли бета (TGFβ), интерфероны (IFN) и 
другие, продуцируемые макрофагами и иммунными клетками (5, 6). Вирус гриппа А способен 
индуцировать продукцию ROS/RNS, что приводит к оксидативному стрессу, продукции 
металлопротеиназ (ММР-9), к патологическим изменениям в клетках различных органов, в том 
числе и к дисфункции клеток эндотелия (7). 

В процессе изучения in vitro взаимоотношения вируса гриппа А с клетками нами был 
обнаружен различный ответ клеток на вирус, который зависел от степени инфицированности 
клеток – множественности инфекции (МИ). В случае высокой степени инфицированности 
клеток вирусом гриппа клетки погибали в результате некроза или апоптоза, тогда как при 
очень низкой степени вирусной инфекции клетки отвечали стимуляцией пролиферации и 
увеличением апоптоза. Различный ответ клеток при разной степени инфицированности 
вирусом гриппа А позволяет моделировать состояние клеток при острой вирусной инфекции 
(высокая МИ) и хронической (низкая МИ). Подобная реакция на очень низкие дозы заражения 
вирусом гриппа А обнаружена практически у всех перевиваемых клеточных линий человека 
лимфоцитарного/моноцитарного происхождения и у перевиваемых клеток эпителиального (А-
549) и эндотелиального (ECV-304) происхождения (8, 9). Применение при острых формах 
заболевания вирусом гриппа антивирусных препаратов с целью блокирования репликации 
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вирусных частиц нередко малоэффективно и часто приводит к возникновению вирусных 
частиц, устойчивых к данному препарату. Антибактериальные препараты вызывают 
разрушение бактерий, что приводит к появлению в плазме крови огромного количества 
бактериальных компонентов, в частности, LPS.  В связи с этим ведутся поиски других 
лечебных препаратов для терапии гриппа, направленных на восстановление нормального 
физиологического состояния клеток и функционирования сигнальных клеточных путей.  

Целью настоящей работы явилось изучение влияния ряда лечебных препаратов, 
обладающих антиоксидантной, противовоспалительной и ангиопротекторной активностью на 
пролиферацию и апоптоз культивируемых эндотелиоцитов линии ECV-304, зараженных 
разными дозами вируса гриппа А и при добавлении бактериального липополисахарида.  

 
МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

 
Перевиваемые клеточные линии: спонтанно трансформированные клетки эндотелия 

человека (ECV-304) и клетки почки собаки (MDCK) получены из Коллекции клеточных культур 
ФГБУ НИИ гриппа МЗ РФ. Клетки культивировали в среде альфа-МЕМ с добавлением 2 % 
бычьей эмбриональной сыворотки (ЭС) без антибиотиков. Пересев клеток проводили на 6–7 
сут с кратностью 1:3 – 1:5, используя для отторжения клеток раствор Версена с химопсином.  

 
Вирус гриппа субтипа H3N2 А/Брисбен/10/07 поддерживали на куриных эмбрионах. Титры 

вирусов составляли 5–6 lg ТЦД50 (титр цитопатического действия, вызывающего поражение 50 
% монослоя клеток MDCK). За одну инфицирующую дозу (ИД) в 1 мл принимали последнее 
десятикратное разведение титруемого вируса. Высокая доза заражения вирусом составляла 
1000 ИД, низкая доза заражения – 1 ИД.  

Концентрированный раствор (1 мг/мл) LPS Escherichiacoli (Sigma-Aldrich, США) в среде 
альфа-МЕМ хранили при 40 С и расходовали в работе в течение 1–2 недель. Конечная 
концентрация LPS составляла 100 нг/мл. Краткая характеристика исследуемых препаратов и 
используемые концентрации приведены в табл. 1. 

 
Оценку цитотоксичности препаратов проводили с помощью МТТ-тестирования на 

клетках, выращенных в 96-луночных планшетах (Nunc, Дания) (10). 
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Для проведения опыта использовали 4–5-суточную культуру клеток ECV-304 с посевной 
концентрацией 7–8 х 104 кл./мл. Заражение 1–суточного монослоя клеток, выращенного в 24–
луночных планшетах (Nunc, Дания), осуществляли с помощью внесения 0.1 мл заранее 
оттитрованной вируссодержащей жидкости (для учета апоптоза в лунки вкладывали 
покровные стекла). Контакт вируса с клетками проходил при 370 С в течение 45 мин в 
бессывороточной среде альфа–МЕМ с добавлением трипсина (1 мкг/мл) и антибиотиков 
(пенициллин/стрептомицин). Затем клетки отмывали от вируса и вносили 0.5 мл исследуемого 
препарата, 0.5 мл среды с добавлением 2 % ЭС и 2 мкг/мл трипсина, после чего в лунки 
вносили 0.1 мл LPS (конечная концентрация 100 нг/мл). Контролем служили культуры, 
которые инкубировали с интактными, не содержащими вируса и LPS средами. Учет опыта 
проводили на 4–5 сут. 

 
Для оценки интенсивности пролиферации клетки в лунках без покровных стекол 

снимали раствором Версена с химопсином и подсчитывали в камере Фукса-Розенталя 
количество клеток, неокрашенных трипановым синим. Пролиферативную активность клеток 
оценивали по отношению числа выросших зараженных клеток к числу контрольных 
(интактных) клеток на этом же сроке культивирования. Результаты выражали в процентах в 
виде доли от контроля, который принимали за 100 %. 

 
Апоптоз клеток оценивали по степени фрагментации ядерного хроматина. Клетки, 

выращенные на покровных стеклах, фиксировали смесью метанола с уксусной кислотой в 
соотношении 3:1 и окрашивали флуоресцентным красителем Hoechst-33258. Определяли 
долю апоптотических клеток, просматривая не менее 300 – 500 клеток под люминесцентным 
микроскопом при увеличении объектива × 90, используя масляную иммерсию. Результаты 
выражали в виде индекса апоптоза (ИА) по формуле ИА = (b/c) × 100 %, где b– число 
апоптотических клеток, с– общее число просмотренных клеток. Окрашивание клеток 
красителем Hoechst-33258 являлось одновременно контролем за контаминацией клеток Л-
формами бактерий и микоплазмами. На каждую временну́ю точку использовали по 2 лунки, 
все эксперименты проводили не менее 3-х раз.  

 
Статистический анализ выполнен с использованием теста U–Манна-Уитни для 

сравнения двух групп непараметрических выборок. Значимыми считали различия при P< 0.05. 
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Таблица 1. 
Краткая характеристика препаратов и их конечные концентрации 

 

Препарат и фирма 
изготовитель Краткая характеристика препарата Используемая в опытах 

конечная концентрация 

Глутатион 
восстановленный (Sigma-

Aldrich, США) 

Трипептид, образующийся в организме из 
цистеина, глутаминовой кислоты и глицина. 

Мощный антиоксидант и детоксикант  
163 мкмоль/л 

N-ацетилцистеин (Sigma-
Aldrich, США) 

Модифицированная форма цистеина, 
способствует синтезу глутатиона в организме. 

Обладает антиоксидантной и 
противовоспалительной активностью 

306 мкмоль/л 

Тролокс (Sigma-Aldrich, 
США) 

. Водорастворимый аналог антиоксиданта 
витамина Е 200 мкмоль/л 

Карведилол (Ф. 
Хоффманн-Ля Рош Лтд, 

Швейцария) 

. Альфа- и бета-адреноблокатор. Обладает 
мембраностабилизирующей и 

антиоксидантной активностью, тормозит 
пролиферацию и миграцию гладкомышечных 

клеток 

123 мкмоль/ 

Ресвератрол 
(Bath # 00301008, Чехия) 

Природный стильбеновый фитоалексин. 
Обладает антиоксидантной, 

противовоспалительной, противоопухолевой, 
кардиопротекторной активностью 

219 мкмоль/ 

Умбеллиферон(дикумарин) 
(SERVA, Германия) 

7-гидроксикумарин, скимметин. Обладает 
антигенотоксическим и антиаллергическим 

действием, спазмолитической и 
антимикробной активностью 

310 мкмоль/л 

Нитрендипин 
субстанция(Институт 
органического синтеза, 

OSI, Латвия) 

Обладает гипотензивным, 
сосудорасширяющим, антиангинальным и 
нефропротективным действием. Антагонист 

кальция 
139 мкмоль/л 

Рутозид (рутин) (SERVA, 
Германия) 

Гликозид флаваноида кверцитина, обладает 
Р-витаминной активностью. Ангиопротектор, 

уменьшает проницаемость и ломкость 
сосудов.  

 

82 мкмоль/л 

Алпизарин (мангиферин) 
(ФГБНУ ВИЛАР, Россия) 

Противовирусный и антибактериальный 
препарат растительного происхождения. 

Обладает антиоксидантной и 
противовоспалительной активностью 

50 мкг/мл 

 
 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Проверка цитотоксичности препаратов, проведенная на клетках ECV-304, показала полное 

отсутствие токсичности глутатиона, N-ацетилцистеина, ресвератрола и алпизарина и 
небольшую токсичность дикумарина и тролокса при максимальных используемых 
концентрациях (6.2 и 4 ммоль/л, соответственно). Небольшая токсичность была выявлена у 
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препаратов рутин (205 мкмоль/л) и карведилол (615 мкмоль/л). Цитотоксичность  для клеток 
рабочих растворов препаратов, хранящиеся при +40 С на протяжении 1.5 мес, не изменилась.  

Изучение влияния препаратов на пролиферацию контрольных, не зараженных вирусом 
гриппа клеток ECV-304 показало, что все исследуемые препараты практически не влияли на 
пролиферацию. В клетках, зараженных высокой дозой вируса гриппа (1000 ИД), 
пролиферация снижалась на 36.7%, при этом только под воздействием глутатиона 
пролиферация клеток восстанавливалась полностью до уровня контроля. Под воздействием 
ресвератрола, алпизарина и рутина пролиферация восстанавливалась до 91.6 – 93.5% 
относительно контрольных незараженных клеток, в меньшей степени пролиферацию 
повышали дикумарин (до 82.8 %) и N-ацетилцистеин (до 77.6 %) (рис. 1). 

В то же время вирус–стимулированное повышение пролиферации клеток (до 135.2 %), 
наблюдаемое при заражении клеток очень низкими дозами вируса (1 ИД), снижали до уровня 
контроля практически все препараты, за исключением нитрендипина, который достоверно не 
подавлял вирус–стимулированную пролиферацию (рис. 1). 

Добавление LPS E.coli к контрольным клеткам (без вируса) незначительно повышало 
пролиферацию клеток (на 7 %). В то же время сниженная в присутствии высоких ИД вируса 
пролиферация клеток восстанавливалась до 88.8% (от уровня контроля) после добавления 
LPS. Однако LPS не влиял на вирусстимулированную пролиферацию клеток, вызванную 
низкой ИД заражения вируса (рис. 1). Ингибирующее влияние препаратов на вирус–
стимулированную пролиферацию клеток, зараженных низкими дозами вируса гриппа в 
присутствии LPS, было практически таким же, как и в случае заражения клеток одним вирусом 
гриппа, т. е. ингибирующую активность проявляли все препараты, кроме нитрендипина. В то 
же время, в клетках, зараженных высокой ИД вируса в присутствии LPS, достоверное 
восстановление пролиферации происходило после добавления всех препаратов, за 
исключением N–ацетилцистеина и алпизарина (рис. 1).  
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Рис. 1. Влияние исследуемых препаратов на пролиферацию клеток ECV-304, 
зараженных вирусом гриппа А и при добавлении LPS(* - отличие от контроля, P< 0.05; # - 
отличие от клеток, зараженных вирусом, P< 0.05; ℓ - отличие от клеток с LPS, P< 0.05). 

 

Изучение апоптоза в клетках ECV-304 показало, что при заражении клеток высокой (1000 
ИД) и низкой (1 ИД) дозами вируса уровень апоптоза повышается с 1.05 % (в контрольных, 
незараженных клетках) до 3.7 % и 2.9 %, соответственно. Из исследованных препаратов 
способность к индукции апоптоза обнаружена у тролокса, ресвератрола, карведилола, 
дикумарина, нитрендипина (ИА от 2.5 до 3.2 %) и очень слабая - у глутатиона (ИА 2 %); N–
ацетилцистеина и алпизарин достоверно не повышали уровень апоптоза (рис. 2). Влияние 
препаратов на индукцию апоптоза в клетках, зараженных высокой ИД вируса гриппа А, было 
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следующим: уровень апоптоза значительно повышался только в присутствии N-
ацетилцистеина и дикумарина (ИА 7.3 и 7.1 %, соответственно), небольшое повышение 
апоптоза отмечено также в присутствии тролокса, ресвератрола и нитрендипина (ИА от 4.2 до 
4.6 %), в то же времяапоптоз был снижен при добавлении глутатиона, рутина и алпизарина 
(ИА от 1.6 до 2.4 %). В случае заражения клеток низкой ИД вируса уровень апоптоза 
повышали препараты N-ацетилцистеин, тролокс и нитрендипин (ИА 4.0– 5.0 %), в присутствии 
глутатиона, ресвератрола и дикумарина уровень апоптоза был незначительно повышен (ИА 
от 3.4 до 3.6 %), а добавление рутина и алпизарина также снижало уровень апоптоза, как и в 
случае заражения клеток высокой дозой вируса (ИА 1.7 и 1.0 %, соответственно) (рис. 2). 

Добавление LPS к клеткам ECV-304 в отсутствии вируса гриппа индуцировало апоптоз (ИА 
3.3 %), а в зараженных вирусом клетках – снижало (ИА 3.1 % при высокой ИД и 2.4 % при 
низкой ИД вируса). Присутствие одного LPS совместно с препаратами тролокс, карведилол и 
нитрендипин повышало апоптоз клеток ECV-304 (ИА 4.6–5.3 %), а с препаратами 
ресвератрол, глутатион и алпизарин – снижало (ИА 0.8–2.2 %). Влияние исследуемых 
препаратов на апоптоз в клетках, зараженных вирусом гриппа в присутствии LPS, 
сохранялось, в основном, в том же виде, что и без LPS: уровень апоптоза был повышен в 
присутствии N-ацетилцистеина, тролокса, дикумарина и нитрендипина (ИА 5.5 – 6.35 % при 
высокой ИД и 3.6 – 4.5 % при низкой ИД). Снижение апоптоза наблюдалось в присутствии 
глутатиона, рутина и алпизарина при высокой ИД (от 0.8 до 2.3 %). При низкой ИД снижение 
апоптоза отмечено при добавлении алпизарина (ИА 1.8 %) и глутатиона (ИА 1.1 %) (рис. 2). 

Полученные результаты, приведенные в сводной табл. 2, позволяют провести сравнение 
степени влияния исследуемых препаратов на пролиферацию и апоптоз клеток эндотелия при 
разной степени инфицированности вирусом гриппа А и в условиях сепсиса (добавление LPS). 
Обращает на себя внимание, что практически все препараты ингибировали повышенную 
пролиферацию клеток, которая наблюдалась при низкой степени инфицированности клеток 
вирусом гриппа А и сохранялась при добавлении LPS. Повышение пролиферации клеток при 
самой низкой ИД заражения вирусом может моделировать состояние клеток при хронической 
инфекции, когда в процессе применяемой антивирусной терапии количество вирусных частиц 
снижается. В результате снижения синтеза ряда вирусных белков происходит стимуляция 
пролиферации клеток, которая сопровождается усилением апоптоза, что может привести к 
повышению клеточной проницаемости и дисфункции клеток. Это состояние усиливается при 
наслоении вторичной вирусной инфекции или при добавлении LPS. Заражение клеток 
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высокой ИД вируса, при которой наблюдается подавление клеточной пролиферации, может 
моделировать острую вирусную инфекцию. В этих условиях только несколько препаратов 
восстанавливали клеточную пролиферацию почти до контрольного уровня: глутатион, 
ресвератрол, рутин и алпизарин. 

 

 

Рис. 2. Влияние исследуемых препаратов на апоптоз клеток ECV-304, зараженных вирусом 
гриппа и при добавлении LPS (* - отличие от контроля, P< 0.05; # - отличие от клеток, 
зараженных вирусом, P< 0.05; ℓ - отличие от клеток с LPS, P< 0.05). 
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Таблица 2. 
Действие исследуемых препаратов на пролиферацию и апоптоз клеток. 

Пролиферация Апоптоз 
Вирус LPS  Вирус LPS 

Препарат Высок
ая ИД 

Низкая 
ИД 

Высок
ая ИД 

Низк
ая 
ИД 

Препар
ат без 
вируса 

Высо
кая 
ИД 

Низка
я ИД 

LPS без 
вируса 

Высок
ая ИД 

Низка
я ИД 

Вирус или 
LPS 
Без 

препарата 

 * 
 

 * 
 

#  *  
  *  *  *  *   * 

Глутатион 
восстанов
ленный 

# # # #  #  * 
−#  *  * 

# 
# 

N-
ацетилцис

теин 
# # − − −  *,#  *,# *  *,#, ℓ * 

Тролокс  * 
−# 

# # #  *  *,#  *,#  *,ℓ  *,#, ℓ  

Карведило
л 

 * 
−# 

# # #  *  * 
−# 

 * 
−#  *,ℓ  *  * 

Ресвератр
ол 

# # # #  *  * 
−# 

 * 
−# 

 * 
ℓ  * *,#,ℓ 

Дикумарин # # # #  *  *,#  * 
−# 

 * 
−ℓ  *,#, ℓ  *,#,ℓ 

Нитрендип
ин 

 * 
−# 

 *; 
−# 

#  *; 
−#  *  * 

−#  *,#  *,ℓ  *,#, ℓ  * 
−# 

Рутин # # # # −  * 
# 

#  * 
−ℓ 

 * 
−#,ℓ 

 * 
−#,ℓ 

Алпизарин # #  * 
−# 

# −  * 
# 

#  ℓ #, ℓ #, ℓ 

    Примечание:  - усиление,  - подавление, −нет эффекта; 
* по сравнению с контролем (интактные клетки); # по сравнению с клетками, зараженными 
вирусом; ℓ - по сравнению с клетками с LPS. 
 

В то же время практически все препараты (за исключением рутина, алпизарина и 
глутатиона) обладали способностью индуцировать апоптоз. Многие препараты (N-
ацетилцистеин, тролокс, ресвератрол, дикумарин, нитрендипин) также повышали уровень 
апоптоза при заражении клеток вирусом и в присутствии LPS, за исключением рутина, 
алпизарина и глутатиона, которые снижали уровень апоптоза клеток, зараженных вирусом в 
высокой и низкой дозах и при добавлении LPS.  

Из всех перечисленных выше препаратов антивирусная активность по отношению к вирусу 
гриппа А наиболее хорошо изучена у глутатиона. Вирус гриппа А снижает содержание 
эндогенного антиоксиданта – глутатиона в результате оксидативного стресса, при этом 
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чувствительность клеток к вирусу значительно повышается. Дополнительное добавление 
глутатиона блокирует продукцию вирусных частиц в клетках MDCK (in vitro) и в клетках легких 
и трахеи мышей (in vivo), снижая экспрессию вирусного матриксного белка и ингибируя вирус-
индуцированную активацию каспаз (11). Противовирусное действие глутатиона показано 
также на модели хорио-аллантоисных оболочек куриных эмбрионов и клетках МDСК, при этом 
тролокс и рексод подобного эффекта не обнаружили (12). Показана зависимость репродукции 
вируса гриппа в клетках и пермиссивность клеток к вирусу от внутриклеточного redox 
состояния клеток хозяина: клетки, экспрессирующие антиапоптозный белок Bcl-2, содержали 
высокий уровень глутатиона. В подобных клетках (МDСК) была снижена экспрессия поздних 
вирусных белков (гемагглютинина и М1) и ядерно-цитоплазматическая транслокация 
вирусного нуклеопротеина (vRNP) (13). Позже эта же группа исследователей показала, что 
гидрофобный дериват глутатиона (GSH-C4) подавлял репликацию вируса гриппа в клеточных 
культурах и в летально зараженных мышах, снижая их смертность и разрушение легких. На 
модели клеточных культур было показано, что GSH-C4 ингибирует процесс фолдинга и 
созревания вирусного гемагглютинина, снижая олигомеризацию вирусного белка, в результате 
чего его мономер задерживается в эндоплазматическом ретикулуме, вместо продвижения к 
цитоплазматической мембране (14). Способность к подавлению репликации сезонных вирусов 
гриппа А и птичьего вируса гриппа А обнаружена также у N-ацетилцистеина. В клетках 
эпителиоидного происхождения (А-549) ингибирующий эффект N-ацетилцистеина на 
вирусную репликацию сопровождался снижением синтеза провоспалительных цитокинов и 
апоптоза (15). Есть также сообщение о способности ресвератрола – полифенола 
растительного происхождения, обладающего антиоксидантной активностью, подавлять in vitro 

и in vivo репликацию вируса гриппа (16).  
Сравнительно недавно появились сообщения о способности клеток эндотелия в 

присутствии LPS приобретать признаки фибробластов в результате процесса, известного как 
endothelial-to-mesenchymal transition (EndMT). Превращение клеток эндотелия в фибробласты 
происходило в результате воспалительного процессa, образования ROS и последующей 
гибели большей части клеток, но даже при высокой концентрации LPS часть клеток 
оставалась живой и подвергалась трансформации (17). Изменения в клетках эндотелия, 
связанные с переходом в сторону фибробластов (повышение уровня внутриклеточного Са2+ , 
увеличение миграции клеток), ингибировались в присутствии антиоксидантов глутатиона и N-
ацетилцистеина (18, 19). Подобные изменения, вызванные LPS, сходны с обнаруженными 
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нами изменениями в интенсивности пролиферации и индукции апоптоза клеток 
эпителиального и эндотелиального происхождения после заражения низкими дозами вируса 
гриппа (20). Ведущую роль ROS/RNS в этом процессе подтверждает снижение вирус-
стимулированной пролиферации клеток исследованными нами препаратами с 
антиоксидантной активностью, однако пока трудно объяснить, какие изменения происходят в 
популяции клеток эндотелия в случае снижения апоптоза некоторыми препаратами. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что препараты, обладающие 
антиоксидантной и противовоспалительной активностью, и некоторые препараты, 
используемые при сердечнососудистой терапии, могут нормализовать физиологическое 
состояние клеток, снижая их избыточную пролиферацию или элиминируя поврежденные 
клетки путем апоптоза. Показано, что на фоне терапии указанными лекарственными 
средствами процессы взаимодействия вируса гриппа А с клетками могут отличаться от 
таковых при обычном течении гриппозной инфекции. То есть, для изученных лекарственных 
препаратов была установлена вторичная фармакодинамика, не связанная с их 
непосредственным прямым фармакологическим действием, что открывает определенные 
перспективы для комплексного этио-патогенетического лечения, как самого гриппа, так и его 
осложнений в виде соматической патологии. В связи с этим необходимо провести 
дополнительные исследования для понимания процессов, происходящих на клеточном и 
молекулярном уровне при заражении клеток эндотелиального происхождения вирусом гриппа 
А, и подбора наиболее эффективных сочетаний антивирусных препаратов и цитопротекторов 
с антиоксидантным, противовоспалительным и/или сосудопротекторным действием. 
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ АКТИВНОСТЬ ЯДРЫШКООБРАЗУЮЩИХ РАЙОНОВ 

МЕТАФАЗНЫХ  ХРОМОСОМ КЛЕТОК ЛИНИЙ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЫ ЧЕЛОВЕКА 
В.И. Турилова, Т.К. Яковлева 

ФГБУН Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург, turilova@mail.cytspb.rssi.ru 
 
Количество копий и активность рибосомных генов определяют структурно-

функциональную организацию ядрышка (и генома в целом) и обеспечивают 
жизнедеятельность и жизнеспособность клеток. Дерегуляция синтеза рРНК и биогенеза 
рибосом нарушают клеточный гомеостаз и играют ведущую роль в возникновении и 
прогрессии опухолей.       

