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Нормальные CD4+-Т-лимфоциты человека способны претерпевать злокачественную трансформацию
при длительном культивировании в условиях повышенной экспрессии эндонуклеазы G (EndoG) и при
воздействиях, повреждающих ДНК. Цель настоящей работы – биохимическая и цитогенетическая харак-
теристика трансформированных ex vivo CD4+-Т-лимфоцитов человека, а также биохимическая и морфо-
логическая характеристика опухолей, развившихся у бестимусных мышей после трансплантации им таких
лимфоцитов. Активность теломеразы была значительно выше в образцах развившихся опухолей, при этом
длина теломер в них была снижена по сравнению с контрольными нормальными клетками. В злокаче-
ственно трансформированных клетках обнаружен высокий уровень хромосомных аберраций. Злокаче-
ственная трансформация CD4+-Т-лимфоцитов и процессы опухолевого образования сопровождались из-
менением экспрессии генов белков, регулирующих клеточный цикл. По гистологическому строению но-
вообразования соответствовали многокомпонентным Т-клеточным лимфомам и панникулитоподобным
лимфомам. Таким образом, трансформированные CD4+-Т-лимфоциты способны образовывать злокаче-
ственные опухоли различной гистогенетической принадлежности.
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В настоящее время функционирование системы
теломер и теломеразы рассматривается как один из
основных процессов, сопровождающих злокаче-
ственную трансформацию клеток. С одной стороны,
активная теломераза большинства опухолевых кле-
ток поддерживает длину теломер на достаточном для
неограниченной пролиферации уровне (Blackburn,
2005). С другой стороны, укорочение теломер до
критических значений в нормальных соматических
клетках (без активной теломеразы) способствует их
репликативному старению, развитию апоптоза или
злокачественной трансформации (Hanahan, Wein-
berg, 2000; Zhdanov et al., 2017b). Накапливаются
данные, подтверждающие взаимосвязь теломер-свя-
занного репликативного старения и злокачествен-

ной трансформации клеток (Dimri, 2005; Campisi,
2013), вызванной в большинстве случаев факторами,
повреждающими ДНК (Chen et al., 2007; d’Adda di
Fagagna, 2008).

Ранее мы показали, что нормальные активиро-
ванные CD4+-Т-лимфоциты человека способны
претерпевать злокачественную трансформацию по-
сле длительного культивирования ex vivo в условиях
постоянного нелетального повреждения ДНК, вы-
званного сверхэкспрессией апоптотической эндо-
нуклеазы EndoG при трансфекции клеток геном эн-
донуклеазы G (EndoG) (Васина и др., 2017) или в ре-
зультате постоянного действия повреждающего
ДНК агента цисплатина (Жданов и др., 2017). Злока-
чественно трансформированные CD4+-Т-лимфоци-
ты обладали иммунофенотипом Т-клеточной лим-
фомы и были способны образовывать опухоли у бес-
тимусных мышей.

Принятые сокращения: АС – альтернативный сплайсинг,
hTERT – обратная транскриптаза теломеразы человека (hu-
man Telomerase Reverse Transcriptase), TRAP – протокол ам-
плификации теломерных повторов.

УДК 576.385.5:611.42
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Цель настоящей работы – биохимическая и цито-
генетическая характеристика трансформированных
ex vivo CD4+-Т-лимфоцитов человека, а также био-
химическая и морфологическая характеристика
опухолей, развившихся у бестимусных мышей после
трансплантации им таких лимфоцитов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалы. В работе использовали: пробирки с
антикоагулянтом K3EDTA (Greiner Bio-One, Ав-
стрия); фиколл Lympholite-H (Cedarlane, Канада);
CD4+-Isolation Kit (human) (Miltenyi Biotec, Герма-
ния); культуральные флаконы 25 см2 (Corning,
США); культуральную среду RPMI-1640 (Life tech-
nologies, США); IL-2, (R&D Systems, США); антите-
ла анти-CD3 (МедБиоСпектр, Россия); антитела анти-
CD28 (eBiosciences, США); плазмиду pEndoG-GFP
(Clontech, США); цисплатин (цис-диаммин-дихлор-
оплатина(II)) (Sigma, США); набор реагентов для
выделения РНК PureLink RNA Mini Kit (Life Tech-
nologies, США); набор реагентов для реакционной
смеси обратной транскрипции MMLV RT kit и смесь
для ПЦР в реальном времени qPCRmix-HS SYBR
(Evrogen, Россия); синтезированные на заказ прай-
меры (Синтол, Россия); набор реагентов для анализа
экспрессии генов, вовлеченных в развитие опухоле-
вого процесса RT2 Profiler Human Cell Cycle PCR Ar-
ray (SA Biosciences, США); набор реагентов для вы-
деления геномной ДНК PureLink Genomic DNA
Mini Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., США); конко-
валин А и гематоксилин (ПанЭко, Россия); колхи-
цин и стекла для цитогенетического теста (Merck,
Германия); реагент для криоблоков Tissue Tek O.C.T.
Compound (Sakura Finetek, США); эозин (Био-
витрум, Россия).

