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РЕЗЮМЕ

В обзоре представлены современные данные о биологических свойствах опухолевых стволовых клеток в глиомах головного мозга. 
Показаны возможности использования метода культивирования клеток и иммуногистохимической идентификации опухолевых ство-
ловых клеток в составе нейросфер (туморосфер), описаны методические особенности культивирования нейросфер.

Представлены данные литературы о зависимости активности нейросферообразования в культуре от степени анаплазии исходных 
тканей глиом с учетом клинических исходов заболевания у нейроонкологических больных. Описаны возможности практического 
использования культивируемых туморосфер в изучении избирательного воздействия антибластических препаратов на опухолевые 
стволовые клетки глиом.
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ОБЗОРЫ

Использование принципов, принятых в исследованиях нормаль-
ных НСК, к изучению популяции ОСК в опухолях головного мозга 
устанавливает связь между нормальным нейрогенезом в мозге  
и туморогенезом. При этом идентификация ОСК в ткани головно-
го мозга обеспечивает мощный инструмент для изучения процесса 
туморогенности в ЦНС, а также для разработки оптимизированных 
методов лечения глиом, направленных на уничтожение ОСК. Нали-
чие популяции ОСК в ткани злокачественных глиом обусловливает 
их клеточную гетерогенность, поскольку они имеют неопределенно 
изменчивый срок жизнеспособности и репродукции, накапливают со 
временем различные мутации и вызывают развитие резистентности 
глиом к адъювантной терапии [2, 15-18].

Идентификация ОСК в клетках злокачественных глиом опреде-
ляется, в первую очередь, иммуноцитохимическим выявлением экс-
прессии нестина – маркера НСК [19, 20]. В то же время, по мнению 
Singh S. K. с соавт. [21], наличие экспрессии CD133 в ОСК злокаче-
ственных глиом является достаточным и необходимым условием для 
инициации роста опухоли после трансплантации ОСК в мозг иммуно-
дефицитных мышей.

Показано также, что экспрессия генов эмбриональных стволо-
вых клеток в ОСК глиобластом поясняет их агрессивную биологию 
[22]. По данным K. Mishima с соавт. [23], D. R. Larks с соавт. [24], 
R. H. Dahlrot с соавт. [25], экспрессия в ОСК злокачественных глиом 

К настоящему времени накоплено большое количество данных, 
предполагающих, что злокачественные глиальные опухоли голов-
ного мозга подобно нормальной нервной ткани формируют клеточ-
ную иерархию из недифференцированных клеток-прогениторов [1].  
В литературе эта популяция самообновляющихся клеток с туморо-
генными свойствами определяется как опухолевые стволовые клетки 
(ОСК), обладающие большим сходством с нейральными стволовыми 
клетками (НСК) нейрогенераторных зон нормального мозга [2, 3]. 
Подобно НСК опухолевые стволовые клетки глиом способны к са-
мовоспроизведению и экспрессируют маркеры первичных нейронов  
и глиоцитов – астроцитов и олигодендроцитов [4-6]. Однако, в отличие 
от нормальных НСК, ОСК функционируют нерегулируемым образом и 
вызывают продолженный рост опухоли после ее первичной резекции.

Считается, что ОСК являются важным звеном в инициации, под-
держании и прогрессировании первичного и продолженного роста 
частично удаленных глиом головного мозга, хотя значение опухоле-
вого микроокружения не менее важно в этих процессах. При этом 
содержание ОСК в ткани глиом нарастает пропорционально повы-
шению степени их злокачественности с параллельным увеличением 
уровней экспрессии иммуноцитохимических маркеров их стволовых 
свойств [4, 7-9]. Общепризнано, что выявление ОСК в различных ти-
пах опухолей, а также в глиомах головного мозга, связано с неблаго-
приятным прогнозом заболевания [10-14].
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стволовых маркеров – подопланина (PDPN), CD133 и нестина – мо-
жет служить прогностическими факторами клинических исходов.  
В то же время рядом авторов признаки экспрессии стволовых марке-
ров в ОСК не признаются прогностически значимыми [26-28]. 