Клеточные линии опухолевого происхождения представляют удобную модель для 
изучения различных аспектов онкогенеза, включая функциональный статус 
ядрышкообразующих районов хромосом (ЯОР).  

Анализ функциональной активности ЯОР хромосом клеток  линий множественной 
миеломы (ММ) человека проведен на препаратах метафазных хромосом, окрашенных 
нитратом серебра. Клеточные линии ММ, отличающиеся по степени дифференцировки и 
уровню плоидности клеток различались по числу, составу, суммарному размеру и 
ассоциативной способности  Ag-положительных ЯОР  (AgЯОР) хромосом. Так, в 
околодиплоидных клеточных линиях число Ag-положительных ядрышкообразующих (AgЯО) 
хромосом варьировало от 4 (U266) до 8 (L363), в околотриплоидных составляло 12 (RPMI 
8226) и 14 (U1996). Наименьший средний суммарный размер AgЯОР — 7.19±0.03 усл. ед. 
обнаружен в клетках U266, наибольший — 24.82±0.09 усл. ед. — в клетках U1996. Доля клеток 
с ассоциациями  AgЯО хромосом варьировала от 0 (Karpas 707) до 41 % (U1996), а  доля 
хромосом, участвующих в ассоциациях — от 1.5 % (U266) до 11.25 %  (L363). Сопоставление 
значений среднего суммарного размера AgЯОР хромосом клеток ММ, длительно 
существующих в условиях in vitro, и ФГА-стимулированных лимфоцитов периферической 
крови здоровых индивидов (данные литературы) показывает, что клеточные линии ММ 
характеризуются низкой копийностью активных рибосомных генов, что возможно 
соответствует уровню дифференцировки клеток, вовлекающихся в трансформацию при ММ in 

vivo.      
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Ключевые слова:  клеточные линии множественной миеломы человека: L363, Karpas 
707, RPMI 8226, U266, U1996, Ag-положительные ядрышкообразующие районы хромосом, 
полиморфизм AgЯОР хромосом, суммарный размер AgЯОР хромосом, ассоциации AgЯО 
хромосом. 

  
Взаимосвязь биогенеза рибосом с пролиферацией, дифференцировкой, старением и 

гибелью клеток и, следовательно, нарушение координации этих процессов, определяют 
фундаментальную роль ядрышка в туморогенезе (1). Основным этапом биогенеза рибосом, 
определяющим выбор клеткой метаболического пути, является транскрипция рДНК (2, 3, 4). 
Сигнальные каскады, активирующиеся в клетке в ответ на внешние стимулы, при действии 
митогенов или факторов роста, а также  продукты онкогенов и опухолевые супрессоры, 
контролирующие прохождение фаз клеточного цикла, «сходятся» на компонентах, 
участвующих в транскрипции рДНК (2, 3).   

В митозе ряд белков, участвующих в транскрипции рибосомных генов — RPA 194 и RPA 
135 субъединицы РНК-полимеразы I, кофактор UBF и транскрипционный фактор SL 1 — 

остаются связанными с рДНК (5). Способность UBF и субъединиц  РНК-полимеразы I 
окрашиваться нитратом серебра (6) позволяет оценивать функциональную активность ЯОР 
хромосом в предшествующей митозу интерфазе на препаратах метафазных хромосом. 

Известно, что размер AgЯОР метафазных хромосом является стабильным наследуемым 
признаком каждого ЯОР и отражает количество транскрипционно активных копий рибосомных 
генов в данной ядрышкообразующей хромосоме (7, 8). В нормальном кариотипе человека 
кластеры рибосомных генов локализованы в коротких плечах акроцентрических хромосом 13, 
14, 15 пар (группа D) и 21, 22 пар (группа G). 

Для определения размеров AgЯОР хромосом наибольшее распространение получил 
метод, основанный на полуколичественной визуальной оценке размеров AgЯОР в условных 

единицах (баллы 0−3 или 0−4) (9 -12). Сумму размеров 10 AgЯОР в кариотипе человека 

(критерий суммарной функциональной активности ЯОР) предложено использовать как меру 
относительного количества (геномная доза) активных рибосомных генов в диплоидных 
клетках данного индивида, позволяющую сравнивать геномы по этому признаку  (10, 12).  

В результате многочисленных исследований, главным образом на ФГА-стимулированных 
лимфоцитах периферической крови, был охарактеризован межхромосомный, 
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межиндивидуальный и межпопуляционный полиморфизм ЯОР хромосом человека (10 - 13). 
Показано, что в ФГА-стимулированных лимфоцитах крови здоровых индивидов число AgЯОР 
хромосом составляет 8—10. Установлены пределы варьирования суммарного размера 10 
AgЯОР хромосом человека в норме — от 14.9 до 23.7 усл. ед., при среднем значении этого 

показателя около 19 усл. ед. (13). Предполагается, что выход за границы указанных значений 
приводит к элиминации организма на стадии зиготы или раннего эмбрионального развития, а 
также к возникновению патологического состояния клеток (10). 

Опухолевые клетки in vivo значительно менее изучены в отношении функциональной 
морфологии ЯОР метафазных хромосом. Число серебрящихся (AgЯО) хромосом в клетках 
различных опухолей человека может как соответствовать, так и  заметно отклоняться от 
значений, характерных для ФГА-стимулированных лимфоцитов периферической крови (14).  

В клетках линий, полученных из разнообразных опухолей человека число AgЯОР 
хромосом как правило становится постоянным и представляет индивидуальную 
характеристику кариотипа (15, 16). Постоянство или минимальная изменчивость числа AgЯОР 
хромосом в клетках данной линии предполагает, что геномная доза активных рибосомных 
генов существенна и для выживания клеток в условиях in vitro. Можно предположить, что 
суммарный размер AgЯОР хромосом, также как и их число, является индивидуальной и 
значимой характеристикой кариотипа клеточной линии. Однако сведения о функциональной 
активности ЯОР хромосом, исследованных в метафазе митоза длительно культивируемых in 

vitro опухолевых клеток крайне малочисленны (17) и не систематизированы. Поэтому вполне 
закономерен вопрос о значениях и пределах варьирования суммарного размера AgЯОР 
хромосом в опухолевых клетках in vitro.  

Множественная миелома — злокачественная опухоль, которая развивается в костном 
мозге. В процесс трансформации при ММ вовлекаются В-клетки на заключительных этапах их 
дифференцировки в плазматические клетки. По фенотипическим особенностям миеломные 
клетки подобны плазмобластам или долгоживущим плазматическим клеткам (18).  

Целью настоящей работы был анализ функционального состояния ЯОР хромосом в 
метафазе митоза клеток линий ММ человека, различающихся по степени дифференцировки и 
уровню плоидности клеток.                                                       

Материал и методы 
Работа выполнена на клетках линий ММ человека L363, Karpas 707, RPMI 8226 и U-266, 

кариотип и кариотипическая структура популяций которых исследованы нами ранее (19), и 



 31

клетках линии U1996, детальный анализ кариотипа которой не проводили. По степени 
дифференцировки клетки Karpas 707 и U266 подобны плазматическим клеткам (20, 21).  
Клетки линий  L363, RPMI 8226 и U1996 (22, 23, 24) представляют плазмобласты различной 
степени зрелости: от менее зрелых (U1996) до более зрелых (RPMI 8226). 

Клетки культивировали в среде RPMI 1640 (Биолот, Россия) с добавлением 10 % 
эмбриональной бычьей сыворотки (Gibco, США). Анализ функциональной активности ЯОР 
хромосом в метафазных клетках  проведен в период максимальной митотической активности 
— через 2 сут (L363, Karpas 707, RPMI 8226) и через 3 сут (U-266, U1996) после пересева 
культур.     

Приготовление препаратов метафазных хромосом проводили без предварительной 
инкубации клеток с колхицином. Известно, что митотические яды (колхицин, колцемид) 
блокируя клетки в метафазе митоза одновременно приводят  к увеличению доли клеток с 
ассоциациями (Ас) AgЯО хромосом (25).  Клетки обрабатывали гипотоническим раствором, 
содержащим 0.075 М KCl (Sigma, США) и 1%-ый цитрат натрия (Sigma, США) (1:1), в течение 
20–25 мин при комнатной температуре. Фиксацию клеток проводили смесью метанола и 
ледяной уксусной кислоты (3:1), с трехкратной сменой фиксатора. Суспензию клеток 
раскапывали на охлажденные влажные предметные стекла, препараты высушивали на 
воздухе или с помощью выжигания фиксатора. Селективное окрашивание ЯОР хромосом 
нитратом серебра (Sigma, США) выполняли по модифицированному методу (26).  

Активность ЯОР хромосом в клеточных линиях оценивали по числу, размеру и 
ассоциативной способности AgЯОР. Для каждой клеточной линии анализировали 100 
метафазных пластинок с модальным числом хромосом и числом хромосом, ограниченным 
интервалом изменчивости по числу хромосом (табл. 1) (19). В клетках линии U1996 модальное 
число хромосом и интервал изменчивости по числу хромосом определяли в метафазных 
пластинках, окрашенных нитратом серебра.  

Для определения функциональной активности рибосомных генов использовали метод 
визуальной оценки размеров AgЯОР в условных единицах (усл. ед.) (11,12). Размеры AgЯОР 
оценивали по интенсивности Ag-окрашивания: 0 – отсутствие окраски, 1 – слабая окраска 

(гранула серебра меньше ширины хроматиды, 2 – средняя окраска (гранула серебра 

примерно соответствует ширине хроматиды), 3 – сильная окраска (гранула серебра больше 

ширины хроматиды) (рис. 1).  
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Рис. 1. Оценка размеров AgЯОР хромосом, А — метафазная пластинка клетки линии L363, 

в которой размеры AgЯОР хромосом варьируют от 0 до 3 усл. ед. (указаны цифрами). 
Ассоциации AgЯО хромосом из одной клетки линий L363 (Б), RPMI 8226 (В) и U1996 (Г).  

 
В каждой метафазной пластинке подсчитывали суммарный размер AgЯОР (сумма в усл. ед. 
размеров индивидуальных AgЯОР) в соответствии с критерием суммарной функциональной 
активности ЯОР хромосом (10) и затем  определяли его среднее значение для 100 
метафазных пластинок отдельной клеточной линии. Кроме того, определяли долю метафаз с 
ассоциациями AgЯОР хромосом (ассоциативный индекс, АИ). Критерием ассоциации ЯО 
хромосом являлось наличие между AgЯОР аргентофильного материала (рис. 1)  
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 Рис. 2. Ядрышкообразующие хромосомы клеточных линий  L363, Karpas 707, U-266, RPMI 
8226 и  U1996; А, В, Д, Ж, И, Л — окрашивание нитратом серебра (Ag-окрашивание); Б, Г, Е, З, 
К — представлены ЯО хромосомы, окрашенные на G-диски из работы (19). Стрелками 
указаны структурно перестроенные хромосомы. Обозначения аномальных хромосом 
приведены в соответствии с Международной номенклатурой хромосом человека (27). 

а  — представлены нормальные и структурно перестроенные хромосомы группы D,  
б — представлены нормальные и структурно перестроенные хромосомы группы G. 
 
Анализ функционального состояния ЯОР хромосом клеточных линий выполнен без 

идентификации ЯО хромосом. Установить принадлежность отдельных AgЯО хромосом к 
группе  D или G в кариотипах клеток разных линий можно при сопоставлении с хромосомами, 
окрашенными на G-диски (рис. 2).  

Препараты анализировали под световым  микроскопом Jenaval (Carl Zeiss, Германия) при 
увеличении об. 100x1.25, ок. 12.5x. Изображения хромосом получали с помощью микроскопа 
Axioskop (Carl Zeiss, Германия), оснащенного цифровой видеокамерой DFC 360 и 
стандартным программным обеспечением. Объектив PlanNeofluar 100x/1,3. Статистическую 
обработку данных  проводили с помощью программы «STATGRAPHICS» (Statgraphics Plus, 
Version 5.0). Достоверность различий сравниваемых средних значений оценивали, используя 
критерий Стьюдента при P<0.05. 

Результаты 
Анализ метафазных пластинок, окрашенных нитратом серебра, выявил различия между 

клетками 5-ти исследованных линий по числу, составу, размеру и ассоциативной способности 
AgЯОР хромосом (рис. 2; табл.1, 2, 3).  

В клетках L363 и Karpas 707 с околодиплоидным  числом хромосом из 10 ЯО хромосом 8 и 
7, соответственно, являлись  Ag-положительными (рис. 2, А—Е).  В гиподиплоидных клетках 
U-266 обнаружены только 4 AgЯО хромосомы (рис. 2, Ж). Однако в проведенных нами ранее 
исследованиях (флуоресцентная гибридизация ДНК хромосом in situ с рДНК зондом, FISH-
гибридизация) гибридизационный сигнал был выявлен на всех 8-ми акроцентрических 
хромосомах кариотипа клеток U-266 (28). Таким образом, сравнительный анализ результатов 
Ag-окрашивания и FISH-гибридизации показал, что в клетках U-266 ЯОР хромосом 14, der(15), 
21 и der(22) (рис. 2) содержат кластеры неактивных рибосомных генов. 

В гипотриплоидном кариотипе клеток RPMI 8226 обнаружены 12 AgЯО хромосом (рис. 2, 
И). Десять из этих хромосом представлены 8-ю структурно неизмененными ЯО хромосомами 
13, 15, 21 и 22 пар и двумя копиями структурно перестроенной хромосомы der(14)t(1;14). 

 



36 
 
Кроме того, в составе хромосомы add(11), присутствующей в кариотипе в двух копиях, 
локализовано по одному AgЯОР неизвестного происхождения  (рис. 2, К).  

В гипертриплоидных клетках  U1996 число хромосом варьировало от 70 до 74, модальный 
класс (78 %)  клеток содержал 71 хромосому. При этом число (14) и состав AgЯО хромосом не 
изменялись (рис. 2, Л). Судя по морфологии и размерам большинство из AgЯО хромосом 
составляли структурно измененные хромосомы групп D и G. AgЯО хромосомы с 
перестройками коротких плеч акроцентрических хромосом были отнесены к маркерам (mar1, 
mar2, mar3).  

Цитогенетический анализ клеточной линии L363 (19) выявил в популяции клетки с двумя 
основными структурными вариантами кариотипа — СВК I и СВК II, различающимися 
перестройками хромосом 5 и 14. Характер серебрения (а именно размер AgЯОР) аномальной 
хромосомы 14 в клетках с СВК I и СВК II подтверждает, что структурным перестройкам 
подвергается одна и та же хромосома 14 (рис. 2, А—Г). Поскольку различий в размерах 
AgЯОР индивидуальных хромосом между этими СВК не наблюдали, кариотипическая 
гетерогенность клеточной популяции L363 при анализе функционального состояния ЯОР 
хромосом во внимание не принималась.  

Все исследованные клеточные линии характеризовались стабильным числом AgЯО 
хромосом, поэтому в каждой линии функциональный статус AgЯОР оценивали среди 100 
метафазных пластинок с числом AgЯО хромосом соответственно 8 (L363), 7 (Karpas 707), 4 
(U-266), 12 (RPMI 8226) и 14 (U1996).   

Размеры AgЯОР индивидуальных хромосом варьировали от 0 до 3 усл. ед. Наибольший 
размер (3 усл. ед.) имели структурно перестроенная хромосома 14 в клетках L363 и U-266 и 
mar1 в клетках U1996. Наиболее низкую функциональную активность (около 1 усл. ед.) 
проявляли ЯОР хромосом клеток Karpas 707. В клеточных линиях RPMI 8226 и U1996 (за 
исключением mar1) размеры AgЯОР хромосом составляли 1 — 2 усл. ед. При подсчете 
суммарного размера AgЯОР хромосом (табл. 1) оказалось, что клеточные линии ММ 
существенно различаются как по его среднему значению (P<0.01), так и отдельно по средним 
размерам AgЯОР хромосом групп D (P<0.01) и G (P<0.01), за исключением  AgЯО хромосом 
группы G клеток RPMI 8226 и U1996, (P>0.05). Наибольший средний суммарный размер 
AgЯОР хромосом (24.82±0.09) обнаружен в клетках U1996, а наименьший (7.19±0.03) — в 
клетках U-266 (табл. 1). В то же время, в расчете на одну AgЯО хромосому (табл. 2), различия 
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в среднем размере AgЯОР между клеточными линиями U-266 и U1996 были небольшими, но 
достоверными: 1.80±0.01 (U-266) и 1.77±0.01 (U1996), P<0.05.  

Функциональный полиморфизм ЯОР хромосом клеток миеломных линий проявлялся и в 
ассоциативной способности AgЯОР. Так, в клетках Karpas 707 не было выявлено ассоциаций 
(Ас) AgЯО хромосом. В клетках U-266 Ас AgЯО хромосом отмечены в 3 % 
проанализированных метафазных пластинок, причем в каждом случае в одной Ас 
участвовали хромосомы add(14) и 21, размер AgЯОР которых составлял 3 и 2 усл. ед., 
соответственно. 

Таблица 1. 
Активность ЯОР метафазных хромосом в клеточных линиях множественной миеломы 

Суммарный размер AgЯОР хромосом Клеточная 
линияа группа D 

M±SE 
группа G 

M±SE 
маркеры 

mar 
M±SE 

D+G+mar 
M±SE 

L363 
47(45–48) <2n> 

10.94±0.05 
nб=5 

4.13±0.03 
n=3 

—в 15.07±0.06 
n=8 

Karpas 707 
45(43–46) <2n> 

4.51±0.02 
n=4 

3.42±0.02 
n=3 

— 7.93±0.02 
n=7 

U-266 
44(43–45) <2n> 

3.08±0.02 
n=1 

3.13±0.03 
n=2 

0.98±0.01 
n=1 

7.19±0.03 
n=4 

RPMI 8226 
67(65–68) <3n> 

6.22±0.04 
n=5 

6.11±0.03 
n=5 

3.90±0.04 
n=2 

16.23±0.07 
n=12 

U-1996 
71(70–74) <3n> 

12.14±0.06 
n=7 

6.12±0.15 
n=4 

6.56±0.05 
n=3 

24.82±0.09 
n=14 

 
В таблице приведены средние значения (М) и стандартные ошибки средних (SE). 
а— модальное число хромосом и пределы изменчивости по числу хромосом  представлены 

в соответствии с  Международной номенклатурой хромосом человека (27).  
б — число AgЯО хромосом в группе (D, G, маркеры).  

       в — в кариотипе отсутствуют маркерные AgЯО хромосомы.                     
                                                                                                                          

Таблица 2. 
Сопоставление среднего размера AgЯОР (на одну AgЯО хромосому) и ассоциативного 

индекса в клеточных линиях множественной миеломы 
 

Клеточная линия Средний размер AgЯОР (на одну 
AgЯО хромосому), 

усл. ед 

Ассоциативный индекс, 
% 

L363 1.89±0.01 37.00±4.83 
Karpas 707 1.133±0.003 0.00±0.90 

U-266 1.80±0.01 3.00±1.71 
RPMI 8226 1.35±0.01 31.00±4.63 

U1996 1.77±0.01 41.00±4.92 
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Наиболее высокий ассоциативный индекс (АИ) обнаружен в клеточных линиях L363 (37 
%), RPMI 8226 (31 %) и U1996 (41 %), поэтому анализ ассоциативной активности AgЯО 
хромосом проведен для клеток этих линий (табл. 3). Результаты анализа показали, что из 800 
(L363), 1200 (RPMI 8226) и 1400 (U1996) AgЯО хромосом  лишь 11.25 % (90 из 800), 6.33 % (76 
из 1200) и 8.79 % (123 из 1400) соответственно, проявляли ассоциативную способность. 
Различия в среднем числе Ас AgЯО хромосом и среднем числе Ас на клетку, содержащую Ас, 
выявлены только между клеточными линиями  RPMI 8226 и U1996 (P<0.05). В одной Ас 
преимущественно участвовали две AgЯО хромосомы (табл. 3).  

