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Введение. Глиобластома (ГБМ) – наиболее распространенная злокачественная опухоль
головного мозга у взрослых, выживаемость пациентов составляет не более 5%. Одним из
факторов резистентности ГБМ к терапии является популяция клеток опухоли, обладаю-
щая стволовыми свойствами – стволовые клетки глиобластомы (СКГ), которые служат
драйверами рецидивов. По профилю экспрессии генов СКГ можно классифицировать на
два подтипа: проневральный и мезенхимальный [1]. СКГ мезенхимального подтипа харак-
теризуются наибольшей устойчивостью к химиотерапии. Известно также, что химиорези-
стентность ГБМ может обеспечиваться устойчивостью клеток опухоли к окислительному
стрессу. Чтобы выяснить, какую роль этот фактор играет в поддержании химиорезистент-
ности ГБМ, целью настоящей работы является исследование активности антиоксидантных
систем СКГ с различной чувствительностью к терапии [2].

Материалы и методы. В работе использовали 6 первичных культур СКГ, получен-
ных в нашей лаборатории из опухолевого материала пациентов с диагнозом ГБМ. Клетки
культивировали на бессывороточной среде с добавлением факторов эпидермального фак-
тора роста (EGF) и основного фактора роста фибробластов (bFGF), чтобы сохранить
фенотип СКГ исходной опухоли [3]. Для валидации стволовых свойств полученных кле-
ток их дифференцировали путем культивирования в среде, содержащей фетальную бы-
чью сыворотку (ФБС), после чего анализировали изменение экспрессии фенотипа клеток
при дифференцировке методами ПЦР в реальном времени и иммуноцитохимии. Затем с
помощью цитотоксического теста характеризовали устойчивость клеток к темозоломиду
(ТМЗ) – основному химиопрепарату, применяемому для лечения ГБМ. Далее оценива-
ли активность антиоксидантных систем СКГ, определяя величину экспрессии ключевых
генов антиоксидантных ферментов – глутатионпероксидазы 1 (GPX1) и тиоредоксинре-
дуктазы 1 (TXNRD1) методом ПЦР в реальном времени, оценивая активность этих фер-
ментов методами ферментативной кинетики, а также измеряя общее содержание внут-
риклеточного глутатиона. На следующем этапе, чтобы изучить роль компонентов анти-
оксидантных систем в поддержании устойчивости СКГ к химиотерапии, проводили по-
давление экспрессии ключевых ферментов антиоксидантной защиты, GPX1 и TXNRD1,
методом РНК-интерференции. Эффективность подавления экспрессии соответствующих
генов валидировали с помощью ПЦР в реальном времени с использованием праймеров,
комплементарных участкам генов GPX1 и TXNRD1. Для оценки редокс-статуса СКГ с
различной устойчивостью к терапии оценивали соотношение глутатиона, для чего в клет-
ках экспрессировали генетически кодируемый биосенсор GRX1-roGFP2, чувствительный
к глутатиону, что позволяет в режиме реального времени наблюдать динамику редокс-
состояния глутатионовой системы в живых клетках, не оказывая значимого влияния на
внутриклеточные процессы.

Результаты. Для анализа были использованы 6 первичных культур СКГ, 3 из которых
имели характеристики проневрального подтипа, а 3 – мезенхимального. Клетки всех 6
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культур демонстрировали стволовые свойства: при культивировании на среде с добавле-
нием ФБС, экспрессия стволовых маркеров СКГ (Sox2, Nestin) снижалась. Кроме того,
под действием сыворотки клетки различных культур дифференцировались по-разному: в
большинстве культур возрастала экспрессия маркеров зрелых астроцитов (GFAP, S100b),
в то время как в некоторых увеличивалась экспрессия маркеров нейрональной диффе-
ренцировки (TUBB3). Все культуры проневрального подтипа демонстрировали чувстви-
тельность к ТМЗ, в то время как две из трех культур мезенхимального подтипа были
устойчивы к этому препарату. При этом культуры проневрального подтипа демонстри-
ровали меньшее содержание глутатиона, более низкую активность тиоредоксинредуктазы
и глутатионпероксидазы, в отличие от культур мезенхимального подтипа. Для дальней-
шего исследования вклада антиоксидантных систем в поддержание устойчивости СКГ
к терапии нами были нами была подобраны малые интерферирующие РНК (siRNA), на-
правленные на подавление экспрессии генов GPX1 и TXNRD1, и эффективность нокдауна
была провалидироовна методом ПЦР в реальном времени. Наряду с этим, для Подобра-
на методика трансфекции клеток сенсором GRX-roGFP2, который будет использован в
дальнейших экспериментах

Выводы. Повышенная активность компонентов глутатионовой и тиоредоксиновой си-
стем может способствовать поддержанию редокс-гомеостаза и защите опухолевых клеток
от индуцированного терапией окислительного стресса. Дальнейшее изучение роли анти-
оксидантных механизмов в поддержании жизнеспособности и химиорезистентности СКГ
может способствовать выявлению новых молекулярных мишеней и разработке подходов,
направленных на повышение эффективности терапии глиобластомы.
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