Таким образом, уточненная идентификация и клеточный генез 
ОСК в глиомах головного мозга до сих пор остаются полностью не-
выясненными. Углубленное изучение биологии ОСК в глиомах го-
ловного мозга представляет важное направление иммуноцитохими-
ческих и молекулярно-генетических исследований этих опухолей на 
современном этапе.

Важная роль в этих исследованиях принадлежит эксперимен-
тальному методу культивирования клеток, который позволяет вы-
делять из ткани исходной опухоли популяцию ОСК в составе нейро-
сфер и отслеживать прижизненную динамику их роста. Как отмечают 
D. R. Larks с соавт. [24], возобновляемое формирование нейросфер 
(туморосфер) в культуре является фундаментальным свойством 
ОСК и определяющим фактором, инициирующим рост опухолей  
в ткани головного мозга. Принадлежность культивируемых клеток  
к ОСК доказывается на основании следующих критериев: а) гене-
рация кластеров клональных производных, формирующих нейро-
сферы в культуре; б) самообновление и пролиферация опухолевых 
клеток; в) дифференцировка с воспроизведением фенотипа клеток 
исходной опухоли; г) экспрессия иммуноцитохимических маркеров 
ОСК в нейросфероподобных клеточных кластерах культур.

Учитывая высокую информативность феномена нейросферо- 
образования НСК и ОСК в условиях культивирования, в исследованиях 
последних лет большое внимание уделяется разработке и усовершен-
ствованию способов получения нейросфер из опухолевой ткани глиом 
с дифференцированной идентификацией их клеточного состава.

Существенное влияние на эффективность и динамику нейро-
сферообразования культивируемых ОСК оказывает первоначальная 
плотность посева опухолевых клеток. Так, при низкой клеточной 
плотности посева из образующихся микроагрегатов НСК в бессыво-
роточной среде с наличием ростовых факторов в процессе культи-
вирования образуются неадгезивные колониальные клеточные ско-
пления, названные нейросферами [29]. Позже было показано, что 
клетки, изолированные из детских опухолей мозга и глиобластом, 
при низкой клеточной плотности посева в бессывороточных средах 
также способны формировать нейросферы с высокой способно-
стью к пролиферации и самообновлению, а также могут проявлять 
потенции к мультилинейной дифференцировке в нейрональные  
и глиальные линии с образованием некоторого количества аномаль-
ных клеток со смешанным фенотипом [16].

При высокой плотности посева нейросферы могут агрегировать 
и слипаться между собой [30]. Поэтому количественный показатель 
нейросферообразования в культуре следует считать достоверным 
лишь при первоначально низкой плотности посева опухолевых кле-
ток (< 1•105 клеток/см2) [31]. Несмотря на эти ограничения, метод 
культивирования нейросфер считается высокоинформативным спо-
собом изучения биологии ОСК злокачественных глиом.

Нейросферы представляют собой гетерогенные агрегаты, проис-
ходящие от ранней прогениторной клетки или одной ОСК. При дис-
социации нейросфер клетки таких культур пригодны к серийному 
плейтингу, в котором часть клеток формирует вторичные или тре-
тичные нейросферы на протяжении многих пассажей. На моделях 
интрацеребральной трансплантации ксенографтов таких нейросфер 
доказано формирование инвазивных опухолей [21].

В опытах Qiang L. с соавт. [32] установлено, что обработка сы-
вороткой нейросфер, полученных в культуре глиобластом, ведет  
к астроглиальной дифференцировке части клеток. С другой сто-
роны, обнаружено, что некоторые адгезивные линии глиобластом, 
полученные на средах с содержанием сыворотки, также могут об-
разовывать нейросферы.