                                                                                                                                   Таблица 3. 
Ассоциативная активность AgЯО хромосом в клеточных линиях L363, RPMI8226 и U1996 

 
Клеточные линии Показатели а 

L363 RPMI 8226 U1996 
Ассоциативный индекс, % 37.00±4.83 31.00±4.63 41.00±4.92 

Среднее число Ас AgЯО 
хромосом 

0.44±0.06 0.35±0.06 0.59±0.08* 

Среднее число Ас на 
клетку, содержащую Ас 

1.19±0.07 1.13±0.06 1.44±0.11* 

Среднее число AgЯО 
хромосом, участвующих в 

одной Ас 

2.05±0.03 2.17±0.08 
 

2.09±0.04 

а — значения получены при анализе 100 метафазных пластинок для каждой клеточной  
    линии, 

* — различия выявлены между клеточными линиями RPMI8226 и U1996, P<0.05. 

 
Несмотря на то, что клеточные линии L363, RPMI 8226 и U1996 мало отличались между 

собой по ассоциативной способности AgЯО хромосом, разное число и состав  AgЯО хромосом  
в клетках этих линий позволяют проанализировать  зависимость частоты вовлечения в Ас 
AgЯО хромосом  от размера их AgЯОР.  

    Свидетельством того, что размер AgЯОР является не единственным фактором, 
обусловливающим его участие в Ас, является сопоставление среднего размера AgЯОР (на 
одну AgЯО хромосому) и АИ клеточных линий (табл. 2).  
По меньшей мере два фактора могут обусловливать вовлечение AgЯО хромосом в Ас: 

размер AgЯОР и доля AgЯО хромосом с соответствующим размером AgЯОР от числа всех 
AgЯО хромосом в кариотипе клеток. Для того, чтобы исключить влияние доли AgЯО хромосом  
с определенным (1, 2, 3 усл. ед.) размером  AgЯОР на частоту их участия  в Ас, определяли 
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относительную частоту. Относительный показатель представлял собой отношение частоты 
вовлечения AgЯО хромосом в Ас к доле AgЯО хромосом с соответствующим размером 
AgЯОР от числа серебрящихся хромосом в кариотипе.  
В целом, сопоставление относительных частот вовлечения в Ас AgЯО хромосом с разным 

размером AgЯОР показало, что размер AgЯОР в значительной степени определяет участие 
AgЯО хромосом в Ас. При этом частота  вовлечения в Ас AgЯО хромосом со структурными 
перестройками коротких плеч снижена по сравнению с AgЯО хромосомами с тем же размером 
AgЯОР, но без аномалий коротких плеч. Вместе с тем, особенности ассоциативного 
поведения AgЯО хромосом в каждой клеточной линии свидетельствуют, что ряд других 
факторов: число AgЯО хромосом в кариотипе, принадлежность их к группе D или G, 
структурные перестройки с участием AgЯОР и возможно комбинация AgЯО хромосом с 
разной транскрипционной активностью ЯОР могут влиять на их ассоциативную способность 
(табл. 4).   

Таблица 4. 
Вовлечение в ассоциации AgЯО хромосом с определенным размером AgЯОР в клеточных 

линях L363, RPMI8226 и U1996 
 

 

Частота Аса, % Размеры 
AgЯОР 

хромосом 
в Ас, 
усл. ед 

L363 RPMI8226 
 

U1996 

1/1 0.00±2.00 31.71±7.27 7.81±3.35 
1/2 6.52±3.64 63.41±7.52 42.19±6.17 
1/3 2.17±2.15 —б 7.81±3.35 
2/2 56.52±7.31 4.88±3.37 35.94±6.00 
2/3 34.78±7.02 — 6.25±3.03 

   а  — значения определяли от общего числа контактов между AgЯОР двух AgЯО хромосом     
         (независимо от числа AgЯО хромосом, вовлеченных в Ас) в 100 метафазных пластинках    
         каждой линии. Общее число контактов составляло: 46 (L363), 41 (RPMI 8226), 64 (U1996).  
   б  — в кариотипе отсутствуют AgЯОР  с размером  3 усл. ед. 

                                                     
Обсуждение 

   Сопоставление значений среднего суммарного размера AgЯОР хромосом  в клеточных 
линиях ММ человека и ФГА-стимулированных лимфоцитах здоровых индивидов (13) показал, 
что, если средний суммарный размер AgЯОР хромосом клеток L363 и RPMI 8226 находится в 
пределах этого показателя для здоровых лиц, в клетках U1996 — превышает его верхнюю 
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границу, то в клетках Karpas 707 и U-266 — почти вдвое меньше нижней границы этого 
параметра в норме. При этом клетки RPMI 8226 и U1996 имеют околотриплоидный кариотип 
и, в расчете на диплоидный уровень, средний суммарный размер AgЯОР хромосом клеток 
U1996 (24.82/1.5=16.55 усл. ед.) попадает в пределы значений, характерных для нормы, а 
клеток RPMI 8226 (16.23/1.5=10.82 усл. ед.) выходит за нижнюю границу.  
Таким образом, средний суммарный размер AgЯОР хромосом в клеточных линиях ММ 
варьирует в больших пределах и может отличаться от значений этого показателя в норме. 
Несмотря на выявленные между клеточными линиями ММ различия в суммарном размере 
AgЯОР хромосом, применение метода оценки геномной дозы активных рибосомных генов (29) 
позволяет рассматривать изученную группу линий ММ как клеточные линии с низкой 
копийностью активных рибосомных генов. 

Результаты настоящей работы, свидетельствующие о низкой функциональной активности 
ЯОР хромосом клеток линий ММ, как по суммарному размеру AgЯОР, так и по их 
ассоциативной способности, хорошо согласуются с результатами исследований костного 
мозга больных хроническим миелолейкозом и различными вариантами острого лейкоза (30). В 
клетках костного мозга как здоровых доноров, так и больных лейкозами число AgЯО 
хромосом, интенсивность их серебрения и способность вступать в Ас варьируют и ниже по 
сравнению с ФГА-стимулированными лимфоцитами тех же индивидов. По мнению авторов 
цитируемой работы (30) гетерогенность клеток костного мозга по числу AgЯО хромосом и их 
ассоциативной способности обусловлена разной степенью дифференцировки вступающих в 
митоз кроветворных элементов (бласты, клетки эритроидного и миелоидного ряда на разных 
этапах созревания).  

Очевидно, что различия в показателях функциональной активности ЯОР хромосом, 
обнаруженные между клетками линий ММ в настоящей работе, также можно объяснить 
уровнем дифференцировки клеток: более дифференцированные плазматические клетки U266 
имели наименьшее число и средний суммарный размер AgЯОР, в то время как менее 
дифференцированные плазмобласты U1996, соответственно, наибольшее. Также в 
соответствии  со степенью зрелости клеток — от менее к более дифференцированным (при 
приведении к диплоидному уровню) распределялся средний суммарный размер AgЯОР 
хромосом клеток L363, RPMI 8226 и Karpas 707. 
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В настоящее время в литературе отсутствуют сведения о характере изменения активности 
рибосомных генов в ЯОР отдельных акроцентрических хромосом в процессе 
дифференцировки клеток разных тканей, как в норме, так и при опухолевой трансформации. 
По-видимому, сопряжение событий молекулярного патогенеза ММ и активации транскрипции 
рДНК приводит к формированию опухолеспецифичного функционального статуса ЯОР 
хромосом, который, как и другие особенности генома миеломных клеток, поддерживается в 
условиях их существования in vitro.  

В заключение следует подчеркнуть, что культивируемые клетки человека, включая 
клеточные линии, полученные из разных типов опухолей, линии эмбриональных и 
мезенхимных стволовых клеток, являются незаменимой модельной системой для  
дальнейших исследований роли активности рибосомных генов в процессах 
дифференцировки, пролиферации, опухолевой трансформации и при длительном  
существовании клеток в условиях in vitro.   

Авторы выражают глубокую благодарность к.б.н. Г.И. Штейну (Институт цитологии РАН) за 
ценные рекомендации при анализе полученных результатов и А.А. Яковлевой за помощь в 
подготовке рисунков статьи. 
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С целью изучения влияния наночастиц на морфофункциональные характеристики клеток 

проведено тестирование водных суспензий наночастиц CuO и Fe2O3 на диплоидные 
клеточные культуры фибробластов эмбриона кур, клеток тестикулов ягнят, фибробластов 
эмбриона человека (ФЭЧ-Т) и перевиваемые культуры клеток человека (A549) и животных 
(ВНК-21, Vero). Показано различное токсическое воздействие исследуемых препаратов на 
клетки. С помощью МТТ-теста выявлено снижение жизнеспособности клеток в процессе их 
инкубации с изучаемыми препаратами. Наибольшая цитотоксичность через 48 ч инкубации 
выявлена у наночастиц окисла меди, наименьшая – у наночастиц окисла железа. 
Наночастицы CuO в водной суспензии вызывали значительную гибель клеток в 
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концентрациях вплоть до 1 мкг/мл, тогда как образец Fe2O3 - в концентрациях 500-125 мкг/мл, 
что может свидетельствовать о зависимости степени воздействия тестируемых наночастиц на 
клетки от физико-химических свойств препаратов. С помощью трансмиссионной электронной 
микроскопии обнаружены изменения морфологии культивируемых фибробластов эмбриона 
человека при их инкубации в течение 48 ч с наночастицами Fe2O3  в концентрации 100 мкг/л.  

Изучено влияние тестируемых препаратов в субтоксических концентрациях на параметры 
иммунитета. Отмечено, что наночастицы CuO подавляли в клетках ФЭЧ-Т экспрессию гена 

ИФН-λ3 и способствовали активации транскрипции ИЛ-2, ИЛ-6, ИЛ-18, ФНО-α. Наночастицы 

Fe2O3 активировали экспрессию генов ИФН-γ, ИЛ-2, а также ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-10 и ФНО-α. Т.о. 

показана потенциальная возможность использования препаратов на основе наночастиц 
окислов металлов для коррекции иммунопатологических состояний при ряде патологий.  

Ключевые слова: наночастицы, окислы железа, меди, жизнеспособность клеток, 
электронная микроскопия, цитокины. 

 
 Внедрение нанотехнологии во многие сферы деятельности человека, в том числе в 

медицинскую и биологическую практику, ставит человечество перед новыми проблемами. 
Выяснение характера воздействия наноматериалов и наночастиц на здоровье и среду 
обитания человека является непростой задачей. Токсичность наночастиц для живых систем  
зависит от многих факторов (1, 2). Среди различных способов оценки безопасности 
наночастиц существенную роль играют методы, основанные на использовании культур клеток. 
Накоплен материал по изучению влияния наночастиц металлов на культивированные клетки и 
их ДНК (3, 4 ,5). Однако, вопрос о влиянии наночастиц металлов на культивируемые клетки 
изучен недостаточно, полученные данные неоднозначны. Есть сведения об отсутствии 
цитотоксичности наночастиц in vitro, а также об их взаимодействии с компонентами 
культуральной среды  (6, 7, 8). Вопрос требует дальнейшего изучения. Представляет интерес 
накопление методического опыта тестирования наночастиц на различных видах клеток, что 
позволит установить порог допустимых доз вводимых наночасти в условиях организма. Цель 
данной работы – получить информацию о влиянии водных суспензий наночастиц окислов 
металлов CuO и Fe2O3 на морфофункциональные характеристики культивируемых клеток 
человека и животных.  

 

 



45 
 

Материал и методы 
Препараты наночастиц.  

 - CuO; ( Los Alamos, NM, USA), < 50 нм;  
 - Fe2O3 (alpha); (Los Alamos, NM, USA), 20-50 нм, 50 м2 г-1 . 
 Наночастицы были автоклавированы при 1 атм.,120º С в течение 30 мин и из них были 

приготовлены водные суспензии на 3-х дистиллированной воде в исходной концентрации 1 
мг/мл. Для экспериментов с клетками препараты наночастиц оксидов меди и железа 
использовали в концентрациях от 500 до 0.25 мкг/мл.  

Культуры клеток и питательные среды.  
 Для экспериментов из Коллекции культур клеток Института вирусологии им. Д.И. 

Ивановского были выбраны диплоидные клеточные культуры фибробластов эмбриона кур 
(ФЭК), клетки тестикулов ягнят (ТЯ), фибробластов эмбриона человека (ФЭЧ-Т), 
перевиваемые клеточные культуры карциномы легкого человека (А549) и перевиваемые 
клеточные культуры животных: клетки почки сирийского хомячка (ВНК-21) и клетки почки 
зеленой мартышки (Vero).  

 Для культивирования клеток использовали стандартные питательные среды производства 
Московского института полиомиелита и вирусных энцефалитов им. М.П. Чумакова с 10% 
эмбриональной телячьей сывороткой (ЭТС) фирмы «ПанЭко». Клетки рассевали на 96-
луночную панель фирмы «Costar» (США) в концентрации 200 тыс. кл./мл в каждую лунку в 
объёме 100 мкл культуральной среды с 10% ЭТС и инкубировали в СО2- термостате при 37°С. 
Через 24 ч после посадки клеток перед внесением препаратов инкубационную среду меняли, 
добавляя в нее по100 мкл среды с 1 % ЭТС в лунку.  

 Изучаемый препарат в исходной концентрации 1мг/мл раститровывали в  разведениях от 
1/2 до 1/4096, что соответствовало концентрациям от 500 до 0,25 мкг/мл, и инкубировали с 
клетками в течение 24 и 48 ч в СО2-термостате при 37º С. Эксперименты выполняли с тремя 
повторами. Контролем служили интактные клетки, культивируемые параллельно с опытными.  

Оценка жизнеспособности клеток с помощью МТТ-метода. 
 Для оценки цитотоксического действия наночастиц применяли МТТ– тестирование (9, 10). 

Жизнеспособность клеток оценивали по интенсивности окраски раствора синего формазана, 
измеряя его оптическую плотность при длине волны 545 нм на спектрофотометре 
Immunochem 2100 (США). Долю жизнеспособных клеток рассчитывали как отношение 
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оптической плотности раствора формазана в опытных и контрольных образцах в процентах   
(5). Статистическую обработку результатов проводили с использованием программного 
обеспечения Microsoft Excel, «Statistica 6,0». Достоверность различия средних величин 
устанавливали с помощью t-критерия Стьюдента при Р<0,05. 

Трансмиссионная электронная микроскопия. 
 Изучение влияния препаратов наночастиц на морфологию культивируемых клеток ФЭЧ-Т 

после их инкубации с препаратами в течение 48 ч проводили с помощью  трансмиссионной 
электронной микроскопии. Использовали общепринятую методику фиксирования материала в 
2,5%-ном глютаральдегиде и 1%-ном водном растворе OsO4, обезвоживания, пропитки и 
заливки в эпоксидную смолу. Ультратонкие срезы контрастировали уранилацетатом и 
цитратом свинца. Полученные контрольные и опытные препараты изучали под электронным 
микроскопом JEOL 100XC с ускоряющим напряжением 80 кВ. 

Изучение уровня транскрипции цитокинов. 
 Для исследования возможных механизмов воздействия препаратов наночастиц окислов 

железа и меди на показатели иммунитета было проведено исследование синтеза цитокинов 
на уровне их транскрипции in vitro в клеточной культуре ФЭЧ-Т через 48 ч после введения 
препаратов. Клетки помещали в 24-х луночные панели в посевной дозе 100 тыс.кл/мл, 
инкубировали 24 ч до образования монослоя, и затем после смены среды в лунки вносились 
препараты наночастиц CuO в концентрации  0.25 мкг/мл и 0.1 мкг/мл и Fe2O3 в концентрации 
32.25 мкг/мл и 1 мкг/мл. Экспрессия генов интерлейкинов (ИЛ)-1β, ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-

10, ИЛ-12, ИЛ-17, ИЛ-18, фактора некроза опухолей (ФНО)-α, интерферонов (ИФН)-α, ИФН-β, 

ИФН-α, ИФН-λ1, ИФН-λ2, ИФН-λ3 оценивалась по активности их мРНК. Определение 

активности мРНК цитокинов в клетках проводили с использованием методов обратной 
транскрипции и полимеразной цепной реакции (ОТ-ПЦР). В качестве положительного 
контроля использовали β-актин. Регистрацию результатов ПЦР осуществляли с помощью 
электрофореза в 2,5%-ном агарозном геле, окрашенном бромистым этидием. Для 
идентификации нуклеотидных последовательностей использовали маркер для электрофореза 
фирмы Ргоmegа (G 1758) (11-14). 

Результаты и обсуждение 
Проведенное нами ранее тестирование изучаемых наночастиц окислов металлов в виде 

суспензий на культуральной среде 199 на двух линиях клеток выявило, что оба препарата 
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вызывали цитотоксическое воздействием на пролиферацию клеток, приводили к уменьшению 
количества клеток, увеличению их объема и диаметра, причем наиболее токсичными были  
наночастицы оксида меди (15, 16).  

В данной работе мы сравнили действие водных суспензий изучаемых наночастиц на 
различных клеточных культурах, как диплоидных, так и перевиваемых. В таблице 1 
приведены экспериментальные данные цитотоксического действия препаратов наночастиц 
окислов меди и железа на различные виды клеток. Приведенные данные позволяют сделать 
вывод, что в концентрации 1 мкг/мл  наночастицы  оксида меди более токсичны, чем  
наночастицы окисла железа в той же концентрации. Образец CuO в водной суспензии 
вызывал значительную гибель клеток в концентрациях вплоть до 1 мкг/мл, тогда как образец 
Fe2O3– лишь до концентрации 125-500 мкг/мл. При этом наибольшее токсическое воздействие 
наночастицы оксида меди в концентрациях 1-8 мкг/мл оказывали на эмбриональные клетки и 
клетки тестикулов, что может свидетельствовать о потенциальной токсичности данных 
наночастиц для зародышей и половых клеток организма.  

Эти результаты совпадают с аналогичными данными по тестированию нами препаратов 
данных наночастиц, приготовленных на культуральной среде 199 (14, 15), и согласуются с 
данными, полученными другими исследователями (3, 4, 5). Вместе с тем отметим, что в 
упомянутых работах тестирование проводили на других линиях клеток. В работе Брэйдих-
Столле с соавт. (3) изучали действие наночастиц на культивируемые сперматогонии мыши. В 
работе Бруннера с соавт. (4) исследовали действие наночастиц на культивируемые клетки 
мезотелиомы человека и фибробласты грызунов. В работе Вэй с соавт. (5) использовали 
клетки гепатомы человека (human hepatoma BEL-7402 cells).                                                                               

Первым этапом работы с использованием метода электронной микроскопии негативного 
контрастирования были исследованы суспензии наночастиц Fe2O3 в концентрации 100 мкг/мл.                     

На рис. 1 А  наночастицы Fe2O3 представлены несколькими видами частиц: в виде крупных 
треугольников, прямоугольников размером от 400-500 нм до 600 нм и в виде скоплений 
мелких частиц и зерен. 
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Таблица 1.  
Определение влияния препаратов наночастиц окислов металлов на 

жизнеспособность клеток с помощью МТТ-метода 
  Оптическая плотность  при длине волны   545 нм 
   

 Диплоидные культуры                             Перевиваемые культуры 
    ФЭК        Т.Я.     ФЭЧ-Т     Vero ВНК-21 А549 

Нано 
части 
цы   
мкг/мл 

CuO Fe2O3 CuO Fe2O3   CuO Fe2O3 CuO Fe2O3 CuO Fe2O3 CuO Fe2O3 

500 0 0 0 0.227 
±0.09 

0 0.127 
±0.02 

0 0.162 
±0.02 

0 0.618 
±0.1 

0 0 

250 0 0.155 
±0.04 
 

0 0.231 
±0.02 

0 0.186 
±0.02 

0 0.221 
±0.03 

0 1.019 
±0.2 

0 0.23 
±0.01 
 

125 0 0.187 
±0.01 

0 0.278 
±0.01 
 

0 0.215 
±0.03 
 

0 0.266 
±0.06 

0 1.087 
±0.2 

0 0.242 
±0.09 
 

62.5 
 

0 0.211 
±0.05 

0 0.302 
±0.06 

0 0.242 
±0.01 

0 0.331 
±0.06 

0.243 
±0.09 
 

1.15 
±0.09 

0 0.314 
±0.04 

31.25 0 0.213 
±0.06 

0.108 
±0.02 
 

0.313 
±0.03 

0 0.210 
±0.05 

0 0.366 
±0.05 

0.481 
±0.02 

1.19 
±0.07 

0 0.329 
±0.04 

15.625 
 

0 0.252 
±0.06 

0.144 
±0.04 
 

0.320 
±0.03 
 

0.1 
±0.0
1 
 

0.273 
±0.05 

0 0.332 
±0.06 

0.783 
±0.01 

1.263 
±0.15 

0.184 
±0.01 

0.348 
±0.03 

7.8125 0 0.250 
±0.02 

0.184 
±0.09 

0.310 
±0.01 
 

0.145 
±0.0
3 

0.247 
±0.02 
 

0.143 
±0.02 

0.358 
±0.07 

0.896 
±0.08 

1.276 
±0.07 
 

0.314 
±0.01 

0.345 
±0.01 

3.9063 0 0.258 
±0.03 
 

0.213 
±0.06 
 

0.314 
±0.01 

0.169 
±0.0
1 

0.235 
±0.03 
 

0.174 
±0.02 

0.350 
±0.03 

0.992 
±0.2 
 

1.226 
±0.07 

0. 344 
±0.02 

0.351 
±0.04 

1.9531 0.136 
±0.05 
 

0.260 
±0.03 

0.264 
±0.04 
 

0.311 
±0.01 

0.169 
±0.0
1 
 

0.258 
±0.01 
 

0.21 
±0.05 

0.414 
±0.03 

1.135 
±0.09 

1.245 
±0.06 

0.340 
±0.02 

0.345 
±0.01 

0.9766 0.194 
±0.06 

0.264 
±0.02 

0.269 
±0.03 

0.295 
±0.03 
 

0.17 
±0.0
1 

0.245 
±0.03 

0.276 
±0.02 

0.350 
±0.06 

1.177 
±0.2 

1.262 
±0.03 

0 342 
±0.02 

0.340 
±0.07 

0.4883 0.222 
±0.2 
 

0.260 
±00.2 

0.304 
±0.1 
 

0.300 
±0.02 
 

0.171 
±0.0
1 

0.274 
±0.02 
 

0.313 
±0.2 

0.386 
±0.07 

1.229 
±0.09 

1.262 
±0.02 

0 350 
±0.02 

0.342 
±0.02 

0.2441 0.242 
±0.2 
 

0.260 
±00.2 

0.300 
±0.02 

0.303 
±0.05 

0.228 
±0.0
6 
 

0.3 
±0.05 

0.320 
±0.02 

0.351 
±0.05 

1.243 
±0.2 
 

1.3 
±0.07 
 

0 346 
±0.02 

0.343 
±0.01 

Контр.
клетки 

0.248±0.07 0.258±0.09 
 

0.249±0.05 0.375±0.06 1.089±0.13 
 

0.333±0.06 
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А                                                                       Б 

Рис. 1 – Электронные микрофотографии. Увеличение 50000х. 
А – электронная микрофотография наночастиц Fe2O3. Метод негативного контрастирования. 
Видны крупные частицы размером 400 нм, мелкие - 50-70 нм; 
Б – ультратонкий срез клетки ФЭЧ-Т, сокультивированной с суспензией наночастиц Fe2O3. 
Скопление наночастиц Fe2O3 в вакуолях клетки. 