Gilbert C. A. с соавт. [33] традиционно выращивали в адгезив-
ной культуре клетки глиобластом в присутствии сыворотки, при 

этом большинство формирующихся нейросфер проявляли туморо-
генные свойства. Однако часть этих культур, в отличие от исходных  
опухолей пациентов с глиобластомами, не обладали инвазивными 
свойствами опухолевого роста при трансплантации в мозг иммуно-
дефицитных мышей. При этом культивированные клетки нейросфер 
экспрессировали высокие уровни иммуноцитохимических маркеров 
дифференцировки, поэтому такие культуры, по мнению авторов, 
оказались непригодными для изучения биологии ОСК.

Клетки нейросфер, полученные при культивировании глиальных 
опухолей мозга в сывороточных средах, экспрессируют такие гены 
НСК, как Musashi-1 (Msi-1), Sox2 и Bmi-1 [34]. Однако в бессыво-
роточных питательных средах клетки нейросфер воспроизводят 
профиль генной экспрессии исходной опухоли более точно, нежели  
в культурах с содержанием сыворотки [8].

Таким образом, ключевым фактором в системе культивирования 
нейросфер является использование бессывороточных сред определен-
ного состава, что обеспечивает рост ОСК в составе нейросфер, посколь-
ку лишь в этих условиях ОСК воспроизводят популяцию клеток с НСК- 
связанными генами и имеют меньше генетических альтераций [33].

Важно отметить, что при культивировании ряда эксперимен-
тальных глиальных клеточных линий индивидуальная вариабель-
ность выхода ОСК в разных линиях колебалась в пределах 1-30%, 
что связано с их различной способностью формировать нейросфе-
ры. В этих экспериментах оказалось также, что большинство клеток  
в нейросферах относятся к более дифференцированным транзитор-
но-амплифицированным клеткам [35].

По наблюдениям Lee J. С. с соавт. [8] активность нейросферо-
образования и морфология нейросфер в бессывороточных пита-
тельных средах меняются со временем на протяжении 4 мес куль-
тивирования. Gilbert C. A. с соавт. [33] наблюдали видоизменение 
структуры нейросфер на протяжении более 20 пассажей от плотных 
кластеров с почти индивидуально неразличимыми клетками до бо-
лее рыхлых клеточных скоплений.

По общему мнению, на воспроизводимость нейросферообра-
зования ОСК глиом в условиях культивирования оказывает влияние 
также время проведения диссоциации нейросфер. Так, при более 
ранней диссоциации нейросфер процент нейросферо-инициирую-
щих клеток увеличивается, а при более поздней диссоциации ней-
росфер повышается вероятность клеточной гибели.

Среди методических приемов, влияющих на эффективность ней-
росферообразования ОСК, большое значение придается также спо-
собам диссоциации нейросфер. Для получения суспензии отдельных 
клеток наиболее часто используется механическая диссоциация 
нейросфер при помощи пипетирования. Наряду с этим применяет-
ся также ферментативная диссоциация нейросфер с помощью ряда 
ферментов. Однако использование, к примеру, протеаз может вы-
зывать повреждение поверхностных клеточных мембран и марке-
ров, в частности СD133, что приводит к недооценке количества ОСК  
в клеточной суспензии и неэффективной их сортировке. Тем не 
менее ряд лабораторий успешно получают культуры нейросфер из  
глиобластом, используя ферментативную диссоциацию ткани опухо-
ли и культивирование клеток в бессывороточной среде с добавлени-
ем ростовых факторов [8, 24, 36-39].

Метод рН-диссоциации нейросфер является менее жестким по 
отношению к клеткам, чем традиционная механическая диссоциа-
ция, и не влияет на свойства ОСК в культуре. Так, Gilbert C. A. с соавт. 
[33] применили кратковременную диссоциацию нейросфер в сильно 
щелочной среде при мягком пипетировании и благодаря этому обе-
спечили эффективное поддержание опухолевых нейросфер в пер-
вичных культурах на протяжении многих пассажей.

Изучение структуры нейросфер представляет определенные 
трудности. Так, наличие дифференцированных клеточных потомков 
и возникновение некрозов в нейросферах, образующихся в резуль-
тате плотной клеточной упаковки, угнетает диффузию ростовых 
факторов к большинству клеток [40].
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формировали нейросферы. Стволовые свойства этих клеток под-
тверждены развитием злокачественной глиомы в мозге иммуноде-
фицитных мышей NOD/SCID после стереотаксической внутримозго-
вой трансплантации.

По наблюдениям авторов, ОСК рецидивирующей глиобластомы 
того же пациента показали более высокую, чем в первичной опухо-
ли, экспрессию CD133 как в нативной ткани, так и в культуре. Вы-
деленные из этой глиобластом CD133+ опухолевые клетки пролифе-
рировали в условиях мягкого агара с образованием колоний разных 
размеров. Отмечено также, что CD133+ клетки прилипали к фибро-
нектину в питательной среде с наличием сыворотки и распласты-
вались с образованием нейритоподобных отростков, отражающих 
проявление фенотипических признаков нейрогенной дифференци-
ровки, подтвержденной выявлением экспрессии маркеров диффе-
ренцировки GFAP и β-тубулина.

При отсутствии общепринятого набора маркеров ОСК Hassel-
bach L. A. с соавт. [31] предложили использовать клетки, полученные  
в результате сортинга обычных ОСК-обогащенных культур. Клетки 
глиобластом, отобранные по способности образовывать нейросферы  
в питательной среде культур с ростовыми факторами, экспрессировали 
маркеры НСК. При этом экспрессия Sox2 и нестина постоянно выявля-
лась в клетках нейросфер, в то время как белок CD133 присутствовал 
лишь в нейросферах, образованных клетками глиобластом [38].

Hasselbach L. A. с соавт. [31] оптимизировали также протокол 
ферментативной диссоциации опухолевой ткани глиобластом на 
материале более 100 образцов. В долгосрочных культурах эффек-
тивность получения нейросфер составила более 40%. Такие нейрос-
феры демонстрировали туморогенность, мультилинейный диффе-
ренцировочный потенциал, сохраняли генотип оригинальной опухоли,  
в отличие от культур с наличием 10% фетальной сыворотки, а также 
воспроизводили гистоструктуру оригинальной опухоли после ортото-
пической имплантации ОСК в мозг иммунодефицитных мышей.

Кроме того, в работе приведены альтернативные протоколы по-
стоянного или периодического культивирования опухолей в бессы-
вороточной среде в присутствии EGF и bFGF. Для селекции клеток 
с фенотипом ОСК авторами разработан пошаговый протокол полу-
чения нейросфер из диссоциированных хирургических образцов 
глиобластом в монослойных культурах, растущих на поверхностях, 
покрытых протеином.

В другой серии исследований Hasselbach L. A. с соавт. [31] про-
вели сравнение первичных клеток глиобластом, культивированных 
либо в среде для нейросфер с добавлением факторов роста, либо 
в традиционной питательной среде с добавлением 10% фетальной 
сыворотки. Изоляция ОСК из диссоциированных клеток опухолей 
глиобластом проводилась при помощи клеточного сортинга, осно-
ванного на экспрессии маркера ОСК CD133 [21, 45]. При этом ока-
залось, что фенотип ОСК не постоянно связан с экспрессией этого 
маркера, на что указывают также Beier D. с соавт. [46], Joo K. M.  
с соавт. [47], Son M. J. с соавт. [48]. 

V. Clement с соавт. [49] также считают, что предлагаемый в ка-
честве маркера ОСК CD133 не может использоваться с достаточной 
специфичностью для идентификации опухолевых клеток со стволо-
выми свойствами. В связи с этим авторы предложили альтернатив-
ный метод изоляции субпопуляции свежевыделенных опухолевых 
клеток из ткани глиомы человека и культур глиомы, основанный на 
фенотипических признаках глиома-инициирующих клеток без ис-
пользования молекулярных маркеров, а именно на способности ис-
следуемых клеток к автофлюоресценции на канале FL1. Показано, 
что такие клетки способны к самовозобновлению in vitro, тумороге-
незу in vivo и избирательно экспрессируют гены стволовых клеток. 
По мнению авторов, данный метод в исследовании туморогенного 
потенциала глиом может оптимизировать разработку новых тера-
певтических и диагностических подходов в лечении глиом человека. 