 
При исследовании клеток ФЭЧ-Т после культивирования с наночастицами Fe2O3 в 

концентрации 100 мкг/мл отдельные гранулы и скопление наночастиц размером 50-70 нм 
были обнаружены в различных частях цитоплазмы, в основном у поверхности плазматической 
мембраны клетки и во внутриклеточных вакуолях. Патологическое состояние плазматической 
мембраны характеризовалось процессом клазматоза. Ядра клеток были увеличены, но не 
содержали наночастиц. Наблюдалось расширение перинуклеарного пространства и 
многочисленные вакуоли в цитоплазме клеток (рис.1 Б). Аналогичные данные были получены 
Вэй с соавт. (5). 

 В исследованиях in vitro воздействия наночастиц металлов на особенности экспрессии 
генов цитокинов нами было показано, что в клетках ФЭЧ-Т под действием наночастиц CuO и 
Fe2O3 не происходило активации экспрессии генов ИФН-β, ИФН-λ1, ИФН-λ2, ИЛ-4, ИЛ-12, ИЛ-
17 а также не изменялась активность присутствующей мРНК ИЛ-8 (табл. 2, рис. 2). Отмечено, 
что наночастицы CuO в концентрации 0,25 мкг/мл подавляли экспрессию гена ИФН-λ3 (ИФН 

III-типа, сходный по антивирусным свойствам с ИФН-α) (17). При этом в данной концентрации 

этот препарат способствовал активации транскрипции ИЛ-18, продуцируемого в условиях 

организма моноцитами/макрофагами и участвующего в синтезе ИФН-α. При разведении 

препарата до 0,1 мкг/мл в клетках была отмечена активация экспрессии генов ИЛ-2, ИЛ-6, 

ФНО-α, в условиях организма являющихся показателями функциональной активности Th1 и 

Th17 (18).                                                                                                               
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Таблица 2. 
Изменение экспрессии генов цитокинов в клетках ФЭЧ-Т под действием 

наночастиц окислов металлов 
        Наличие (+) или (-) отсутствие мРНК цитокинов  

Препараты  ИФН-γ ИЛ-1β ИЛ-2 ИЛ-6 ИЛ-10 ИЛ-18 ФНО-α 
CuO 
0.25 мкг\мл 

- - - - - + - 

CuO  
0.1 мкг/мл 

- - + + - - + 

Fe2O3   
 30 мкг/мл 

- - - + - - - 

Fe2O3  
1 мкг/мл 

+ + + + + - + 

К.кл. 
 

- - - - - - - 

 

CuO 0.25 мкг/мл                                                  Fe2O3 30 мкг/мл 

           

 

CuO 0.1 мкг/мл                                                   Fe2O3 1 мкг/мл 

           

 

Контроль 

 

Рис. 2. Экспрессия генов цитокинов в клетках ФЭЧ-Т под действием  наночастиц окислов   
металлов. Фотография–гель документирования. 

 



51 
 

Показано, что наночастицы Fe2O3 в концентрации 1 мкг/мл активировали в клетках ИФН-α и 

ИЛ-2, обуславливающих у человека и животных клеточный иммунитет, а также ИЛ-1β, ИЛ-6, 

ИЛ-10 и ФНО-α. Следует отметить, что ИЛ-10 является антивоспалительным цитокином, 

участвующим в выработке антител и продуцируемых Treg лимфоцитами. Эти клетки в 
организме экспрессируют FOXP3 - транскрипционный фактор, регулирующий транскрипцию 
генов, ответственных за дифференцировку Т-клеток и экспрессию цитокинов и других 
факторов, участвующих в супрессии иммунного ответа. Для регуляции иммунного ответа Treg 

клетки выделяют цитокины ИФН-α, ИЛ-10, TGF-β, ИЛ-35. 

 Известно, что Т-хелперы (Th0) могут дифференцироваться в направлении Th17 под 
воздействием ИЛ-1β, ИЛ-6, TGFβ, ИЛ-23. Эти цитокины активируют экспрессию 

транскрипционного фактора ROR-α, выполняющего ключевую роль в реализации программы 

дифференцировки Th17. Эти клетки характеризуются экспрессией генов ИЛ-6, ФНО-α, ИЛ-17, 

ИЛ-22 и принимают участие в защите от внеклеточных патогенов и в регуляции 
противоопухолевого иммунитета. Доказано, что Th17 ассоциированы с различными 
аутоиммунными процессами и с аллергическими реакциями (19, 20, 21, 22). 

 В наших экспериментах показано, что наночастицы Fe2O3 активировали транскрипцию 

генов ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α, участвующих в синтезе ИЛ-17. При этом мРНК ИЛ-17 не 

экспрессировалась в клетках. Возможно, этот процесс происходил позднее срока наблюдения. 
Исходя из данных, полученных in vitro, можно предположить, что в субтоксических 
концентрациях наночастицы Fe2O3 в условиях организма будут способны активировать Th1, 
Th17 и Treg лимфоциты, тогда как наночастицы CuO в субтоксических концентрациях, 
вероятно, можно будет использовать для регуляции функции макрофагального звена 
иммунитета. Наши исследования являются первыми шагами, показывающими 
перспективность использования препаратов на основе наночастиц окислов железа и меди для 
коррекции различных иммунопатологических состояний. 
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В статье представлены результаты исследования морфофункциональных характеристик 

тканевых культур фрагментов слизистых бронхов, полученных при бронхоскопии больных 
хроническими заболеваниями бронхов и легких, а также культур тканей фрагментов почек 
урологических больных. Оценивалась площадь зоны роста тканей, число выросших клеток, 
митотическая активность, патологические митозы и число аномальных клеток. Полученные 
данные позволили уточнить диагнозы и прогнозы исхода хронических заболеваний  бронхов и 
легких и оценить репаративный потенциал клеток тканей почек, что имело значение при 
выборе тактики лечения больных.  
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Использование клеточных культур позволило установить активирующее влияние сыворотки 
крови больных алкоголизмом в 1-й месяц абстиненции на рост культивируемых фибробластов 
эмбриона человека. Полученные результаты согласуются с концептуальными 
представлениями о патогенезе алкоголизма и алкогольной эмбриопатии. 

Ключевые слова: тканевые и клеточные культуры, заболевания легких, бронхов, почек, 
диагностика, алкоголизм, алкогольные эмбриопатии. 

 
А. Использование тканевых культур для диагностики и прогнозирования 

хронических заболеваний бронхов и легких. 
Работы выполнялись в Межкафедральной лаборатории тканевых и клеточных культур 

Архангельского медицинского института и Архангельского филиала Института морфологии 
человека  АМН СССР. Основное направление работ было связано с изучением особенностей 
течения легочной патологии на Европейском Севере и разработкой новых методов 
диагностики и профилактики заболеваний (1). Внедрение методов культивирования клеток и 
тканей во врачебную практику не представляется возможным без активного участия врачей и  
сотрудников клиник. В этом направлении исследований было плодотворным наше  
сотрудничество с доцентом кафедры торакальной хирургии АГМИ В.П. Быковым, сотрудником 
Областной клиники Архангельска В.А. Брагиным, а также заведующим  кафедрой 
патологической анатомии АГМИ доцентом В.Я. Леонтьевым (2, 3, 4). 

Проведенные ранее исследования показали, что рост культур  тканей in vitro зависит от 
физиологического состояния донора ткани и от активности сыворотки крови донора, 
добавляемой в питательную среду. В настоящей работе были изучены особенности роста 
микрофрагментов тканей, полученных при бронхоскопии  больных с заболеваниями бронхов и 
легких. Для культивирования использовали среду 199 с 10% сыворотки крови больных - 
доноров ткани. После измельчения фрагменты ткани с помощью микропипетки размещали на 
поверхности двух миллипоровых  фильтров  диаметром 12 мм (СЫНПОР /7/), которые 
помещали в пробирки на границе жидкой и газовой фаз среды. Культивирование 
осуществляли в течение десяти дней при температуре 380 С. Для оценки  интенсивности 
роста тканей и клеточной патологии в зоне роста использовали 1/5 часть наиболее 
интенсивно растущих колоний клеток. В них оценивали площадь зоны роста, число выросших 
клеток, митотическую активность, патологические формы митозов и число аномальны клеток. 
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Аномальными считали клетки, имеющие полиплоидные ядра, площадь которых превышала 
700 мкм2, многоядерные клетки (имеющие 3 и более ядер), клетки с множественной 
вакуолизацией цитоплазмы и клетки с выраженной фрагментацией ядер. 

Зона роста тканей фрагментов слизистой бронхов состояла преимущественно из 
эпителиоподобных клеток. Средние размеры зон роста наиболее интенсивно растущих 
культур, характеристики митотической активности, морфологические особенности клеток мы 
сопоставляли с характером воспалительного процесса в бронхах и легких, оцениваемого по 
клиническим признаками и результатам патологогистологического исследования. При 
хроническом бронхите наблюдалось значительное усиление роста тканей слизистой бронхов 
по сравнению с небольшой группой больных, у которых изменения в бронхах были  выражены 
слабо. По мере нарастания тяжести заболевания отмечалась некоторая тенденция к 
усилению роста  ткани in vitro, увеличение числа аномальных клеток и снижение митотической 
активности. Наблюдалась определенная зависимость показателей роста тканей от степени 
воспаления. Наиболее интенсивный рост ткани наблюдался при второй степени воспаления у 
больных  хроническим гипертрофическим бронхитом. 

При сопоставлении интенсивности роста культур слизистой бронхов с патологией 
паренхимы легких было выявлено усиление роста культур у больных с острым абсцессом и 
гангреной. Наиболее низкие показатели роста культур отмечались при опухолевых заболева-
ниях паренхимы легких. Больше всего аномальных клеток в зоне роста культур было у 
больных с бронхоэктатической болезнью и больных с опухолями легких, а наиболее высокая 
митотическая активность - у больных с острой пневмонией. При этом была выявлена 
обратная корреляционная зависимость площади зоны  роста  культур от числа аномальных 
клеток и патологических митозов.  

Большое значение для оценки степени поражения культивируемой ткани имела оценка 
структурных особенностей зоны роста. Исследования показали, что по мере развития 
хронического бронхита (от простого катарального к хроническому атрофическому) происходит 
нарастание деструктивных явлений в зоне роста. В ней появляются полости, своеобразная 
тяжистость, участки уплотнения и разрежения, потоки фибробластов, очаги пораженных 
эпителиоподобных клеток и др. Причем, эти структурные особенности клеточной колонии 
также в значительной мере зависели от характера патологического процесса в бронхах. 
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На основании результатов морфологических исследований, а также статистического 
анализа показателей роста культур тканей слизистой бронхов при различных патологиях, 
нами были выделены следующие 3 группы заболеваний: 

1. У больных катаральным бронхитом в тканях слизистой бронхов in vitro наблюдается 
усиление роста клеточной колонии, ее размеры достигают 3,3-5,5 мм2. Число аномальных 
клеток не превышает 4,1 промилле. Зона роста состоит из мелких однородных клеток, 
имеющих высокую митотическую активность. Наблюдаются определенные структурные 
нарушения организации клеточной колонии, в частности, образуется валик уплотнения по 
периферии колонии. 

2. При гипертрофической форме бронхита отмечается значительный размер клеточной 
колонии - до 5,5-8,0 мм2, число аномальных клеток достигает 9 промилле и более.  
Наблюдаются значительные нарушения структурной организации клеточной колонии. При 
общем преобладании мелких, интенсивно делящихся эпителиоподобных  клеток в зоне роста 
появляется значительное число измененных клеток, образуются тяжистые структуры, участки 
многослойного роста клеток, по периферии колонии образуется окантовка крупными 
аномальными клетками. 

3. Для атрофического бронхита характерна выраженная декомпенсация репаративных 
возможностей тканей слизистой бронхов, которая сопровождается снижением роста культур. 
Площадь клеточной колонии составляет, как правило, менее 3,3 мм2. На фоне значительного 
числа аномальных клеток наблюдаются нарушения упорядоченности структуры зоны роста. В 
ней появляются свободные полости, большое число полиплоидных и многоядерных клеток, а 
также фибробластов. Происходит  снижение митотической активности клеток (5). 

На основании полученных результатов мы пришли к  общему заключению, что рост клеток 
ткани in vitro можно рассматривать как неспецифический показатель репродуктивной 
активности клеток и степени их повреждения при патологии. Таким образом, проведенные 
исследования показали, что использование тканевых культур для оценки характера 
патологического процесса, наряду с клиническими и патологогистологическими методами, 
позволяет уточнить диагностику заболеваний, дать оценку состояния клеток ткани и 
прогнозировать возможный исход заболеваний (6, 7). 
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Б. Некоторые особенности роста тканевых культур почек при урологических 
заболеваниях. 

Комплексный подход к количественной оценке показателей роста культур тканей слизистой 
бронхов и морфологического анализа клеток был использован нами и для оценки 
репаративной активности культивируемых клеток ткани почек урологических больных. 
Биопсии у больных брали в момент проведения операций (доцент А.А. Ошурков). Забор 
фрагментов ткани для изучения осуществляли из условно непораженных отделов 
почек. Сравнение интенсивности роста микрофрагментов ткани почек и цитологических 
показателей в зависимости от возраста и пола больных не выявило каких-либо существенных 
различий. Статистически достоверное увеличение показателей роста культур ткани почек 
было обнаружено в возрастной группе больных - 35-44 года, по сравнению с группами 
больных 45-54 лет и 55-65 лет. 

При сопоставлении особенностей роста культур ткани почек с клиническим диагнозом 
больного было установлено достоверное ускорение роста культур ткани от больных с 
воспалительными процессами в почках при пиелонефрите по сравнению с группой больных с 
опухолевыми заболеваниями. У  больных с диагнозом гидронефроз по сравнению с больными 
мочекаменной болезнью отмечалось лишь увеличение разброса  показателей роста культур. 
Однако анализ полученного материала затруднялся тем, что у больных с заболеваниями 
почек, как правило, имело место одновременное сочетание ряда патологических процессов: 
опухоли с пиелонефритом, мочекаменной болезни с пиелонефритом и гидронефрозом. 
Интенсивность роста культур возрастала в группе больных, имеющих осложнение – 
гидронефроз. Наиболее интенсивный рост культур отмечался в группе больных с диагнозом 
пиелит. 

Более четкие результаты были получены при сопоставлении показателей роста  
культивированных тканей с патологогистологическим диагнозом больных. Было установлено, 
что относительно слабый рост культур тканей наблюдался при опухолевых заболеваниях, в то 
время как при хроническом воспалении с признаками атрофии и, особенно, с признаками 
склероза имело место статистически достоверное увеличение показателей роста культур на 
38,0% и 51,1% соответственно. 

Культура ткани почки плода человека, состоящая в основном из эпителиоподобных клеток, 
по сравнению с тканью почки взрослого человека, отличалась интенсивным ростом и 
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однородной структурой зоны роста, в ней редко встречались клетки с полиплоидными ядрами 
и уплотнениями в виде многослойного роста. В культурах ткани почек урологических больных 
появлялись большие клетки с полиплоидными ядрами, размеры которых могли в 5-7 раз 
превышать размеры ядер обычных клеток. В зоне роста культур  часто встречались клетки с 
вакуолизированной цитоплазмой, могли образовываться свободные полости и длинные 
цитоплазматические "мостики" между отдельными клетками. На основании статистического 
анализа полученных данных мы, по аналогии с предыдущими исследованиями (пункт А), 
выделили значения параметров роста культур и цитологических показателей клеток зоны 
роста, характерных для различных заболеваний почек. При этом учитывались размеры зоны 
роста культур и доля аномальных клеток. Интенсивность роста культур и степень клеточной 
патологии, выявляемая в зоне роста, зависела как от выраженности воспалительной реакции, 

так и степени клеточной декомпенсации. С возрастом и при патологии происходило 

нарушение упорядоченности и однородности структуры клеточной колонии, изменение 
митотической активности, увеличение количества патологических клеток. Полученные 
результаты позволяют более точно оценить репаративный потенциал  клеток ткани почек при 
патологии, что может учитываться  врачом  при диагностике и лечении больных (8, 9). 

В. Оценка влияния сыворотки крови больных алкоголизмом на  рост первичных 
культур фибробластов эмбриона человека. 

Сыворотка крови человека содержит целый ряд веществ, как активирующих, так и 
угнетающих рост клеток. Кроме кейлонов и антикейлонов, влияние на рост тканей могут 
оказывать некоторые гормоны, биологически активные вещества, продукты метаболизма (9, 
10). Однако в настоящее время не представляется возможным четко идентифицировать 
биохимическими методами  суммарную активность всех этих веществ (11, 12). 

В связи с этим, мы предприняли попытку оценить возможности использования метода 
клеточных культур для оценки биологических свойств сыворотки крови больных 
алкоголизмом. В работе принимали участие  сотрудники кафедры наркологии АГМИ П.И. 
Сидоров, Н.С. Ишеков и Н.Л.Чуркин. Кровь была взята у 56 больных алкоголизмом (II стадия). 
Средний возраст больных - 39,4±1,2 года. Все больные находились на лечении в 
наркологическом стационаре. В качестве контроля использовали сыворотку 33 здоровых, не 
злоупотребляющих алкоголем лиц (средний возраст - 20±0,4 года). Испытуемую сыворотку 
вносили в питательную среду диплоидных культур фибробластов эмбриона человека. 
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Фибробласты выделяли общепринятым методом (13). Для этой цели использовали 
поверхностные ткани 7—8-недельных эмбрионов человека. Ткань обрабатывали трипсином. 
Культивирование проводили в 250 мл флаконах, используя 50 мл среды № 199 с 
добавлением 10% бычьей сыворотки и антибиотиков. Для изучения брались клетки на 3-м 
пассаже. После обработки монослоя клеток раствором версена и пипетирования в среде № 
199 без сыворотки взвесь клеток разводили этой же средой, доводя их содержание до 100 000 
клеток в 1 мл среды. В пенициллиновые флаконы разливали по 1,7 мл этой взвеси, после чего 
туда же вносили 0,3 мл испытуемой сыворотки больных алкоголизмом, что соответствовало 
ее 15% содержанию в среде. Для оценки свойств сыворотки больного использовалась одна 
проба. Флаконы с сывороткой больных алкоголизмом и контрольных лиц были зашифрованы, 
а очередность их обработки определялась таблицей случайных чисел, что обеспечивало не 
преднамеренный отбор проб. Культивирование клеток осуществляли на дне пенициллиновых 
флаконов в течение 4-х дней при температуре 37°С. 

Определение количества клеток, как до культивирования, так и после него, проводили с 
помощью автоматического счетчика микрочастиц типа Пикоскель/PSфирмы «Медикор» (ВНР). 
За период культивирования с сывороткой больных общее число клеток во флаконах 
увеличилось. Среднее число клеток в экспериментальных пробах с сывороткой крови  
больных алкоголизмом составило 494,1 ± 14,0 тыс., в контрольных пробах— 433±14,3 тыс. 
(Р<0,01).  

Была изучена корреляционная зависимость между некоторыми показателями крови 
больных (числом эритроцитов, лейкоцитов, СОЭ, содержанием билирубина) и влиянием 
сыворотки крови на репродуктивную активность фибробластов человека (РАФ). Обнаружена 
положительная корреляция между РАФ и количеством эритроцитов (г=0,2; P<0,01), обратная 
корреляционная зависимость между РАФ и показателями СОЭ (г = –0,38; P<0,01), а также 
между РАФ и днем абстиненции (г=–0,42; Р<0,005). Достоверной корреляционной зависимости 
между РАФ и количеством лейкоцитов (г= –0,15; Р> 0, 05), и между РАФ и  содержанием в 
крови билирубина (г= –0,16;P>0,05) выявлено не было. 

Результаты наблюдений показали, что у больных алкоголизмом по мере лечения 
наблюдалось снижение биологической активности сыворотки. При сопоставлении полученных 
данных с контрольной группой было обнаружено, что статистически достоверное повышение 
активности сохраняется до 29 дня абстиненции (Р < 0,01 ). 
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При дальнейшем исследовании патогенеза алкоголизма с помощью метода клеточных 
культур (77 больных) была обнаружена достаточно высокая обратная корреляционная за-
висимость между свойствами сыворотки больных и продолжительностью регулярного 
пьянства (r = –0,5). При этом терапия больных алкоголизмом тетурамом не влияла на 
биологические свойства сыворотки этих больных, в то время как использование нейролеп-
тиков приводило к достоверному снижению биологической  активности сыворотки крови этих 
больных. 

Полученные результаты позволили предположить, что высокая биологическая активность 
сыворотки крови больных алкоголизмом в первые дни абстиненции могла быть обусловлена 
множеством деструктивных катаболических процессов, происходящих в организме этих 
больных, вследствие чего сыворотка крови насыщалась продуктами диссимиляции. Не 
исключается и усиленная выработка веществ, активирующих рост клеток и тканей. Эти 
данные согласуются с концептуальными представлениями о патогенезе алкоголизма, в 
которых было показано, что при развернутой стадии алкоголизма у больных развивается 
выраженная компенсаторная гипертрофия в гепатолиенальной  и гепаторенальной системах 
(14, 15, 16, 17). 

Обнаруженная нами повышенная биологическая активность сыворотки крови больных 
алкоголизмом, видимо, обуславливается гуморальным компонентом общего защитно-
компенсаторного синдрома при этом заболевании. Высокую чувствительность фибробластов 
эмбрионов человека к изменению биологической активности сыворотки крови больных 
алкоголизмом в период абстиненции, возможно, следует учитывать в патогенезе алкогольной 
эмбриопатии. 

Полученные в настоящей работе данные свидетельствуют о том, что методика клеточных 
культур в комплексе с другими маркерами заболевания имеет определенную диагностическую 
ценность. Наш опыт показывает возможности использования методов тканевых и клеточных 
культур в клинической практике в качестве интегративного диагностического теста, 
позволяющего оценить репродуктивные свойства клеток  ткани и биологическую активность 
сыворотки крови при некоторых заболеваниях. 
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ВОЗМОЖНОСТИ МЕТОДА КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ТКАНЕЙ В 
ИССЛЕДОВАНИИ БИОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ СТВОЛОВЫХ 

ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ ГЛИОМ ГОЛОВНОГО 
МОЗГА 

В.М. Семенова, Д.М. Егорова, Л.П. Стайно 
ГУ «Институт нейрохирургии им. акад. А.П.Ромоданова НАМН Украины», Киев, 

 seveme22@rambler.ru 
 
В настоящем обзоре освещены современные представления о биологических свойствах 

стволовых опухолевых клеток в злокачественных глиомах головного мозга, их роли в 
гистогенезе этих опухолей и взаимоотношениях с нейральными стволовыми клетками 
нейрогенераторных зон головного мозга. Показаны возможности использования метода 
культивирования в изучении нейросферообразования – фундаментального свойства 
стволовых опухолевых клеток. Приведены методические подходы к получению нейросфер в 
условиях культивирования, а также способы идентификации стволовых опухолевых клеток в 
составе нейросфер. Представлены результаты количественной оценки активности 
нейросферообразования в культуре клеток злокачественных глиом, отражающие степень 
анаплазии исходных опухолей, позволяющие прогнозировать исходы заболеваний у 
нейроонкологических больных. Описаны перспективы практического использования 
культивируемых нейросфер с целью поиска антибластических препаратов с избирательным 
воздействием на стволовые опухолевые клетки глиом. 

Ключевые слова: стволовые опухолевые клетки, нейральные стволовые клетки, 
нейросферы, глиомы головного мозга, метод культивирования тканей. 

 
К настоящему времени накоплено большое количество данных, предполагающих, что 

злокачественные глиальные опухоли головного мозга формируются из популяции 
недифференцированных нейроклеток-прогениторов (1). В литературе эта популяция 
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самообновляющихся клеток с туморогенными свойствами определяется как стволовые 
опухолевые клетки (СОК), обладающие большим сходством с нейральными стволовыми 
клетками (НСК) нейрогенераторных зон нормального мозга (2, 3). Подобно НСК, СОК глиом 
способны к самовоспроизведению и экспрессии маркеров первичных нейронов и глиоцитов – 
астроцитов и олигодендроцитов (4, 5, 6). Однако, в отличие от нормальных НСК, СОК 
функционируют нерегулируемым образом и являются важным звеном в инициации, 
поддержании и прогрессировании первичного и продолженного роста глиом головного мозга. 
Установлено также, что содержание СОК в ткани глиом нарастает пропорционально 
повышению степени их злокачественности и сопровождается повышением уровней 
экспрессии иммуноцитохимических маркеров их стволовых свойств (4, 7, 8, 9). Общепризнано, 
что наличие СОК в различных типах опухолей, включая глиомы головного мозга, связано с 
неблагоприятным прогнозом заболевания (10, 11, 12, 13, 14). 

При  использовании методических подходов, принятых в исследованиях НСК нормального 
мозга для изучения СОК глиом, была установлена тесная взаимосвязь между нормальным 
нейрогенезом и туморогенезом. При этом идентификация СОК в ткани головного мозга 
обеспечивает получение важной информации, необходимой для дальнейшего исследования 
разносторонних аспектов туморогенности в ЦНС, а также для разработки оптимизированных 
методов лечения глиом, направленных на уничтожение СОК. Показано, что наличие 
популяции СОК в ткани злокачественных глиом обусловливает их клеточную гетерогенность, 
так как изменчивость морфофункциональных характеристик СОК со временем способствует 
накоплению в них генетических мутаций, что приводит развитию резистентности глиом к 
химиолучевой терапии (2, 15, 16, 17, 18). 

Идентификация СОК в клетках злокачественных глиом производится, в первую очередь, с 
помощью иммуноцитохимического выявления экспрессии нестина – маркера НСК (19, 20). В 
то же время, по наблюдениям Singh S.K. с соавт. (21), наличие экспрессии CD133+ в СОК 
злокачественных глиом является достаточным и необходимым условием для инициации 
опухолевого роста после трансплантации СОК в мозг иммунодефицитных мышей. 

Показано также, что экспрессия генов эмбриональных стволовых клеток в СОК 
глиобластом (ГБМ) – наиболее злокачественных глиом головного мозга – определяет их 
агрессивную туморогенность (22). По данным K. Mishima с соавт. (23), D. R. Larks с соавт. (24), 
R.H. Dahlrot с соавт. (25) экспрессия стволовых маркеров – подопланина (PDPN), CD133+ и 
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нестина в СОК злокачественных глиом может служить прогностическими факторами 
клинических исходов. В то же время рядом авторов признаки экспрессии стволовых маркеров 
в СОК не признаются прогностически значимыми (26, 27, 28). Таким образом, уточненная 
идентификация и клеточный генез СОК в глиомах головного мозга до сих пор остаются 
полностью невыясненными. Углубленное изучение биологии СОК в этих новообразованиях с 
помощью иммуноцитохимических и молекулярно-генетических методов исследования 
представляет важное направление на современном этапе. 

Важная роль в этих исследованиях принадлежит методу культивирования клеток, который 
позволяет выделять из ткани опухолей популяцию СОК, формирующих нейросферы, и 
отслеживать прижизненную динамику их роста. Как отмечают D.R. Larks с соавт. (24), 
возобновляемое формирование нейросфер (туморосфер) в культуре является 
фундаментальным свойством СОК, определяющим инициацию и рост опухолей в ткани 
головного мозга.  

Интересно отметить, что способность СОК в глиальных опухолях к 
нейросферообразованию была впервые открыта благодаря применению методики выделения 
НСК в условиях культивирования нервной ткани в бессывороточной среде с добавлением 
митогенов, основного фактора роста фибробластов и эпидермального фактора роста (29). 
Использование этой методики при культивировании опухолей мозга показало, что клетки ГБМ 
также могут формировать нейросферы (30). В последующем была установлена способность 
клеток нейросфер дифференцироваться в нейроны, астроциты и олигодендроциты, что 
позволило отнести их к СОК (31). Однако в отличие от клеток нейросфер, полученных из 
нормальной нервной ткани, клетки опухолевых нейросфер (туморосфер) имеют генетические 
нарушения, подвержены нерегулируемой пролиферации, а также индуцируют развитие 
инвазивной злокачественной глиомы при введении в мозг иммунодефицитных мышей. При 
этом активность роста опухоли коррелирует с активностью нейросферообразования в 
культуре (32).  

По современным представлениям принадлежность культивируемых клеток к СОК 
доказывается на основании следующих критериев: а) генерация кластеров клональных 
производных, формирующих нейросферы в культуре; б) самообновление и пролиферация 
опухолевых клеток; в) дифференцировка с воспроизведением фенотипа клеток исходной 
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опухоли; г) экспрессия иммуноцитохимических маркеров СОК в нейросфероподобных 
клеточных кластерах. 

Учитывая высокую информативность феномена нейросферообразования НСК и СОК в 
условиях культивирования, в исследованиях последних лет большое внимание уделяется 
разработке и усовершенствованию способов получения нейросфер из опухолевой ткани глиом 
с иммуногистохимической идентификацией их клеточного состава. 

Так, существенное влияние на эффективность и динамику нейросферообразования 
культивируемых СОК оказывает первоначальная плотность посева опухолевых клеток. 
Установлено, что при низкой клеточной плотности посева из образующихся микроагрегатов 
НСК в бессывороточной среде с наличием ростовых факторов формируются неадгезивные 
колониальные клеточные скопления – нейросферы (29). Показано, что клетки, изолированные 
из глиом детей и глиобластом взрослых пациентов, при низкой плотности посева в 
бессывороточных средах также способны формировать нейросферы с высокой способностью 
к пролиферации и самообновлению. Эти клетки могут проявлять потенции к мультилинейной 
дифференцировке в нейрональные и глиальные линии с образованием некоторого количества 
аномальных клеток со смешанным фенотипом (16). 

В отличие от этого при высокой плотности посева нейросферы могут агрегировать и 
слипаться между собой (33). Поэтому количественную оценку нейросферобразования в 
культуре следует считать достоверной лишь при первоначально низкой плотности посева 
опухолевых клеток. (<1x105 кл/мл) (34). Несмотря на эти ограничения, метод культивирования 
нейросфер считается высокоинформативным способом изучения биологии СОК 
злокачественных глиом. 

Нейросферы представляют гетерогенные агрегаты, происходящие от ранней 
прогениторной клетки или одной СОК. При диссоциации нейросфер клетки таких культур 
пригодны к серийному плейтингу, при котором часть клеток формирует вторичные или 
третичные нейросферы на протяжении многих пассажей. На моделях интрацеребральной 
трансплантации ксенографтов таких нейросфер доказано формирование инвазивных 
глиальных опухолей в мозге мышей (21). 

В опытах Qiang L. с соавт.  (35) установлено, что обработка сывороткой нейросфер, 
полученных в культуре ГБМ, ведет к астроглиальной дифференцировке части клеток. С 
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другой стороны, в ряде адгезивных линий ГБМ, культивированных на средах с содержанием 
сыворотки, также могут образовываться нейросферы. 

Gilbert C.A. с соавт. (36) традиционно выращивали в адгезивной культуре клетки ГБМ в 
присутствии сыворотки, при этом большинство формирующихся нейросфер проявляли 
туморогенные свойства. Однако часть этих культур, в отличие от исходных опухолей 
пациентов с ГБМ, не обладали инвазивными свойствами опухолевого роста при 
трансплантации в мозг иммунодефицитных мышей. При этом культивированные клетки 
нейросфер экспрессировали высокие уровни иммуноцитохимических маркеров 
дифференцировки, поэтому такие культуры, по мнению авторов, оказались непригодными для 
изучения биологии СОК. 

Показано, что клетки нейросфер, полученных при культивировании глиальных опухолей 
мозга в сывороточных средах, экспрессируют такие гены НСК, как Musashi-1 (Msi-1), Sox2, и 
Bmi-1 (37). Однако в бессывороточных питательных средах клетки нейросфер воспроизводят 
профиль генной экспрессии исходной опухоли более точно, чем в культурах с содержанием 
сыворотки (8). Таким образом, ключевым фактором при культивировании нейросфер является 
использование бессывороточных сред определенного состава, что обеспечивает 
пролиферацию СОК в составе нейросфер, поскольку лишь в этих условиях СОК 
воспроизводят популяцию клеток с генами, характерными для НСК, и имеют меньше 
генетических альтераций (36).  

Важно отметить, что при культивировании ряда экспериментальных глиальных клеточных 
линий индивидуальная вариабельность выхода СОК в разных линиях колеблется в пределах 
1-30%, что обусловлено их различной способностью формировать нейросферы. В этих 
экспериментах установлено также, что большинство клеток в составе нейросфер относятся к 
более дифференцированным транзиторно-амплифицированным клеткам (38). 

По наблюдениям Lee J.С. с соавт. (8) активность нейросферообразования и морфология 
нейросфер в бессывороточных питательных средах меняются со временем на протяжении 4 
месяцев культивирования. Gilbert C.A. с соавт. (36) наблюдали видоизменение структуры 
нейросфер на протяжении более 20 пассажей от плотных кластеров с почти индивидуально 
неразличимыми клетками до более рыхлых клеточных скоплений. 

По общему мнению, на воспроизводимость нейросферообразования СОК глиом в условиях 
культивирования оказывает влияние также время проведения диссоциации нейросфер. Так, 
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при более ранней их диссоциации доля нейросферо-инициирующих клеток увеличивается, а 
при более поздней диссоциации нейросфер повышается вероятность клеточной гибели. 

Среди методических приемов, оказывающих влияние на эффективность 
нейросферообразования СОК, большое значение придается также способам диссоциации 
нейросфер. Наиболее часто для получения суспензии отдельных клеток используется 
механическая диссоциация нейросфер при помощи пипетирования. Наряду с этим 
применяется также диссоциация нейросфер с помощью ряда ферментов. Однако 
использование, к примеру, протеаз, может вызывать повреждение поверхностных клеточных 
мембран и маркеров, в частности, СD133+, что приводит к недооценке количества СОК в 
клеточной суспензии и неэффективной их сортировке. Тем не менее, многие лаборатории 
успешно получают культуры нейросфер из ГБМ, используя ферментативную диссоциацию 
ткани опухоли при культивировании клеток в бессывороточной среде с добавлением ростовых 
факторов (8, 39, 24, 40, 41). 

Метод рН-диссоциации нейросфер является менее жестким по отношению к клеткам, чем 
традиционная механическая диссоциация, и не влияет на свойства СОК в культуре. Так, 
Gilbert C.A. с соавт. (36) применили короткую диссоциацию нейросфер в сильно щелочной 
среде при мягком пипетировании и благодаря этому обеспечили эффективное поддержание 
опухолевых нейросфер в культурах на протяжении многих пассажей. 

Изучение структуры нейросфер представляет определенные трудности. Так, наличие 
дифференцированных клеточных потомков и возникновение очажков некроза в нейросферах, 
образующихся в результате плотной клеточной упаковки, угнетает диффузию ростовых 
факторов к большинству клеток (42). 

Facchino S. с соавт. (43) показали, что очищенные CD133+ клетки ГБM головного мозга 
образуют нейросферы в культуре, а в присутствии индукторов дифференцировки могут 
дифференцироваться в глиальные клетки и нейроны. По мнению авторов, CD133+-клетки, 
выделенные из ГБМ, могут индуцировать очень агрессивные глиальные опухоли при 
трансплантации в мозг мышей в экспериментах in vivo. Такие опухоли резистентны к химио- и 
радиотерапии, и именно они ответственны за развитие опухоли и ее продолженный рост 
после традиционного хирургического лечения пациентов с ГБМ. 

Yi L. с соавт. (44) обнаружили, что нейросферы, полученные в культурах клеток из 
первичной ГБМ человека, а также из мышиной клеточной линии ГБМ (GL261-NS), при 
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введении в мозг сингенных мышей продемонстрировали повышенную туморогенность, 
образуя злокачественные глиомы в мозге этих животных. 

Показано также, что опухолевые клетки, полученные из образцов человеческих глиом, 
могут расти и как адгезивные культуры на обработанных ламинином субстратах в 
бессывороточной среде для культивирования нейросфер. Преимуществом адгезивных 
культур является равномерно эффективный доступ ко всем клеткам монослоя ростовых 
факторов, препятствующих дифференцировке и апоптозу. В адгезивных культурах глиом СОК 
менее гетерогенны в сравнении с культурой нейросфер и почти все клетки экспрессируют 
гены СОК - Sox2, Nestin, CD133+ и CD44+. Лишь некоторые из этих клеток экспрессируют 
маркеры дифференцировки. При внутримозговой инъекции иммунокомпетентным мышам 
лишь 100 клеток из адгезивных культур формировали инвазивные глиальные опухоли. В связи 
с этим считается, что адгезивные культуры СОК представляют превосходную систему для 
скрининга эффективности лекарств, т.к. они способны продуцировать адгезивные клеточные 
линии из всех оцениваемых глиом с хорошей клеточной жизнеспособностью (6). 

Pavon L.F. с соавт. (45) разработали оптимальный метод получения нейросфер из 
первичной культуры ГБМ человека с последующим отбором субпопуляции CD133+-клеток, 
формирующих субсферы, в клетках которых были идентифицированы маркеры GFAP, 
CD133+, nestin, Nanog, CD34+, Sox2, CD44+ та CD90+. Авторы установили, что нейросферы, 
полученные из первичной культуры ГБМ, содержат на 29% больше клеток, экспрессирующих 
CD133+ в сравнении с клетками из нативной опухоли. Это означает более высокую 
концентрацию CD133+-клеток в нейросферах, образующихся именно в первичной культуре 
ГБМ, в которых около 89% клеток экспрессируют CD133+ против 60% CD133+-клеток, 
полученных из нативной опухоли. 

В работе Li S.C. c соавт. (46) рассмотрен вопрос о признаках идентичности и отличий СОК 
и НСК из нейрорегенераторных регионов субвентрикулярных и гиппокампальных зон 
головного мозга. При этом особое внимание уделено маркеру НСК CD133+, который с 
большим постоянством выявляется в клетках глиом головного мозга, особенно в ГБМ. Авторы 
выявили высокий уровень его экспрессии в ткани исследованных глиом, а также в клеточных 
линиях глиомы U251 и U87MG. Однако остается неясным, происходят ли CD133+ СОК от 
CD133+ нормальных НСК (35). В связи с этим в литературе активно обсуждается вопрос о 
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разработке противоопухолевой терапии, направленной на повреждение именно опухолевых 
CD133+ стволовых клеток без повреждения нормальных НСК. 

Li S.C. c соавт. (46) удалось также изолировать СОК из ткани редкого типа ГБМ человека, 
поражавшей нейрогенераторную зону стенки бокового желудочка головного мозга. 
Микроскопически эта опухоль имела характерную гистоструктуру ГБМ с выраженным 
клеточным полиморфизмом, высокой митотической активностью и наличием некротических 
очагов различной протяженности. Выделенные из ткани этой ГБМ CD133+-клетки 
экспрессировали также маркеры СОК: нестин, CD133+, Ki67, Sox2, EFNB1, EFNB2, EFNB3, 
Cav-1, Musashi, Nucleostemin, Notch2, Notch4, Pax6. В бессывороточной среде культур с 
наличием факторов роста EGF и bFGF CD133+-клетки формировали нейросферы. Их 
стволовые свойства подтверждены развитием злокачественной глиомы в мозге 
иммунодефицитных мышей NOD/SCID после стереотаксической внутримозговой 
трансплантации.  

По наблюдениям авторов СОК рецидивировавшей ГБМ того же пациента показали более 
высокую, чем в первичной опухоли, экспрессию CD133+ как в нативной ткани, так и в культуре. 
Выделенные из ткани этой ГБМ CD133+ опухолевые клетки пролиферировали в условиях 
мягкого агара с образованием колоний разных размеров. Отмечено также, что CD133+- клетки 
прикреплялись к фибронектиновому субстрату в питательной среде с наличием сыворотки и 
распластывались с образованием нейритоподобных отростков, что отражает проявление 
фенотипических признаков нейрогенной дифференцировки, подтвержденной выявлением 

экспрессии маркеров дифференцировки GFAP и β-тубулина.  

При отсутствии общепринятого набора маркеров СОК Hasselbach L.A. с соавт. (34) 
предложили использовать клетки, полученные в результате сортинга обычных СОК-
обогащенных культур. Клетки ГБМ, отобранные по способности образовывать нейросферы в 
бессывороточной среде культур с ростовыми факторами, экспрессировали маркеры НСК. При 
этом экспрессия Sox2 и нестина постоянно выявлялась в НСК нейросфер, в то время как 
белок CD133+ присутствовал лишь в нейросферах, образованных клетками ГБМ (40). 

Hasselbach L.A. с соавт. (34) оптимизировали также протокол ферментативной 
диссоциации опухолевой ткани ГБМ на материале более 100 образцов. В долгосрочных 
культурах ГБМ эффективность получения нейросфер составила более 40%. В отличие от 
культур с наличием 10% FBS такие нейросферы демонстрировали туморогенность, 
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мультилинейный дифференцировочный потенциал, сохраняли генотип исходной опухоли, а 
также воспроизводили гистоструктуру оригинальной опухоли после ортотопической 
имплантации СОК в мозг иммунодефицитных мышей. 

Кроме того, в работе приведены альтернативные протоколы постоянного или 
периодического культивирования опухолей в бессывороточной среде в присутствии EGF и 
bFGF. Для селекции клеток с фенотипом СОК авторами разработан пошаговый протокол 
получения нейросфер из диссоциированных хирургических образцов ГБМ в монослойных 
культурах, растущих на поверхностях, покрытых ВКМ  протеинами. 

В другой серии исследований Hasselbach L.A. с соавт. (34) провели сравнительный анализ 
первичных клеток ГБМ, культивированных либо в среде для нейросфер с добавлением 
факторов роста (NMGF), либо в традиционной питательной среде с добавлением 10% FBS. 
Изоляция СОК из диссоциированных тканей ГБМ проводилась при помощи клеточного 
сортинга, основанного на экспрессии маркера СОК CD133+ (21, 47). При этом оказалось, что 
фенотип СОК не постоянно связан с экспрессией этого маркера, на что указывают также Beier 
D. с соавт. (48), Joo K.M. с соавт. (49) и Son M.J. с соавт. (50). 

Clement V. с соавт. (51) также считают, что предлагаемый в качестве маркера СОК CD133+ 
не является  достаточно специфичным для идентификации опухолевых клеток со стволовыми 
свойствами. В связи с этим, авторами предложен альтернативной метод, основанный на 
фенотипических признаках глиома-инициирующих клеток без использования молекулярных 
маркеров, а именно, на способности исследуемых клеток к аутофлуоресценции в зеленой 
области спектра (515 нм) после лазерного облучения при длине волны 488 нм. Показано, что 
клетки этой субпопуляции, названные FL-плюс, способны к самообновлению in vitro, 
туморогенезу in vivo и избирательно экспрессируют гены стволовых клеток. Приведенные 
результаты авторы расценивают как предварительные, предполагая, что аутофлуоресценция 
FL-плюс-клеток может отражать их более высокую метаболическую и пролиферативную 
активность. По мнению авторов, данный метод в исследовании туморогенного потенциала 
СОК может оптимизировать разработку новых терапевтических и диагностических подходов в 
лечении глиом человека.  