Таким образом, в многочисленных исследованиях, посвященных 
методам изоляции и идентификации ОСК в злокачественных глиомах 

S. Facchino с соавт. [41] показали, что очищенные CD133+ клет-
ки глиобластом головного мозга образуют нейросферы в культуре,  
а в присутствии индукторов дифференцировки могут дифференци-
роваться в глиальные клетки и нейроны. По мнению авторов, CD133+ 
клетки, выделенные из глиобластом, могут индуцировать очень 
агрессивные опухоли при трансплантации в мозг мышей в экспери-
менте in vivo. Такие опухоли резистентны к химио- и радиотерапии 
и именно они ответственны за развитие опухоли и ее продолженный 
рост после традиционного лечения этих пациентов с глиобластомами.

Yi L. с соавт. [42] обнаружили, что нейросферы, полученные при 
культивировании из первичной глиобластомы человека, а также из 
мышиной клеточной линии глиобластом (GL261-NS), при введении  
в мозг сингенных мышей продемонстрировали повышенную туморо-
генность, образуя злокачественные глиомы в мозге этих животных.

Показано также, что опухолевые клетки, полученные из образ-
цов человеческих глиом, могут расти и как адгезивные культуры на 
обработанных ламинином субстратах в бессывороточной среде для 
культивирования нейросфер. Преимуществом адгезивных культур 
является одинаково эффективный доступ всех клеток монослоя  
к ростовым факторам, препятствующим дифференцировке и апоп-
тозу. В адгезивных культурах глиом ОСК менее гетерогенны в срав-
нении с культурой нейросфер и почти все клетки экспрессируют 
маркеры ОСК – Sox2, nestin, CD133 и CD44. Лишь некоторые из этих 
клеток экспрессируют маркеры дифференцировки. При внутримоз-
говой инъекции иммунокомпетентным мышам лишь 100 клеток из 
адгезивных культур формировались инвазивные опухоли мозга.  
В связи с этим считается, что адгезивные культуры ОСК представля-
ют 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. [43] разработали оптимальный метод полу-
чения нейросфер из первичной культуры глиобластом человека  
с последующим отбором CD133+ клеток, которые формировали 
субсферы из CD133+ субпопуляции. В клетках субсфер были иден-
тифицированы маркеры GFAP, CD133, nestin, Nanog, CD34, Sox2, 
CD44 и CD90. Авторы установили, что нейросферы, полученные из 
первичной культуры глиобластом, содержат на 29% больше кле-
ток, экспрессирующих CD133 в сравнении с клетками из нативной 
опухоли. Это означает более высокую концентрацию CD133+ клеток  
в нейросферах, образующихся именно в первичной культуре глио-
бластом, в которых около 89% клеток экспрессируют CD133 против 
60% CD133+ клеток, полученных из нативной опухоли.

В работе Li S. C. c соавт. [44] рассмотрен вопрос о признаках 
идентичности и отличий ОСК и НСК из нейрорегенераторных ре-
гионов субвентрикулярных и гиппокампальных зон головного мозга. 
При анализе взаимосвязи между ОСК и нормальными НСК особое 
внимание уделено маркеру НСК CD133, который с большим постоян-
ством выявляется в клетках глиом головного мозга, особенно  
в глиобластомах. 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+ ОСК 
от CD133+ нормальных НСК [32]. В связи с этим в литературе активно 
обсуждается вопрос о разработке противоопухолевой терапии, на-
правленной на разрушение именно опухолевых CD133+ стволовых 
клеток без повреждения нормальных НСК.