Таким образом, в многочисленных исследованиях, посвященных методам изоляции и 
идентификации СОК в злокачественных глиомах головного мозга, метод культивирования 
нейросфер получил широкое распространение и стал определяющим подходом в изучении 
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биологии СОК благодаря сохранению молекулярных особенностей СОК исходных тканей ГБМ 
и их туморогенного потенциала (8, 16, 24, 30, 39, 41, 52, 53). 

Несмотря на значительный объем накопленных исследований по биологии СОК опухолей 
головного мозга, проведенных в условиях культивирования, образуемые ими туморосферы 
практически не изучались в морфологическом и ультраструктурном аспекте. G.Bozzuto с 
соавт. (54) при помощи методов прижизненной визуализации и сканирующей электронной 
микроскопии изучали подвижность СОК в нейросферах с целью наблюдения за 
межклеточными взаимодействиями и взаимоотношениями клеток с окружающей средой. 
Установлено, что СОК туморосфер, изолированных из образцов мультиформной ГБМ, 
оказались разнородными по составу и морфологии, а также по степени подвижности и 
способности к образованию динамичных структур. Установлено, что такие динамичные 
структуры регулируются неслучайными межклеточными взаимодействиями, синхронно 
пульсируют соответственно циклическому курсу «быстрых» и «медленных» фаз. Полученные 
авторами данные указывают на то, что СОК из ГБМ могут вести себя как отдельные 
«независимые» клетки, так и как «социальные» клетки, взаимодействующие с другими  
клетками этой популяции по образцу «многоклеточного организма». По данным авторов, 
уровень экспрессии протеина Wnt 5a коррелирует с уровнем ассоциации клеток в 
нейросферах  (54). 

Yamamuro S. с соавт. (55) провели исследование с помощью метода трансмиссивной 
электронной микроскопии антигенных и ультраструктурных характеристик СОК, 
изолированных из глиобластомы человека. Установлено, что туморосферы, сформированные 
разным количеством клеток, варьировали по размерам и форме, и очень часто проявляли 
экспрессию поверхностных маркеров стволовых клеток CD133 и CD15. В СОК отмечались 
повышенная ядерная атипия, активные митохондрии, грубый эндоплазматический ретикулум, 
покрытый везикулами, и микроворсинки. Кроме того, иногда наблюдались клетки в фазе 
деления и апоптоза. Эти результаты обосновывают предположение об определенной 
взаимосвязи СОК с НСК человека, однако СОК отличаются более примитивной 
ультраструктурой в отличие от недифференцированных НСК. Эти данные позволяют углубить 
представления об онкогенезе глиобластом/глиом, и также способствовать разработке 
терапии, направленной на СОК в качестве мишени. 
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Важный практический интерес представляют исследования, в которых анализируется 
прогностическое значение активности нейросферообразования в культуре и экспрессии 
маркеров СОК для клинической нейроонкологии (22, 32, 56, 57, 58, 59). В этих работах 
прослежена тесная взаимосвязь между клиническими исходами и содержанием СОК в ткани 
глиом головного мозга, что подтверждается также формированием туморосфер в культуре, 
клетки которых выявляют экспрессию стволовых маркеров и генетических признаков СОК (9, 
10, 11, 12, 13, 22, 24, 32, 56, 57, 58, 59, 60). 

Так, Laks D.R. с соавт. (24) в ретроспективном исследовании на образцах 32 глиом в 
культуре изучали соотношение между способностью клеток этих опухолей к 
нейросферообразованию, туморогенностью и исходами болезни пациентов. На основании 
мультивариантного анализа взаимосвязи между этими показателями установлено, что 
активность формирования нейросфер является стойким прогностическим признаком 
прогрессии глиомы, исхода заболевания, а также повышенного риска смерти пациента 
независимо от индекса пролиферации Ki67 в исходной ткани опухоли. Это позволило 
утверждать, что культура нейросфер является информативной моделью для исследования 
биологии злокачественных глиом как в теоретическом, так и практическом аспектах. 

Kong B.H. с соавт. (61) при культивировании образцов ГБМ 39 пациентов, получавших 
после операции химиотерапию и радиотерапию, наблюдали формирование туморосфер, в 
которых СОК экспрессировали иммуноцитохимические маркеры PDPN, CD133+ и нестин, а 
также проявляли способность к нейрогенной дифференцировке и индукции туморогенеза in 

vivo. Анализ зависимости уровней нейросферообразования СОК в культуре и критериев 
выживаемости пациентов показал статистически достоверные различия критериев 
выживаемости у позитивных и негативных по выявлению СОК в опухолях пациентов с 
первичной ГБМ. Kong B.H. с соавт. (61) также считают, что оценка активности 
туморосферообразования ГБМ в культуре является независимым прогностическим фактором 
клинического исхода у этих пациентов. В то же время, авторы предполагают, что в связи с 
временнόй длительностью культивирования опухолей для получения нейросфер этот метод 
может оказаться неприемлемым для прогнозирования исхода болезни при первичных ГБМ с 
коротким периодом выживаемости пациентов. В таких случаях более предпочтительной 
является оценка экспрессии поверхностных антигенов СОК в нативной ткани этих опухолей.  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laks%20DR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19353526
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Углубленное изучение биологии СОК приобрело особо важное теоретическое и 
практическое значение для совершенствования методов повышения эффективности 
адъювантной терапии злокачественных глиом головного мозга. Этой цели посвящены 
исследовательские разработки ряда мировых лабораторий. Предполагается, что именно 
субпопуляция СОК должна стать критической терапевтической мишенью для достижения 
полного или долгосрочного ответа злокачественных глиом на их терапевтическое лечение (57, 
62, 63). При этом следует учитывать, что СОК принадлежит ключевая роль в образовании 
новых кровеносных сосудов, обеспечивающих прогрессивный и продолженный рост 
злокачественных глиом в послеоперационном периоде (64). 

К настоящему времени установлено, что клетки глиомы, обогащенные субпопуляцией СОК, 
выявляют повышенную резистентность к облучению – основному стандартному средству в 
лечении злокачественных глиом после частичной хирургической резекции. Это объясняется 
тем, что именно СОК активируют пути внутриклеточного ответа на радиационные 
повреждения ДНК, быстро их репарируя (47). McCord с соавт. (66) на первичных культурах 
нейросфер, полученных из глиобластомы, показали более высокую чувствительность к 
ионизирующему излучению CD133+клеток этой опухоли. В первичных культурах глиом 
человека была установлена большая радиочувствительность СОК в сравнении с клетками 
перевиваемых линий глиом. 

Ke C. с соавт. (66) использовали сфероидальные и адгезивные культуры глиомы (U251, 
A172) для сравнительного изучения воздействия радиационного облучения на  
метаболический статус опухолевых клеток. Установлено, что через неделю после облучения 
сфероидальные культуры, по сравнению с адгезивными, показали большую 
радиочувствительность с повышенным уровнем оксидантного стресса при более низких 
уровнях окислительного фосфорилирования и гликолитического метаболизма. В отличие от 
этого радиорезистентные несфероидальные адгезивные культуры демонстрировали 
повышенную гликолитическую активность в ответ на облучение, тогда как окислительное 
фосфорилирование оказалось затронутым в меньшей степени. Таким образом, эти данные 
показали, что разные клеточные субпопуляции адаптируются к определенным условиям 
культивирования, изменяя свои биоэнергетические профили, что в свою очередь влияет на 
чувствительность глиальных опухолевых клеток к радиационному облучению (66). 
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Ранее K. Mishima с соавт. (23) и А. Ernst с соавт. (67) сообщали, что экспрессия PDPN 
оказалась прогностически значимой у пациентов с глиомами астроцитарного генеза. 
Экспрессию нестина в СОК T. Strojnik с соавт. (56) и CD133+ R. Pallini с соавт. (58) связывали с 
плохими исходами опухолей мозга и многих раков. Однако при анализе взаимосвязи между 
экспрессией отдельных иммуноцитохимических маркеров PDPN+, CD133+ и нестина в СОК 
культур и выживаемостью пациентов с ГБМ Kong B.H. с соавт. (61) не удалось выявить 
отчетливых закономерностей. Так, оказалось, что среднее время выживаемости в группах 
больных с позитивной и негативной экспрессией PDPN в СОК оказалось сходным, составляя 
400 и 408 дней соответственно. При этом экспрессия CD133+ и нестина выявлена в 
культивированных СОК у большинства пациентов. Лишь в одном случае наблюдалась 
негативная экспрессия этих маркеров в культурах клеток ГБМ, поэтому авторы не смогли 
провести статистическое сравнение этих 2-х групп. Аналогичные результаты получены 
Chinnaiyan P. с соавт. (68). 

В последние годы СОК злокачественных глиом стали использоваться для тестирования 
противоопухолевых препаратов. С этой целью все чаще привлекаются культуры СОК 
нейросфер, полученных из экспериментальных линий злокачественных глиом, которые 
считаются общепринятой доклинической моделью для разработки новых терапевтических 
стратегий. 

Наиболее перспективными моделями являются клетки из высокоинвазивных 
интракраниальных опухолей мышей линии СТ-2А, полученной из злокачественной 
астроцитомы, индуцированной с помощью интрацеребрального введения 20-
methylcholanthrene мышам C57/BL6 (18). На культурах нейросфер этой линии Binello E. с 
соавт. (18) подтвердили стволовые свойства СОК, а также оптимизировали 
воспроизводимость инъекционных параметров. 

Binello E. с соавт. (18) также считают очевидным участие СОК в развитии глиом человека 
высокой степени злокачественности, резистентных к стандартной терапии, и обнаружили, что 
показатели экспрессии маркера СОК - CD133+ в культурах CT-2A увеличиваются с 2% в 
клетках монослоя до 31% в клетках нейросфер. Исследование других маркеров СОК (Oct4, 
Nanog и Nestin) показало различия характеристик клеток монослоя, экспрессирующих Oct4 и 
Nestin, но не Nanog, и клеток нейросфер, экспрессирующих все три маркера. Кроме того, 
клетки CT-2A проявили более высокую активность пролиферации и туморогенность по 
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сравнению с клетками U87. При этом клетки нейросфер линии CT-2A имели более высокий 
пролиферативный потенциал, чем клеточный монослой in vitro. В связи с этим авторы 
предлагают использовать эту модель в доклиническом тестировании новых терапевтических 
средств против СОК глиом человека высокой степени злокачественности (18). 

Burkhardt J.K. с соавт. (69) провели сравнительное исследование воздействия ряда 
химиотерапевтических агентов на нейральные стволовые/прогениторные клетки (НСК) и на 
СОК глиомы на культурах клеточных линий НСК и СОК. Показано, что НСК в сравнении с СОК 
оказались более уязвимыми к токсическому воздействию, в частности, темозоламида и 
карбоплатина, которые наиболее часто используются для химиотерапии злокачественных 
глиом. Классическая экспрессия гена MGMT была сходной в обеих клеточных линиях и не 
объясняет наблюдаемых различий в резистентности клеток к темозоламиду. В то же время не 
отмечено различий между СОК и НСК в экспрессии репарирующих ферментов MLH1 и MLH2, 
ответственных за развитие резистентности к цисплатину. Однако СОК глиомы показали в 10 
раз более высокий уровень транспортного белка ABCG2, который способствует удалению из 
клетки токсичных препаратов. Этим объясняется множественная лекарственная устойчивость 
опухолевых клеток глиом к химиопрепаратам. 

Авторы обнаружили также, что бортезомиб (BTZ) - протеасомный ингибитор, и эрлотиниб 
(ERL) - ингибитор тирозинкиназы, снижали жизнеспособность СОК, минимально воздействуя 
на НСК. После лечения больных BTZ установлено значительное повышение активности 
caspase-3 - ключевого фермента апоптоза в СОК при отсутствии этого признака в НСК. 
Однако в отличие от СОК глиом активность протеасом в НСК оказалась повышенной в 5-7 
раз. Эффект воздействия ERL на СОК глиом Burkhardt J.K. с соавт. (69) объясняют более 
высоким уровнем экспрессии рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), в отличие от 
НСК.  

Gong Х. с соавт. (70) показали, что протеасомный ингибитор bortezomid (BTZ) и рецептор 
EGF роста - ингибитор тирозинкиназы erlotimib (ERL)- снижают пролиферацию именно СОК 
глиом, не влияя на жизнеспособность НСК. В то же время установлено, что широко 
применяемые для лечения глиом темозолимиб (TMZ) и цисплатин оказались более 
токсичными для нормальных НСК в сравнении с СОК. Таким образом, обнаружено, что 
классические химиотерапевтические препараты, используемые для лечения ГБМ, в условиях 
in vitro выявляют различные эффекты воздействия на НСК и СОК. 
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Заключение 
Представленный обзор литературы свидетельствует о том, что, несмотря на большой 

объем накопленной информации в отношении биологии СОК, их уточненная идентификация и 
клеточный генез в глиомах головного мозга до сих пор остаются окончательно 
невыясненными, нередко противоречивыми и требуют проведения дальнейших 
исследований. Тем не менее, обнаружение СОК в глиомах головного мозга существенно 
изменило взгляды ученых на биологию этих опухолей и заставило переосмыслить 
современные стратегии в лечении этих новообразований. Несмотря на существующие в 
литературе разногласия в отношении терминологических определений, молекулярно-
генетических характеристик СОК и их участия в туморогенезе in vivo, неоспоримым является 
то, что глиомы содержат клеточные субпопуляции СОК, обладающие высоким 
пролиферативным потенциалом, определяющим прогрессирование опухоли, их 
терапевтическую резистентность к химио- и радиотерапии и обусловливают продолженный 
рост после хирургической резекции. Это подтверждается клиническими наблюдениями 
короткой клинической ремиссии при комбинированном лечении больных злокачественными 
глиомами с высоким содержанием СОК. Поэтому на современном этапе углубленное 
изучение биологии СОК в глиомах головного мозга представляет практически важное научное 
направление и подтверждает актуальность дальнейших исследований биологии СОК  
злокачественных глиом.  

Привлечение с этой целью экспериментального метода культивирования тканей вносит 
существенный вклад в решение этой проблемы. Общепризнано, что метод  культивирования 
обеспечивает широкие возможности для выделения из ткани исходных опухолей популяции 
СОК в составе нейросфер, позволяет прижизненно наблюдать динамику их роста на 
протяжении многих пассажей и является  высокоинформативным способом изучения 
биологии СОК злокачественных глиом. Многочисленными исследованиями показано, что 
возобновляемое формирование нейросфер (туморосфер) в культуре, является 
фундаментальным свойством опухолевых стволовых клеток, которые инициируют рост 
опухолей в ткани головного мозга. При этом количественная оценка активности 
нейросферообразования СОК в динамике культивирования отражает степень 
пролиферативного потенциала и злокачественности исходных  опухолей.  
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Важным аспектом в изучении биологии СОК являются также их метаболические 
характеристики. Метод культивирования,  позволяющий выделять из ткани опухоли популяции 
этих клеток, создает возможность иммуногистохимической и молекулярно-генетической 
идентификации клеточного состава нейросфер и потому  широко используется с целью 
сравнительного исследования СОК, полученных из ткани глиом головного мозга различной 
гистоструктуры и степени анаплазии. 

С помощью метода культивирования экспериментальных клеточных линий глиом удалось 
выявить также индивидуальные колебания количества опухолевых стволовых клеток в 
различных глиальных линиях, что свидетельствует о разной способности формировать 
нейросферы в связи с отличающимся соотношением между содержанием активно 
пролиферирующих СОК и более дифференцированных транзиторно-амплифицированных 
клеток в ткани исходных опухолей.  

В последние годы культуры нейросфер, полученные из опухолей мозга человека и 
экспериментальных животных, стали использовать для тестирования активности 
противоопухолевых препаратов на доклиническом этапе. Благодаря этим исследованиям 
получены важнейшие данные для современной практической нейроонкологии. Оказалось, что 
классические химиотерапевтические препараты, используемые для лечения ГБМ – наиболее 
злокачественных глиом головного мозга - в условиях культивирования выявляют различные 
эффекты воздействия на нормальные НСК и СОК.  

Основным выводом проанализированных работ является необходимость поиска 
лекарственных средств, избирательно воздействующих на СОК глиом, не затрагивая при этом 
здоровую ткань мозга и нормальные НСК. Эти наблюдения инициируют новые направления 
исследований в поисках повреждающих агентов, специфичных для СОК и не влияющих на 
нормальные НСК. Анализ результатов приведенной литературы подтверждает актуальность 
разработки новых терапевтических подходов, направленных против СОК глиальных опухолей 
головного мозга с привлечением экспериментального метода культивирования.  
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ПРОБЛЕМА ПОЛУЧЕНИЯ КАРДИОМИОЦИТОВ С ПОМОЩЬЮ МЕТОДОВ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ  

Н.Б. Бильдюг 
ФГБУН Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург; relapse@yandex.ru 

 
На сегодняшний день известно большое количество методов дифференцировки различных 

клеток в кардиомиоциты. Однако существующие подходы и способы оценки их 
эффективности имеют целый ряд ограничений. В обзоре описаны основные направления 
исследований и проблемы, связанные с получением дифференцированных кардиомиоцитов 
in vitro и in vivo из различных клеток, включая эмбриональные стволовые клетки, стволовые 
клетки сердца, индуцированные плюрипотентные столовые клетки и фибробласты. 

Ключевые слова: кардиомиоциты, методы дифференцировки, стволовые клетки, 
фибробласты. 

 
Неспособность миокарда к самообновлению, обусловленная отсутствием пролиферации 

дифференцированных, функционально активных кардиомиоцитов (КМЦ), вызывает целый ряд 
проблем, которые в первую очередь связаны с вопросами регенерации. Кроме того, 
неспособность КМЦ к делению ограничивает возможность получения стабильной линии этих 
клеток для ее использования в качестве модели для проведения фундаментальных и 
прикладных исследований. В связи с этим большое количество исследований направлено на 
дифференцировку различных клеток в КМЦ для возможности получения неиссякаемого 
источника функционально активных клеток миокарда.  

Методы дифференцировки КМЦ из стволовых клеток.  
Дифференцированные КМЦ получают in vivo и in vitro из различных стволовых клеток, 

включая эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (иПСК), мезенхимные стволовые клетки, эндотелиальные прогениторные 
клетки и стволовые клетки сердца (СКС). Наиболее часто в качестве источника 
дифференцированных КМЦ используют ЭСК. Давно известно, что КМЦ могут быть получены в 
результате спонтанной дифференцировки ЭСК при их культивировании в виде 
эмбриональных телец (1). Подобные методы ненаправленной дифференцировки КМЦ из ЭСК 
имитируют стадии нормального эмбрионального развития сердца и используются для 
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получения, в частности, мышиных и человеческих КМЦ (1, 2). Однако такой подход является 
малоэффективным и приводит к получению не более чем 1% КМЦ от общей клеточной 
популяции (2). Более эффективные методы получения КМЦ из стволовых клеток основаны на 
направленной дифференцировке. При разработке таких методов, как правило, учитываются 
факторы, влияющие на стадии эмбрионального развития сердца. В частности, в эмбриогенезе 
последовательные этапы дифференцировки КМЦ и других клеток сердца зависят от 
сигнальных путей Nodal, костного морфогенетического белка (BMP), пути Wnt/β-катенин, 
фактора роста фибробластов (3) и ретиноевой кислоты (4). Различные способы направленной 
дифференцировки стволовых клеток в КМЦ включают воздействие на сигнальные пути 
Nodal/активин и BMP4 (5) и Wnt/β-катенин (6, 7). Янгом с соавт. (8) был разработан более 
эффективный протокол дифференцировки человеческих ЭСК, включающий 
последовательную стимуляцию сигнальных путей Nodal/активин, BMP4 и Wnt по мере 
прохождения клетками определенных стадий дифференцировки. Такой метод приводил к 
получению примерно 40% КМЦ от общей клеточной популяции. Несмотря на определенные 
успехи в получении КМЦ из ЭСК, эффективность таких методов варьирует от линии к линии. 
Кроме того, в случае применения дифференцированных клеток в регенеративных целях in 

vivo ограничением для использования КМЦ, полученных из ЭСК, является их аллогенное 
происхождение, а также выраженная геномная нестабильность (9). 

Другим методом, получившим широкое распространение, является дифференцировка КМЦ 
из иПСК. иПСК получают путем индукции плюрипотентного состояния у зрелых соматических 
клеток млекопитающих с помощью набора транскрипционных факторов. иПСК впервые были 
описаны в 2006 г., когда группе Яманаки (10) удалось превратить фибробласты взрослых 
мышей в иПСК путем ретровирусного введения в клетки набора транскрипционных факторов 
Oct4, Sox2, c-Myc и Klf4 (известных как факторы Яманаки). иПСК по своей морфологии и 
экспрессии генов сходны с ЭСК, включая экспрессию маркеров плюрипотентности и 
способность дифференцироваться в зародышевые листки (10, 11). Различными 
исследователями было показано, что иПСК можно дифференцировать в КМЦ, при этом 
свойства полученных клеток сравнимы с характеристиками КМЦ, полученных из ЭСК (12). Для 
повышения эффективности направленной дифференцировки иПСК в КМЦ используют 
различные цитокины, ростовые факторы и низкомолекулярные соединения, влияющие на 
сигнальные пути, важные в ходе развития сердца (13). Такие соединения включают 
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аскорбиновую кислоту (14), ретиноевую кислоту (15), плюрипотин (16), 5-азацитидин (17) и 
ДМСО (18). 

Некоторые исследователи считают более перспективным использование стволовых клеток 
сердца (СКС), которые считаются эндогенными предшественниками КМЦ. Эти клетки 
идентифицируют по наличию различных маркеров клеточной поверхности, таких как c-kit, 
MDR, NKX2.5, CD195 и SCA-1 (19-21). Было описано, что СКС могут дифференцироваться во 
все типы клеток сердечной ткани и самообновляться. СКС являются клоногенными и 
мультипотентными, а также экспрессируют антигены стволовых клеток и прогениторных 
клеток эндотелия (22). Несмотря на отсутствие доказательств роли эндогенных СКС в 
нормальном гомеостазе или при восстановлении сердца после повреждения, существуют 
данные, описывающие возможность дифференцировки выделенных СКС in vitro и 
восстановления функции сердца при их трансплантации в зону повреждения (23). На 
сегодняшний день наиболее эффективной считается дифференцировка СКС в кардиосферах, 
представляющих собой трехмерные клеточные агрегаты (24, 25). Некоторые 
дифференцированные in vitro клетки экспрессируют ранние маркеры кардиомиоцитарной 
дифференцировки, такие как GATA-4 и MEF2C (25). Однако сами авторы, как правило, 
признают, что положительный эффект СКС на функциональное состояние сердца при их 
трансплантации in vivo в основном обусловлен паракринным воздействием секретируемых 
ими факторов (24).  

Получение КМЦ из фибробластов.  
Огромное значение имели работы, показавшие возможность превращения фибробластов 

млекопитающих в функционально активные зрелые клетки различных типов (26-28). Метод 
получения КМЦ из соматических клеток включает несколько подходов, первый из которых 
связан с индукцией повышенной экспрессии транскрипционных факторов, характерных для 
КМЦ. В 2010 году Йеда с соавт. (26) показали, что введение транскрипционных факторов 
Gata4, Mefc2 и Tbx5 (GMT) с помощью ретровирусов в сердечные и дермальные 
фибробласты мышей приводило к превращению 20% клеток в индуцированные КМЦ-
подобные клетки (иКМЦ), при этом уже через 3 дня культивирования наблюдалась экспрессия 
специфичных для КМЦ белков (26, 29). Сходные результаты были получены другими 
авторами при использовании подобных наборов перепрограммирующих факторов (30, 31). В 
полученных с помощью таких методов клетках наблюдалась активация генов тяжелой цепи 
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сердечного α-миозина (αMHC) и сердечного тропонина T (cTnT1), а также повышенная 
экспрессия генов других кардиоспецифичных белков, таких как сердечный α-актин и α-
актинин-2. Доля клеток с активированным промотором αMHC составляла 20% от общей 
популяции фибробластов, а доля клеток, экспрессирующих cTnT, составляла всего 6 % (26). У 
большинства клеток с активным αMHC выявлялись саркомерные структуры, содержащие α-
актинин. При этом большинство иКМЦ авторы описывают как «частично 
перепрограммированные» клетки. Эти клетки были сходны с неонатальными КМЦ по общему 
профилю экспрессии генов и электрофизиологическим показателям. Таким образом, 
эффективность дифференцировки оставалась достаточно низкой. Кроме того, возникали 
проблемы, связанные с воспроизводимостью таких методов получения КМЦ (32, 33). Более 
эффективным оказался метод введения транскрипционных факторов GMT в 
стехиометрических количествах (34). Использование комбинации из 5 сердечных 
транскрипционных факторов GMT, Hand2, и Nkx2.5 (GMTHN) также приводило к более 
эффективному перепрограммированию мышиных фибробластов, однако и в этом случае 
большинство дифференцированных клеток in vitro представляли собой частично 
перепрограммированные КМЦ, и лишь некоторые клетки превращались в сокращающиеся 
КМЦ (35). Рядом исследователей было показано, что различные другие комбинации 
транскрипционных факторов могут активировать многие кардиомиоцитарные гены в 
фибробластах, однако не приводят к получению сокращающихся КМЦ in vitro (32, 36).  

Второй подход связан с доставкой в клетки микроРНК (miRNA), которые играют важную 
роль в ходе развития сердца (31). Опосредованное miRNA превращение мышиных 
фибробластов в КМЦ было впервые описано Джайаварденой с соавт. (37) с использованием 
комбинации из 4-х miRNA (miR-1, -133, -208 и -499), которые, как известно, экспрессируются в 
КМЦ и вовлечены в развитие и нормальное функционирование сердца (38, 39). В 
перепрограммированных клетках выявляли маркеры КМЦ, а также наблюдали саркомерную 
организацию сократительного аппарата и механические сокращения. Использование 
дополнительного этапа обработки клеток ингибитором Janus-киназы (JAK) приводило к 
повышению эффективности превращения мышиных фибробластах в КМЦ-подобные клетки in 

vitro (37). Однако несмотря на то, что клетки, дифференцированные с помощью miRNA, 
окрашивались на маркеры КМЦ, включая MHC, сердечный тропонин I (TNNI3) и α-актинин, 
спонтанные сокращения наблюдались только у 1 - 2% клеток от общей популяции (37). 
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Еще один подход, объединяющий несколько описанных ранее способов дифференцировки, 
называется методом «эпигенетической нестабильности». Он основан на  временной индукции 
в фибробластах промежуточного состояния плюрипотентности с последующей направленной 
дифференцировкой в КМЦ (40). Такой метод включает гиперэкспрессию в эмбриональных 
фибробластах мышей транскрипционных факторов, используемых для получения иПСК (Oct4, 
Sox2 и Klf4), с последующей обработкой клеток низкомолекулярными ингибиторами Janus-
киназы и их культивированием в кардиогенной среде с добавлением BMP4 (31, 40). 
Дифференцированные клетки окрашивались на маркеры КМЦ, такие как cTnT (примерно 40% 
клеток), тяжелая цепь миозина и α-актинин. Интересно, что в этих клетках выявлялась только 
предсердная изоформа легкой цепи миозина (MLC-2α), что указывает на специализацию 
подтипа полученных КМЦ. В некоторых колониях наблюдались сокращения (31, 40). 

К настоящему времени накопилось много данных о сходстве фибробластов с МСК по 
экспрессии основных поверхностных маркеров и способности к мультипотентной 
дифференцировке. Возможно, что положительные результаты перепрограммирования 
фибробластов в КМЦ связаны именно с наличием у них свойств стволовых клеток. В то же 
время, фибробласты отличаются от МСК, например, по уровню экспрессии ряда антигенов 
(41). 

Методы получения КМЦ из иПСК и фибробластов часто связаны с использованием 
вирусных систем доставки. Использование векторов на основе ретровирусов и лентивирусов, 
которые встраиваются в геном клеток, может приводить к генетическим нарушениям и 
онкогенной трансформации. В настоящее время более предпочтительным является 
использование не встраивающихся в геном вирусов, таких как аденовирусы и вирус Сендай, а 
также невирусных систем доставки (42). 

Ограничения методов получения дифференцированных КМЦ.  
Несмотря на наличие большого количества данных о получении дифференцированных 

КМЦ, методы дифференцировки имеют целый ряд ограничений, связанных с недостаточной 
степенью зрелости клеток и их гетерогенностью, а также небольшим количеством 
функционально активных КМЦ в популяции клеток. 

Все доступные на сегодняшний день протоколы дифференцировки человеческих КМЦ из 
стволовых клеток приводят к получению смеси различных подтипов КМЦ, например, 
желудочковых, предсердных КМЦ и КМЦ проводящей системы сердца (43, 44). Несмотря на 
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то, что со временем в культуре увеличивается доля желудочковых КМЦ (45), такая 
гетерогенность популяции затрудняет ее использование для исследований in vitro, а при 
введении in vivo приводит к проаритмогенному эффекту (46). Для решения этой проблемы 
используются различные ростовые факторы, которые могут в некоторой степени 
регулировать специализацию подтипов КМЦ, дифференцированных из стволовых клеток. 
Такие факторы включают, например, нейрегулин, стимулирующий созревание желудочковых 
КМЦ (47). Кроме того, проблема неоднородности популяции усугубляется геномной 
нестабильностью помещенных в культуру клеток (9) и эпигенетическими модификациями, 
которые могут ограничивать способность клеток дифференцироваться в КМЦ (48). В 
результате получается культура, содержащая как КМЦ, так и недифференцированные клетки, 
что ограничивает ее использование in vitro и при введении in vivo может приводить к 
туморогенному эффекту. Таким образом, получение гомогенной культуры 
дифференцированных КМЦ или, по крайней мере, хорошо охарактеризованной смешанной 
культуры клеток разных подтипов до сих пор остается проблемой.  

Другим не менее важным ограничением является то, что большинство КМЦ, полученных из 
стволовых клеток, а также из фибробластов, имеет так называемый «незрелый фенотип», т.е. 
отличается по своим характеристикам от КМЦ сердца взрослого организма. На ранних сроках 
КМЦ, дифференцированные из стволовых клеток, имеют намного меньшие размеры и 
обладают признаками эмбриональных КМЦ, такими, как аморфная форма и короткие, плохо 
организованные саркомеры (49, 50). Кроме того, паттерн экспрессии генов у этих клеток 
соответствует стадиям эмбрионального развития сердца (2, 51). В ходе длительного 
культивирования дифференцированные КМЦ увеличиваются в размере и приобретают более 
типичную морфологию и более зрелый сократительный аппарат (45, 50). Однако, даже на 
поздних сроках культивирования (около 180 дней в культуре) эти клетки не соответствуют 
взрослым КМЦ по электрофизиологическим показателям и экспрессии генов (52). Имеются 
данные, указывающие на пониженную массу митохондрий у дифференцированных КМЦ (53) и 
отсутствие Т-трубочек (54, 55). Для улучшения статуса созревания КМЦ некоторые 
исследователи используют трехмерные системы культивирования. Например, в КМЦ, 
полученных из человеческих ЭСК и помещенных в трехмерные условия, наблюдаются более 
длинные саркомеры и более высокий уровень экспрессии генов сердечного тропонина T, 
тяжелой цепи α-миозина и кальсеквестрина по сравнению с клетками, помещенными в 
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двумерные условия (56). Клетки, полученные из фибробластов, также не соответствуют КМЦ 
взрослого сердца по морфологии, общему профилю экспрессии генов и 
электрофизиологическим показателям и, как правило, называются авторами «КМЦ-
подобными клетками» (32). 

Еще одна трудность связана с неоднозначностью интерпретации результатов 
дифференцировки клеток в КМЦ. В то время как существуют понятия «зрелого» и «незрелого» 
фенотипа КМЦ, общепринятые маркеры для идентификации дифференцированных КМЦ, а 
также определения статуса их созревания отсутствуют (26, 57). Несмотря на наличие 
огромного количества кардиоспецифичных белков, которые имеют характерный паттерн 
экспрессии в ходе развития сердца и которые активно используются исследователями для 
идентификации дифференцированных КМЦ, многие из них имеют тенденцию изменяться при 
стрессе или патологических состояниях (58). Например, ген тяжелой цепи α-миозина является 
высоко специфичным для КМЦ, однако при заболеваниях сердца происходит изменение 
содержания изоформ миозина (59). При сердечной недостаточности активируются гены, 
характерные для стадий эмбрионального развития, такие как гены предсердного 
натрийуретического фактора ANF, βMHC и скелетного актина (58, 60), при этом экспрессия 
некоторых генов, таких как ген αMHC и SERCA2a, напротив, снижается (60). При помещении 
КМЦ в культуру in vitro они начинают экспрессировать множество изоформ белков, 
характерных для стадий эмбрионального развития, таких как гладкомышечный α-актин, β-
MHC и ANF (61, 62). В связи с этим результаты, полученные на основании таких 
нестабильных маркеров, следует интерпретировать с осторожностью (63).  

Еще одним, широко используемым маркером кардиомиоцитарной дифференцировки 
является сердечный тропонин T (cTnT) (64). Однако, было показано, что cTnT также 
экспрессируется и в других клетках, таких как гладкомышечные клетки (50), что ограничивает 
возможность его использования в качестве маркера КМЦ. На сегодняшний день 
единственным надежным критерием дифференцировки КМЦ можно считать соотношение 
изоформ сердечного тропонина I. В миокарде у всех млекопитающих встречаются две 
изоформы тропонина I (TnI), которые кодируются двумя отдельными генами и 
последовательно экспрессируются в ходе развития сердца млекопитающих in vivo (59, 65). 
Ген медленного скелетного тропонина I (ssTnI) TNNI1 экспрессируется в саркомерах 
эмбриональных КМЦ. На поздних стадиях эмбрионального развития или на ранних стадиях 
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постнатального развития его экспрессия подавляется, и происходит активация гена 
«взрослого» сердечного тропонина I (cTnI) TNNI3. Таким образом, в зрелом миокарде 
выявляется только белок cTnI с полным отсутствием ssTnI (56, 59). Важно, что стресс и 
патологические состояния не оказывают влияния на динамику экспрессии изоформ ssTnI и 
cTnI (59) в отличие от обратимых маркеров кардиомиоцитарной дифференцировки, которые 
чаще всего используются исследователями в настоящее время (60). Результаты анализа 
соотношения изоформ тропонина ssTnI и cTnI показали, что их экспрессия в культуре 
неонатальных КМЦ грызунов, а также КМЦ мышей, полученных из ЭСК, сравнима с паттерном 
их экспрессии in vivo.  

В случае дифференцировки из человеческих иПСК созревание КМЦ существенно 
запаздывает по сравнению с созреванием клеток в ходе нормального развития сердца, при 
этом cTnI составляет только 2% от общего тропонина I даже через 9,5 месяцев 
культивирования (51). Интересно, что в отличие от результатов Вестерн-блоттинга данные 
иммунофлуоресцентного анализа показывают значительное количество cTnI в саркомерах 
дифференцированных клеток (66). Такие результаты указывают на неприемлемость 
использования данных иммунофлуоресцентного окрашивания клеток для количественной 
оценки этого маркера созревания КМЦ (51).  

Таким образом, несмотря на то, что многие авторы описывают получение большого 
количества КМЦ в результате дифференцировки, способы оценки дифференцированных 
клеток, как правило, являются неоднозначными, и реальное количество функционально 
активных КМЦ оказывается намного меньше. Например, авторы, описывающие получение из 
ЭСК человека культуры, содержащей 82-95% КМЦ, идентифицировали дифференцированные 
клетки по экспрессии транскрипционных факторов, а также по их окраске на сердечный 
тропонин T, при этом из описания результатов исследования следует, что сокращения 
наблюдались лишь в некоторых участках культуры (67). В другой работе, несмотря на 
выявление в клетках различных кардиоспецифичных маркеров, сокращающиеся КМЦ 
полностью отсутствовали (66). Авторы еще одного исследования наблюдали спонтанные 
сокращения всего у 1% - 2% клеток от общей популяции, в то время как у значительно 
большего количества клеток были выявлены такие маркеры, как MHC, сердечный тропонин I 
(TNNI3) и α-актинин (37). 
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Дифференцировка КМЦ in vivo.  
Несмотря на низкую эффективность известных на сегодняшний день методов получения 

дифференцированных КМЦ, они широко применяются в условиях in vivo. По данным разных 
авторов, трансплантация стволовых клеток в поврежденную зону сердца часто приводит к 
положительному результату. Однако в связи с неоднозначностью оценки дифференцировки 
трансплантированных клеток и их участия в процессе регенерации поврежденной области 
миокарда мнения ученых о роли этих клеток различаются. В то время как некоторые 
исследователи считают, что благоприятный эффект, наблюдаемый при введении стволовых 
клеток в сердце, обусловлен их дифференцировкой в КМЦ, большинство все же объясняет 
его высвобождением растворимых факторов, которые опосредуют восстановление сердца и 
образование сосудов (68). В то же время, методы перепрограммирования немышечных клеток 
сердца в КМЦ in vivo показывают хорошие результаты. Так, например, было показано, что 
перепрограммированные in vivo фибробласты в КМЦ мыши являются более зрелыми по 
сравнению с клетками, полученными in vitro, и их введение в поврежденный миокард приводит 
к значительному уменьшению рубца после инфаркта и улучшению функции сердца (69). 
Таким образом, методы дифференцировки, в частности, из фибробластов, даже при низкой 
эффективности получения КМЦ могут приводить к положительным результатам in vivo и в 
связи с этим имеют меньше ограничений по сравнению с методами получения КМЦ in vitro. 

Заключение.  
Методы дифференцировки в кардиомиоцитарном направлении считаются довольно 

перспективными с точки зрения регенеративной медицины и их применения in vivo. Однако 
использование дифференцированных КМЦ in vitro для фундаментальных, а также прикладных 
исследований (например, для тестирования возможных лекарственных средств) пока еще 
ограничено в связи с отсутствием стандартного метода получения гомогенной культуры 
зрелых функционально активных КМЦ. Несмотря на существенные достижения в изучении 
механизмов дифференцировки КМЦ в ходе эмбриогенеза, пока еще мало известно о 
сигнальных путях и макромолекулах, играющих ключевую роль в процессе дифференцировки 
КМЦ в системе in vitro. Более детальное изучение особенностей дифференцировки клеток в 
культуре, а также факторов, влияющих на этот процесс, может приблизить исследователей к 
созданию более эффективных методов получения дифференцированных КМЦ, а также 
способов их оценки.  
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МЕТОДОЛОГИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ СОЗДАНИЯ ТКАНЕИНЖЕНЕРНЫХ КОНСТРУКЦИЙ 

ДЛЯ ВОССТАНОВЛЕНИЯ ДЕФЕКТОВ КОСТНОЙ И ХРЯЩЕВОЙ ТКАНЕЙ 
 (ОПЫТ ИНСТИТУТА ЦИТОЛОГИИ РАН) 
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В статье изложен краткий обзор методологических подходов к созданию тканеинженерных 

конструкций для восстановления дефектов костной и хрящевой тканей, разрабатываемых 
сотрудниками Института цитологии РАН. Определены условия, необходимые для адгезии и 
роста мультипотентных мезенхимных стромальных клеток костного мозга кролика на 
матриксах различной природы (коллаген I типа, деминерализованный костный матрикс, 
поли(L,L)-лактид, биоситалл), отработаны способы совмещения клеток и трехмерных 
носителей, проведены испытания полученных тканеинженерных конструкций на 
лабораторных животных, показавшие возможность их применения в клинике. 

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимные стромальные клетки костного мозга, 
остеогенная и хондрогенная дифференцировка, коллаген I типа, деминерализованный 
костный матрикс, биоситалл, поли(L,L)-лактид, тканеинженерные конструкции.  
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Актуальной проблемой современной травматологии и ортопедии является создание 
имплантатов из биоматериалов, которые бы в наибольшей степени отвечали 
физиологическим и биомеханическим требованиям для замещения отдельных сегментов 
опорно-двигательного аппарата и обеспечивали их надежную фиксацию в дефектах костной и 
хрящевой тканей. В хирургии костно-суставной системы применяются биодеградируемые и 
небиодеградируемые имплантаты. Биодеградируемые имплантаты, вошедшие в практику, 
изготавливаются на основе соединений гидроксиапатита, коллагена, деминерализованного 
костного матрикса, полимеров и др. При изготовлении небиодеградируемых имплантатов 
используются титан и его сплавы, стеклокерамика, композиционный углерод и др. Согласно 
определению международной организации по стандартизации ISO (ISO/TR 9966) и принятым 
в РФ ГОСТом «Р51148-98» под биоматериалами подразумевают «нежизнеспособный 
материал, предназначенный для контакта с живой тканью для выполнения функций 
медицинского назначения». Желательно, чтобы материал имплантата был биосовместимым, 
что подразумевает такие его свойства, как биоинертность, износоустойчивость, 
антикоррозийность, нетоксичность и неонкогенность (1). Наряду с биомеханическими 
характеристиками имплантаты не должны способствовать развитию инфекций, 
неконтролируемому росту клеток и не вызывать иммунологические реакции отторжения (2, 3). 
С целью оптимизации химического состава поверхности материалов в настоящее время 
разрабатываются различные органические и неорганические покрытия, способствующие 
интеграции имплантатов (4). Для улучшения интеграции в костную ткань имплантат может 
быть покрыт материалами, обладающими остеоиндуктивными и остеокондуктивными 
свойствами (5, 6). Также поверхности имплантатов модифицируются различными 
веществами, улучшающими клеточную пролиферацию, хемотаксис и ангиогенез (костный 
морфогенетический белок, фактор роста тромбоцитов, трансформирующий фактор роста β, 
инсулиноподобный фактор роста-1, фактор роста эндотелия сосудов, фактор роста 
фибробластов и др.) (7).  

Перспективным направлением в развитии восстановительной хирургии костной и хрящевой 
тканей следует считать получение экспериментального обоснования возможности 
использования различных замещающих материалов для последующего клинического 
внедрения. Для этого необходимо проведение исследований в условиях in vitro по изучению 
взаимодействия между клетками и материалом, чтобы выявить: токсичность материалов, 
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влияние на морфологию и основные характеристики жизнеспособности клеток (способность к 
адгезии, пролиферации, сохранению свойств, присущих клеткам ткани, куда будет помещен 
имплантат и пр.). Важным моментом является исследование процессов дифференцировки 
стволовых клеток в присутствии данного материала. В литературе имеются сообщения об 
эффективном использовании клеточных технологий при восстановлении некоторых патологий 
костной и других тканей организма человека (8,9). Известно, что опухолевые, воспалительные 
и посттравматические изменения тканей приводят к повреждениям разного рода, что 
вызывает необходимость в подборе и использовании в определенном сочетании клеточного 
компонента и компонента материала. В настоящее время алгоритмов подбора материалов 
для использования в качестве имплантатов для разных патологий не существует. 

Более 10 лет назад в Отделе клеточных культур Института цитологии РАН под 
руководством проф. Г.П. Пинаева началась разработка методологических подходов создания 
тканеинженерных конструкций (ТИК) для восстановления дефектов костной и хрящевой 
тканей с использованием мультипотентных мезенхимных стромальных клеток (ММСК) 
костного мозга кролика. Показана способность ММСК к дифференцировке в остеогенном, 
хондрогенном и адипогенном направлениях (10). На сегодняшний день принято, что 
основными функциями ММСК являются: формирование ниши, в которой располагаются 
гемопоэтические стволовые клетки; участие в процессе естественного тканевого обновления и 
регенерации при повреждении разных органов и тканей; создание микроокружения, 
способствующего репарации поврежденных тканей (11). Эксперименты проводились на 
недифференцированных и индуцированных в остеогенном и хондрогенном направлениях 
ММСК, заселенных на различные матриксы (коллаген I типа, деминерализованный костный 
матрикс, биоситалл, поли(L,L)-лактид).  