Li S. C. c соавт. [44] удалось изолировать ОСК из ткани редкого 
типа глиобластом человека, поражавшей нейрогенераторную зону 
стенки бокового желудочка головного мозга. Микроскопически эта 
глиобластома имела характерную гистоструктуру с выраженным 
клеточным полиморфизмом, высокой митотической активностью 
и некротическими очагами различной протяженности. Выделенные 
из ткани этой глиобластом CD133+ клетки экспрессировали так-
же маркеры ОСК: нестин, CD133, Ki67, Sox2, EFNB1, EFNB2, EFNB3,  
Cav-1, Musashi, Nucleostemin, Notch2, Notch4, Pax6. В бессывороточ-
ных культурах с наличием факторов роста EGF и bFGF CD133+ клетки 
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головного мозга, метод культивирования нейросфер получил ши-
рокое распространение и стал определяющим подходом благодаря 
возможности сохранения молекулярных особенностей ОСК исход-
ных тканей глиобластом и их туморогенного потенциала [8, 16, 24, 
36, 37, 39, 50-52].

Большой интерес представляют работы, в которых анализиру-
ется прогностическое значение активности нейросферообразования  
в культуре и экспрессии маркеров ОСК для клинической оценки ис-
ходов злокачественных глиом головного мозга [22, 53-57].

На основании этих исследований установлена тесная взаимо-
связь между клиническими исходами и содержанием ОСК в ткани 
глиом, что подтверждается формированием туморосфер в культуре, 
экспрессией стволовых маркеров и генетическими признаками ОСК 
[9-13, 22, 24, 53-58]. 

Так, Laks D. R. с соавт. [24] в ретроспективном исследовании на 
образцах 32 глиом в культуре изучали соотношение между их спо-
собностью к нейросферообразованию, туморогенностью и исхо-
дом болезни пациентов. На основании мультивариантного анализа  
взаимосвязи между этими показателями установлено, что актив-
ность формирования нейросфер является стойким прогностическим 
признаком прогрессии глиомы, исхода заболевания, а также повы-
шенного риска смерти пациента независимо от индекса пролифера-
ции Ki67 в исходной ткани опухоли. Авторы утверждают, что культу-
ра нейросфер является информативной моделью для исследования 
биологии злокачественных глиом.

B. H. Kong с соавт. [59] при культивировании образцов глиобла-
стом 39 пациентов, получавших после операции химиотерапию и ра-
диотерапию, наблюдали формирование туморосфер, в которых ОСК 
экспрессировали иммуноцитохимические маркеры PDPN, CD133  
и нестин, а также проявляли способность к нейрогенной дифферен-
цировке и индукции туморогенеза in vivo. Анализ зависимости уров-
ней нейросферообразования ОСК в культуре и критерия выживаемо-
сти пациентов показал статистически достоверные различия полной 
выживаемости у позитивных и негативных по выявлению ОСК па-
циентов с первичной глиобластомой. B. H. Kong. с соавт. [59] также 
считают, что оценка активности туморосферообразования глиобла-
стом в культуре является независимым прогностическим фактором 
клинического исхода у этих пациентов. В то же время авторы пред-
полагают, что в связи с временной длительностью культивирования 
опухолей для получения нейросфер этот метод может оказаться 
неприемлемым для прогнозирования исхода болезни при первич-
ных глиобластомах с коротким периодом выживаемости пациентов.  
В таких случаях более предпочтительной является оценка экспрес-
сии поверхностных антигенов ОСК в нативной ткани этих опухолей. 

Углубленное изучение биологии ОСК приобрело особо важное 
теоретическое и практическое значение для совершенствования ме-
тодов повышения эффективности адъювантной терапии опухолей 
головного мозга. Этой цели посвящены исследовательские разра-
ботки ряда мировых лабораторий. Считается, что именно субпопуля-
ция ОСК может быть критической терапевтической мишенью для до-
стижения полного или долгосрочного ответа злокачественных глиом 
на их терапевтическое лечение [54, 60, 61]. 

К настоящему времени установлено, что клетки глиомы, обога-
щенные субпопуляцией ОСК, выявляют повышенную резистентность 
к облучению – основному стандартному средству в лечении злока-
чественных глиом, поскольку именно ОСК активируют пути внутри-
клеточного ответа на радиационные повреждения ДНК, быстро их 
репарируя [45]. Кроме того, ОСК играют ключевую роль в образо-
вании новых кровеносных сосудов, обеспечивающих прогрессивный 
и продолженный рост злокачественных глиом после частичного их 
удаления [62].

Ранее K. Mishima с соавт. [23] и А. Ernst с соавт. [63] сообщали, 
что экспрессия PDPN оказалась прогностически значимой у пациен-
тов с астроцитомами. Экспрессию нестина в ОСК T. Strojnik с соавт. 
[64] и CD133 R. Pallini с соавт. [65] связывали с плохими исходами 

опухолей мозга и многих раков. Однако при анализе взаимосвязи 
между экспрессией отдельных иммуноцитохимических маркеров 
PDPN, CD133 и нестина в ОСК культур и выживаемостью пациен-
тов с глиобластомами Kong B. H. с соавт. [59] не удалось выявить 
отчетливых закономерностей. Так, оказалось, что среднее время 
выживаемости в группах больных с позитивной и негативной экс-
прессией PDPN в ОСК оказалось сходным, составляя 400 и 408 дней 
соответственно. При этом экспрессия CD133 и нестина выявлена  
в культивированных ОСК большинства пациентов. Лишь в одном 
случае обнаружена негативная экспрессия этих маркеров в культурах 
клеток глиобластом, поэтому авторы не смогли провести статистиче-
ское сравнение этих двух групп. Аналогичные результаты получены 
Chinnaiyan P. с соавт. [66].

В последние годы ОСК злокачественных глиом стали исполь-
зоваться для тестирования противоопухолевых препаратов. С этой 
целью все чаще привлекаются культуры ОСК нейросфер, получен-
ных из экспериментальных линий злокачественных глиом, которые 
считаются общепринятой доклинической моделью для разработки 
новых терапевтических стратегий.

Наиболее перспективными моделями являются высокоинвазив-
ные интракраниальные опухоли мышей линии СТ-2А, полученной из 
злокачественной астроцитомы, индуцированной интрацеребраль-
ным введением 20-methylcholanthrene мышам линии C57/BL6 [18]. 
На культурах нейросфер этой линии E. Binello с соавт. [18] подтвер-
дили стволовые свойства ОСК, а также оптимизировали воспроизво-
димость инъекционных параметров.

E. Binello с соавт. [18] также считают очевидным участие ОСК  
в развитии глиом человека высокой степени злокачественности, ре-
зистентных к стандартной терапии, и обнаружили, что экспрессия 
маркера ОСК CD133 в культурах CT-2A увеличивается с 2% в клет-
ках монослоя до 31% в клетках нейросфер. Исследование маркеров 
ОСК (Oct4, Nanog и нестин) показало различия характеристик клеток 
монослоя, экспрессирующих Oct4 и нестин (но не Nanog), и клеток 
нейросфер, экспрессирующих все три маркера. Кроме того, клетки 
CT-2A показали более высокую пролиферацию и агрессивность по 
сравнению с клетками U87, а клетки нейросфер 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 про-
тив глиом человека высокой степени злокачественности [18].

Burkhardt J. K. с соавт. [67] провели сравнительное исследова-
ние воздействия ряда химиотерапевтических агентов на нейральные 
стволовые/прогениторные клетки (НСК) и ОСК глиомы на клеточных 
линях НСК и ОСК в условиях культивирования. Показано, что НСК 
в сравнении с ОСК более уязвимы к воздействию, в частности, те-
мозолимида и карбоплатина. Классическая экспрессия MGMT была 
сходной в обеих клеточных линиях и не объясняет наблюдаемых раз-
личий в резистентности клеток к темозолимиду. В то же время не 
отмечено различий между ОСК и НСК в экспрессии репарирующих 
ферментов MLH1 и MLH2, ответственных за развитие резистент-
ности к цисплатину. Однако ОСК глиомы показали в 10 раз более 
высокий уровень ABCG2, который способствует удалению из клетки 
токсичных препаратов. 