Оптимальная адгезия культивируемых клеток к поверхности носителя – важнейшее 
условие реализации биологического действия ТИК. Адекватное совмещение клеток и 
матрикса должно рассматриваться как ключевой, критический момент в создании ТИК.  
Однако высокие требования, предъявляемые к материалам, проходящим доклиническую 
апробацию, определяют необходимость использования агрессивных методов их обработки. 
Часто материал, теоретически оптимальный для заселения его клетками и поддержания их в 
функционально активном состоянии, в процессе обработки теряет ряд своих положительных 
свойств, в том числе адгезионные. Целью начатых в Отделе клеточных культур 
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экспериментов была разработка оптимальных способов заселения трехмерных матриц 
культивируемыми клетками, обладающими потенциалом к восстановлению костной и 
хрящевой тканей. Одним из фундаментальных направлений этих разработок является 
изучение взаимодействия стромальных клеток с белками внеклеточного матрикса (ВКМ) (12). 
В рамках исследований для целей регенеративной медицины особенно актуально изучение 
белков ВКМ в качестве модификаторов поверхности материалов, использующихся для 
имплантатов.  

В первых работах по репаративному остеогенезу была отработана методика получения 
ММСК из костного мозга подвздошных костей кролика и доказана их способность к 
дифференцировке в остеогенном, хондрогенном и адипогенном направлениях (13-17). 
Введенная в составе коллагенового геля суспензия аутогенных ММСК, направленных в 
остеогенную дифференцировку, в костную рану теменных костей кролика, вызывала 
увеличение доли костной ткани в составе регенерата до 30% по сравнению с контролем через 
120 сут (18, 19). Полученные результаты оказались чрезвычайно важны, поскольку известно, 
что кости черепа животных обладают крайне низким потенциалом к репаративному 
остеогенезу, а у человека регенерация костной ткани в зоне перелома или дефекта костей 
черепа вообще не происходит. Следовательно, пересаженная культура ММСК обладала 
отчетливым индуцирующим и оптимизирующим влиянием на течение остеорепаративных 
процессов даже там, где посттравматический остеогенез в обычных условиях отсутствует.  

Изучение взаимодействия остеогенных клеток различного происхождения и 
резорбируемого стеклокристаллического материала биоситалла силикоалюмофосфатной 
группы (ООО ПК "ЭЛКОР", Санкт-Петербург) позволило выявить увеличение удельной 
активности щелочной фосфатазы в клетках, инкубировавшихся в непосредственном контакте 
с материалом (20). В экспериментах на кроликах, которым в область дефекта теменных 
костей помещали гранулы биоситалла с мобилизованными на поверхности аутогенными 
ММСК, было наглядно продемонстрировано, что процесс полного восстановления 
целостности кости происходит быстрее, чем при использовании тех же клеток в коллагеновом 
геле (21). Кроме того, костный регенерат, сформированный в результате трансплантации 
клеток, нанесенных на гранулы биоситалла, отличался большей прочностью, поскольку в этом 
случае в структуру костной ткани были инкрустированы гранулы, достаточно плотно 
охваченные костными трабекулами. 
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Далее были проведены исследования по разработке ТИК на основе биодеградируемого 
деминерализованного костного матрикса (ДКМ) (полученного из Института травматологии и 
ортопедии им Р. Вредена) и ММСК костного мозга кролика. ДКМ является перспективным 
материалом для использования в тканевой инженерии дефектов кости, так как он нетоксичен 
для клеток, медленно резорбируется в организме (скорость резорбции приблизительно 
соответствует скорости остеогенеза) и обладает необходимыми физико-механическими 
характеристиками. Тем не менее, ДКМ не обладает достаточными адгезионными свойствами 
для культивируемых клеток - предобработка агрессивными веществами, необходимая для 
избавления от клеточного материала, приводит к тому, что ДКМ теряет ряд своих 
положительных свойств, в том числе, адгезионные. В экспериментах было показано, что 
оптимальный способ заселения трехмерного ДКМ культивированными клетками, 
обладающими остеогенным потенциалом, заключается в предварительном внесении клеток в 
коллагеновый гель, а затем, до полимеризации геля, в пропитывании им ДКМ (22). Была 
проведена экспериментальная проверка с целью выявления возможности использования 
полученного ТИК в практической травматологии и ортопедии. На кроликах, которым в область 
тотального дефекта большеберцовой кости помещали ТИК, было установлено, что процессы 
регенерации на 30 сут опережают таковые в контрольной группе животных (23, 24). 

В течение ряда лет в Институте цитологии активно проводятся исследования по разработке 
ТИК из биодеградируемого полимерного материала на основе молочной кислоты - поли(L,L-
лактида) (25). На сегодняшний день отработан ряд методов формирования трехмерных 
полилактидных скаффолдов различной архитектуры. В рамках гранта РФФИ «Исследование 
формирования тканеподобных структур in vitro для регенеративной терапии и 
реконструктивной хирургии» с помощью метода выщелачивания были получены скаффолды, 
размер пор которых варьировал от 150 до 300 мкм, а с помощью метода  лиофильной сушки - 
с размером пор до 100 мкм. Нетоксичность поли(L,L)-лактида для стромальных клеток, а 
также определенные физико-механические характеристики позволяют использовать этот 
материал для тканевой инженерии дефектов соединительных тканей (26). Однако 
гидрофобные свойства поверхности скаффолдов ограничивают прикрепление к ним клеток 
(27). Также в процессе исследований было выявлено, что немодифицированный полилактид 
обладает некоторой остеоиндуктивной способностью для ММСК костного мозга кролика (28). 
Модификации полилактидных поверхностей коллагеном I типа или фибрином привели к 
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увеличению гидрофильности материала и усилению его остеоиндуктивных свойств (28, 29). В 
последних экспериментах, в которых изучалось влияние модификации полилактида 
глицерофосфатом кальция на остеогенную дифференцировку ММСК костного мозга кролика, 
было обнаружено, что клетки, инкубировавшиеся на модифицированных полилактидных 
пленках, более высокими темпами нарабатывали кристаллы кальция по сравнению с 
клетками, инкубировавшимися на необработанной поверхности полилактида, и контролем – 
культуральным пластиком (неопубликованные данные). 

В 2015 г. совместно с сотрудниками Отделения фтизиоостеологии и ортопедии ФГБУ 
«Санкт-петербургский НИИ фтизиопульмонологии» (СПб НИИФ) начаты исследования по 
выбору оптимального остеозамещающего материала для пластики операционных дефектов в 
радикально- и реконструктивно-восстановительной хирургии туберкулеза костей и суставов. 
Работы проводятся в рамках государственного задания «Доклиническое исследование 
биомедицинских клеточных продуктов и наноструктурированных материалов для 
профилактики и лечения туберкулеза». Актуальность исследований обоснована 
необходимостью поиска и разработки новых методов пластической восстановительной 
хирургии костно-суставного туберкулеза. Опыт по использованию в СПб НИИФ ряда 
коммерческих остеозамещающих материалов для пластики дефектов кости выявил 
необходимость дополнительной стимуляции регенерации костной ткани при лечении 
туберкулезных оститов (30-32). На данный момент проведено сравнительное изучение 
токсичности и биосовместимости четырех остеозамещающих материалов: “Биосит Ср-
Элкор”(ООО ПК «Элкор», Россия), OSTEOSET-T («Wright Medical Technology», USA), Orthoss 
(«Geistlich», Germany), ЛитАр (ЗАО «ЛитАр», Самара, Россия) в условиях in vitro на  
постоянной линии  клеток остеосаркомы человека HOS (TE 85, CLONE F5), ММСК костного 
мозга новорожденного кролика и остеоцитах, полученных из ММСК методом индукции. 
Морфологию клеток и их распластывание на поверхности материалов исследовали с 
помощью сканирующей электронной микроскопии на разных сроках инкубации. Проводили 
также прижизненные наблюдения за морфологией клеток, культивируемых в присутствии 
материалов в течение 7 сут. Токсичность материалов для клеток анализировали с помощью 
МТТ-теста. Исследовали влияние остеозамещающих материалов на пролиферативную 
активность клеток. Было показано, что материалы различались по токсичности и 
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адгезивности. Наиболее адгезивными и наименее токсичными для клеток оказались 
материалы «Биосит СР-Элкор» и Orthoss (неопубликованные данные).  

Несмотря на то, что первые клеточные технологии для хондропластики стали применяться 
в лечебной практике с 1987 г., до сих пор не решены проблемы, связанные с высокой 
травматичностью используемых методов для пациента и неполным восстановлением 
хрящевой ткани (в частности, формированием волокнистого хряща вместо гиалинового). 
Работы, которые проводятся в настоящее время, касаются как подбора биодеградируемого 
материала со свойствами высоко организованного плотного межклекточного матрикса хряща, 
так и выявления подходящего типа клеток и способа введения клеток в матрикс (33). При 
участии сотрудников Научно-исследовательского детского ортопедического института имени 
Г.И.Турнера проводились испытания ТИК хрящевой ткани, состоящей из аллогенных ММСК 
костного мозга кролика в коллагеновом геле высокой плотности. После трансплантации ТИК в 
дефект зоны роста большеберцовой кости кролика через 8 недель на рентгенограммах было 
обнаружено развитие деформаций костей кроликов, а гистохимический анализ выявил 
наличие зон роста столбчатых клеток, вырабатывающих коллаген II типа и протеогликаны. На 
основании полученных данных были сделаны выводы о необходимости трансплантировать 
недифференцированные ММСК, подобрав другую матрицу-носитель, так как гель коллагена 
очень быстро подвергался деградации (34, 35).  

В настоящее время проводятся исследования по разработке условий заселения и 
культивирования хондроцитов кролика на полилактидных трехмерных скаффолдах. В рамках 
проекта были получены диплоидные культуры хондрогенных клеток из фрагментов суставного 
хряща новорожденного кролика. Проведен сравнительный анализ разных вариантов 
предобработки полилактидных скаффолдов для последующего заселения и культивирования 
на них культуры клеток хряща. Наличие жизнеспособных клеток оценивали с помощью 
методов прижизненной микроскопии и МТТ-тестирования. В результате экспериментов было 
обнаружено, что предобработка ростовой средой и нанесение клеток на скаффолд в составе 
коллагенового геля – это наиболее оптимальные условия культивирования хондроцитов 
кролика в составе ТИК, так как все помещенные на материал клетки остаются заключенными 
в гель и сохраняют жизнеспособность (36).  

Таким образом, наш опыт показывает, что методологические подходы, используемые в 
Отделе клеточных культур Института цитологии РАН при получении ТИК, являются 
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перспективными, а многообещающие результаты могут стать фундаментальной основой 
разработки ТИК для регенеративной медицины. 

Выражаем благодарность ведущим сотрудникам СПб НИИФ А.А. Вишневскому и М.С. 
Сердобинцеву за помощь в обсуждении результатов.  

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (проект № 14-
50-00068). 
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В обзоре представлены результаты исследований роли лизофосфатидиловой кислоты в 
регуляции нормальных и патологических процессов. Лизофосфатидиловая кислота (LPA) 
представляет собой фосфолипидный медиатор и играет важную роль в процессах воспаления 
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и заживления ран, что обусловлено её способностью регулировать различные клеточные 
функции, такие как миграция, пролиферация и дифференцировка. LPA действует на клетки 
как аутокринная или паракринная сигнальная молекула. Молекулы LPA взаимодействуют на 
поверхности клеток со специфическими G-белок связанными рецепторами, в результате чего 
активируется ряд внутриклеточных сигнальных каскадов, основным из которых является 
сигнальный путь Rho.Также LPAпринимает участие в патогенезе ряда заболеваний, таких как 
атеросклероз, фиброз, респираторные расстройства и рак. 

Ключевые слова: лизофосфатидиловая кислота, аутотаксин, сигнальный путь Rho, 
канцерогенез. 

 
Лизофосфолипиды являются производными мембранных фосфолипидов, которые 

синтезируются как в результате нормального липидного метаболизма, так и в ходе активации 
клеток под действием различных стимулов. Особый интерес вызывает LPA, которая 
выполняет роль вторичного посредника и участвует в разнообразных клеточных процессах, 
возникающих в ответ на широких спектр стимулов [1]. В организме млекопитающих LPA 
представлена смесью насыщенных (16:0,18:0) и ненасыщенных (16:1,18:1,18:2, 20:4) 
изомеров, которые обнаруживаются в различных биологических жидкостях [2]. Наиболее 
подробно охарактеризованным источником LPA в организме человека является сыворотка 
крови, где концентрация LPA составляет 1-5 μΜ, а  доли основных изомеров оцениваются как 
18:2 (30%), 20:4 (39%) и 18:1 (9%). Поскольку суммарная концентрация LPA в свежей плазме 
крови здорового человека значительно меньше, чем в сыворотке, то считается, что в 
сыворотке LPA появляется в результате свёртывания крови, в частности, источником LPA в 
сыворотке являются тромбоциты [3]. Однако LPA не присутствует в тромбоцитах в готовом 
виде, а является продуктом ферментативного гидролиза мембранных фосфолипидов при 
помощи различных фосфолипаз. Основным предшественником LPA считается 
лизофосфатидилхолин, который присутствует в крови в достаточно высокой концентрации 
(~190 μM), в основном в связанной с альбумином или липопротеинами форме. При этом было 
показано, что диета непосредственно влияет на концентрацию в крови 
лизофосфатидилхолина, но не влияет на уровень LPA, что может говорить либо о высокой 
скорости обмена LPA, либо о наличии других путей ее синтеза [4]. Другим предшественником 
LPA может быть фосфатидная кислота, которая в незначительных количествах присутствует 
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во всех клеточных мембранах [5]. Предполагается, что гидролиз фосфатидной кислоты может 
осуществляться в плазматической мембране или в цитоплазме клеток при помощи 

фосфолипаз А1 и А2, а внутриклеточная LPA может секретироваться. Однако прямые 

доказательства секреции LPA какими-либо типами клеток in vivo на сегодня отсутствуют [6]. 
Наиболее подробно охарактеризовано образование LPA в ходе отщепления от 
лизофосфатидилхолина холиновой группы при помощи фосфолипазы D (ENPP2), иначе 
называемой аутотаксином (ATX). ATX может находиться как в мембранно-связанном 
состоянии, так и в растворённой форме в плазме крови [7]. 

В норме LPA – это фактор выживания клеток, который поддерживает их нормальную 
пролиферацию, жизнеспособность, синтез факторов роста. Выделение LPA в очагах 
воспаления стимулирует фибробласты к выполнению их функций, связанных с заживлением 
ран и ангиогенезом. LPA взаимодействует на поверхности клеток с семейством G-белок 
связанных трансмембранных рецепторов (LPARs), которые активируют широкий спектр 
внутриклеточных сигнальных каскадов. Одним из основных белков, активируемых при 
действии LPA, является малая ГТФаза семейства Rho. Активация Rho пути вызывает 
реорганизацию актинового цитоскелета клеток [8]. В частности, было показано, что LPA-
зависимая активация Rho пути в немышечных клетках приводит к сборке сократимых 
актомиозиновых филаментов � стресс-фибрилл [9]. 

При анализе экспрессии генов в эмбриональных фибробластах мыши было обнаружено, 
что LPA индуцирует гены, вовлечённые в стимуляцию роста и реорганизацию цитоскелета, а 
также ряд генов, кодирующих секретируемые факторы, включая хемокины, факторы роста, 
цитокины, проангиогенные и профиброзные факторы, компоненты системы активатора 
плазминогена и металлопротеиназы. Через 30 мин воздействия LPA активируются гены 
раннего ответа, включающие Edn1 (эндотелин 1), Fgf16, NfkbIa (ингибирующая субъединица 
NF-kappaB) и несколько генов протеинкиназ (Bmp2k, Plk2, Tesk2, Pim1). На более поздних 
сроках активируется набор LPA-специфичных генов, ассоциированных с цитоскелетом, 
особенно гены, кодирующие различные изоформы актина, палладин, винкулин, Arp2/3, 
кальпонины, Rho ГТФазу, Rho-киназу, миозин Х и субъединицы интегринов [10]. 

В экспериментах на клеточных культурах было показано, что путь Rho/ROCK вовлечён в 
продукцию протеолитических ферментов, приводящих к LPA-индуцированной инвазии клеток 
рака яичника. LPA вызывает экспрессию матриксной металлопротеиназы MMP-9 в клетках 
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линий CAOV-3 и PA-1 [11].  Показано, что предобработка этих клеток ингибитором Rho/ROCK 
(Y-27632) значительно снижает в них LPA-индуцированную экспрессию протеолитических 
ферментов. Кроме того, Y-27632 снижает LPA-индуцированную активацию транскрипционного 
фактора NF-kappaB, что критично для экспрессии протеолитических ферментов и инвазии 
клеток. Таким образом, показан механизм, в котором LPA вызывает развитие рака яичников 
через координированную активацию сигнального пути Ras/Rho/ROCK/NF-kappaB и секрецию 
протеолитических ферментов. Тем не менее, несмотря на большое число данных, 
подтверждающих участие малых ГТФаз семейства Rho и Rho-киназ в регуляции актинового 
цитоскелета и их роль при онкогенной трансформации, конкретные молекулярные механизмы, 
вовлечённые в эти процессы, остаются неясными. 

LPA активно вовлечена в патогенез различных заболеваний, таких как атеросклероз, 
респираторные расстройства и фиброзы [12]. Особую роль LPA играет в канцерогенезе, 
стимулируя развитие опухоли, инвазию и миграцию злокачественных клеток. Первые 
упоминания о LPA в связи с раковыми заболеваниями появились в начале 1990-х годов, когда 
было обнаружено, что LPA выявляется в биопсиях рака толстой кишки [13]. Синтезирующий 
LPA фермент аутотаксин (ATX) был впервые описан, как «аутокринный фактор подвижности», 
секретируемый клетками меланомы [14]. Было показано, что повышенный уровень ATX 
связан с выработкой резистентности к химио- и лучевой терапии. Дальнейшие исследования 
подтвердили роль ATX и LPA в осуществлении ключевых для развития рака функций, включая 
выживание и пролиферацию клеток, инвазию, миграцию и неоваскуляризацию. На клеточных 
культурах было показано, что внесение высоких концентраций LPA способно отменять 
ингибиторный эффект микроокружения, заключающийся в подавлении роста и усилении 
апоптоза раковых клеток. Выяснилось, что LPA способна стимулировать клеточную 
пролиферацию, поэтому нарушения в путях сигналинга LPA могут многочисленными 
способами приводить к гиперпролиферации, вызывать онкогенез и метастазирование [15]. В 
течение последнего десятилетия были накоплены данные, свидетельствующие о роли LPA в 
инициации и развитии некоторых видов рака, таких как рак яичника, молочной и щитовидной 
желёз, простаты, кишечника и меланома. Повышенный уровень LPA в сыворотке крови был 
обнаружен у пациентов с множественной миеломой [16]. 

В настоящее время идёт разработка лекарственных препаратов, регулирующих уровень 
LPA. Ингибиторы ATX используются для терапии рака, ведётся поиск новых лекарств на 
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основе таких ингибиторов. Так,  группа Бриндли  установила, что подавление активности ATX 
снижает рост первичных опухолей молочной железы (до 70 %) [17]. Кроме того, ими было 
показано, что блокирование ATX предотвращает метастазирование опухолей. ATX 
вырабатывается не самими клетками рака молочной железы, а преимущественно 
окружающей молочную железу жировой тканью. По мере того как опухоль растет и вызывает 
воспаление в железе, жировая ткань вырабатывает все больше ATX, усугубляя проблему.Тем 
не менее, метод блокирования эффектов лизофосфатидиловой кислоты позволил на 80 % 
сократить рост опухолей молочной и щитовидной желез. 

Оценка уровня LPA в крови может применяться в клинической практике как 
диагностический признак  при выявлении опухолей, в частности, при ранней диагностике рака 
яичника. Показано, что рак яичника характеризуется достоверным повышением содержания в 
сыворотке крови LPA по сравнению с таковым у практически здоровых женщин. 
Максимальные показатели LPA отмечены у больных со II-й и III-й стадией заболевания. 
Повышенное содержание LPA является фактором, способствующим повышению 
пролиферации и персистенции злокачественных клеток яичника, что указывает на 
прогрессирование злокачественного процесса и связано с ухудшением прогноза [18, 19]. 

Таким образом, приведённые в обзоре результаты исследований различных регуляторных 
эффектов сигнальной молекулы LPA свидетельствуют об её важной роли не только в 
нормальной жизнедеятельности клеток, но и во многих патологических состояниях, в 
частности в онкогенезе. Результаты подобных исследований могут использоваться в ранней 
диагностике ряда онкологических заболеваний, в оценке риска опухолевой прогрессии, а 
также в прогнозировании исхода заболевания. 
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	Binello E. с соавт. (18) также считают очевидным участие СОК в развитии глиом человека высокой степени злокачественности, резистентных к стандартной терапии, и обнаружили, что показатели экспрессии маркера СОК - CD133+ в культурах CT-2A увеличиваются с 2% в клетках монослоя до 31% в клетках нейросфер. Исследование других маркеров СОК (Oct4, Nanog и Nestin) показало различия характеристик клеток монослоя, экспрессирующих Oct4 и Nestin, но не Nanog, и клеток нейросфер, экспрессирующих все три маркера. Кроме того, клетки CT-2A проявили более высокую активность пролиферации и туморогенность по сравнению с клетками U87. При этом клетки нейросфер линии CT-2A имели более высокий пролиферативный потенциал, чем клеточный монослой in vitro. В связи с этим авторы предлагают использовать эту модель в доклиническом тестировании новых терапевтических средств против СОК глиом человека высокой степени злокачественности (18).