Авторы обнаружили также, что Bortezomib (BTZ) – протеасомный 
ингибитор, и Erlotinib (ERL) – EGF ингибитор тирозинкиназы, снижа-
ли жизнеспособность ОСК, минимально воздействуя на НСК. После 
лечения больных BTZ установлено значительное повышение актив-
ности каспазы-3 – ключевого фермента апоптоза, в ОСК при отсут-
ствии этого признака в НСК. Однако, в отличие от ОСК глиом, актив-
ность протеасом в НСК оказалась повышенной в 5-7 раз. Эффект 
воздействия ERL на ОСК глиом Burkhardt J. K. с соавт. [67] поясняют 
более высоким уровнем экспрессии рецептора эпидермального фак-
тора роста (EGFR), в отличие от НСК. 

Gong Х. с соавт. [68] показали, что протеасомный ингибитор 
Bortezomib и рецептор ингибитор тирозинкиназы Erlotinib снижают 
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пролиферацию именно ОСК глиом, не влияя на жизнеспособность 
НСК. В то же время установлено, что широко применяемые для ле-
чения глиом Temozolomide и цисплатин оказались более токсичными 
для нормальных НСК в сравнении с ОСК. Таким образом, обнаруже-
но, что классические химиотерапевтические препараты, используе-
мые для лечения глиобластом, в условиях in vitro выявляют различ-
ные эффекты воздействия на НСК и ОСК.

Основным выводом приведенных работ является необходи-
мость поиска лекарственных средств, избирательно воздействую-
щих на ОСК глиомы, не повреждая при этом здоровую ткань мозга 
и нормальные НСК [67, 68]. Представленные наблюдения могут 
инициировать новые направления исследований в поисках проти-
воопухолевых агентов, специфичных для ОСК и не влияющих на 
нормальные НСК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

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

Привлечение с этой целью экспериментального метода культивирования тканей внесло существенный вклад в решение проблемы. 
Общепризнано, что метод культивирования обеспечивает широкие возможности для выделения из ткани исходных опухолей попу-
ляции ОСК в составе нейросфер, позволяет прижизненно наблюдать динамику их роста на протяжении многих пассажей и является 
высокоинформативным способом изучения биологии ОСК злокачественных глиом. Многочисленными исследованиями показано, что 
возобновляемое формирование нейросфер (туморосфер) в культуре является фундаментальным свойством опухолевых стволовых кле-
ток, которые инициируют рост опухолей в ткани головного мозга. При этом количественная оценка активности нейросферообразова-
ния опухолевых стволовых клеток в динамике культивирования отражает степень пролиферативного потенциала и злокачественности 
исходных опухолей.

Важным аспектом в изучении биологии ОСК являются также их метаболические характеристики. Метод культивирования, позволя-
ющий выделять из ткани опухоли популяции этих клеток, создает возможность иммуногистохимической и генетической идентификации 
клеточного состава нейросфер и поэтому широко используется с целью сравнительного исследования ОСК, полученных из ткани глиом 
головного мозга различной гистоструктуры и степени анаплазии.

С помощью метода культивирования экспериментальных клеточных линий глиом удалось выявить также индивидуальные коле-
бания выхода опухолевых стволовых клеток из разных глиальных линий, что свидетельствует о различной способности формировать 
нейросферы и указывает на различные соотношения между содержанием активно пролиферирующих ОСК и более дифференцированных 
транзиторно-амплифицированных клеток в исходной ткани этих опухолей.

В последние годы культуры нейросфер, полученные из опухолей мозга человека и экспериментальных животных, стали использо-
вать 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 глиобластом, в условиях культивирования выявляют различные эффекты при воздействии на нормальные 
НСК и ОСК. Основным выводом проанализированных работ является необходимость поиска лекарственных средств, избирательно воз-
действующих на опухолевые стволовые клетки глиом, не затрагивая при этом здоровую ткань мозга и нормальные НСК. Эти наблюде-
ния могут инициировать новые направления исследований в поисках повреждающих агентов, специфичных для ОСК и не влияющих на 
нормальные НСК. Анализ результатов приведенной литературы подтверждает актуальность разработки новых терапевтических подходов, 
направленных против опухолевых стволовых клеток глиом с привлечением метода культивирования.
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