Получение злокачественно трансформированных
ex vivo CD4+-Т-лимфоцитов человека. Исследование
выполнено на клетках здоровых доноров и одобрено
этическим комитетом Института биомедицинской
химии им. В.Н. Ореховича. Письменное согласие
получено от всех доноров, участвовавших в исследо-
вании. Образцы венозной крови забирали в пробир-
ки с антикоагулянтом K3EDTA. Из крови выделяли
мононуклеарные клетки методом градиентного цен-
трифугирования на фиколле Lympholite-H. Фрак-
цию CD4+-Т-лимфоцитов получали методом маг-
нитной селекции с использованием CD4+-Isolation
Kit (human), по протоколу компании-производите-
ля. Полученные клетки высевали в культуральные
флаконы 25 см2 в концентрации 5 × 105 клеток на 1 мл
среды. В работе использовали культуральную среду
RPMI-1640, содержащую 10% эмбриональной теля-
чьей сыворотки, IL-2 (100 Ед/мл), а также антитела ан-
ти-CD3 (5 мкг/мл) и антитела анти-CD28 (2 мкг/мл).
Клетки культивировали в СО2-инкубаторе при 37°С,
5% СО2 и влажности 90% (Васина и др., 2017). Куль-

тивированные в течение 24 ч CD4+-Т-лимфоциты
использовали в качестве контрольных клеток.

Злокачественную трансформацию свежевыде-
ленных активированных CD4+-Т-лимфоцитов ин-
дуцировали путем длительного культивирования
(35–61 сут) в условиях сверхэкспрессии EndoG по-
сле трансфекции плазмиды pEndoG-GFP или в при-
сутствии 2 мкМ цисплатина по описанным ранее
протоколам (Васина и др., 2017; Жданов и др., 2017).

Анализ экспрессии генов. Тотальную РНК из опу-
холевой ткани выделяли с помощью PureLink RNA
mini kit по протоколу компании-производителя. Об-
ратную транскрипцию (ОТ) и ПЦР в реальном време-
ни проводили по методике, описанной нами (Zhdanov
et al., 2017a). Для этого 5 мкг тотальной РНК подвер-
гали реакции ОТ в 25 мкл реакционной смеси MMLV
RT по протоколу компании-производителя. В каче-
стве реакционной смеси для ПЦР в реальном време-
ни использовали qPCRmix-HS SYBR с применением
синтезированных на заказ праймеров. Для ампли-
фикации применяли систему детектирования ПЦР в
реальном времени DTprime 5 и двухтемпературный
режим реакции (отжиг праймеров и элонгация). Ко-
личество амплификатов определяли по флуоресцен-
ции в конце цикла элонгации. Стандартные кривые
эффективности ПЦР строили по серийным разведе-
ниям (1 : 40, 1 : 80, 1 : 160 и 1 : 320) суммарных кДНК.
Данные представляли в виде нормализованных
уровней мРНК изучаемых генов по 18S рРНК, ис-
пользовавшегося в качестве референсного гена с
конститутивной экспрессией.

Анализ экспрессии генов, вовлеченных в разви-
тие опухолевого процесса, изучали при помощи RT2

profiler human cell cycle PCR array в соответствии с
рекомендацией компании-производителя при по-
мощи системы детектирования ABI 7900HT (Applied
Biosystems, США). Анализ полученных данных осу-
ществляли при помощи программы SA Biosciences
PCR array data analysis software (SA Bioscience»,
США). Тепловую карту уровней экспрессии генов
строили при помощи программы интернет-ресурса
ClustVis (Metsalu, Vilo, 2015).

Вестерн блотинг и определение активности теломе-
разы. Использовали метод TRAP (telomeric repeat
amplification protocol), пользуясь описанным ранее
протоколом (Жданов и др., 2016; Васина и др., 2017).

Абсолютную длину теломер определяли, используя
методику ПЦР в реальном времени (Cawthon, 2002).
Геномную ДНК выделяли при помощи PureLink ge-
nomic DNA mini kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
США). Длину теломер в каждом образце измеряли
трижды. Для дальнейших расчетов брали усреднен-
ное значение. ДНК из контрольных клеток CD4+-T-
клеток использовали как референсную.

Цитогенетический анализ. Злокачественно транс-
формированные клетки и нормальные, свежевыде-
ленные из периферической крови CD4+-Т-лимфоци-
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ты культивировали в течение 24 ч в среде RPMI-1640
(Life Technologies, США), содержащей 20% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки крупного рогатого
скота (Gibco, США), 25 мкг/мл конковалина А и
0.004 мкг/мл колхицина. Для получения метафаз-
ных пластинок использовали стандартную методику
инкубации в растворе 0.56%-ного KCl в течение
30 мин при 37°С. Хромосомы фиксировали смесью
метанола и ледяной уксусной кислоты в соотноше-
нии 3 : 1, трижды меняя фиксирующий раствор.
Препараты наносили на холодные влажные стекла и
высушивали в течение 24 ч при 60°С. Дифференци-
альную окраску хромосом на G-полосы проводили
красителем Гимзы после предварительной обработ-
ки препаратов трипсином (Ворсанова и др., 2010).
Визуализацию препаратов осуществляли при помо-
щи микроскопа Nikon Eclipse Ci-E (США) при уве-
личении объектива 75×. Анализ хромосомы прово-
дили в соответствии с международной номенклату-
рой хромосом человека с использованием системы
распознавания кариограммы ВидеоТесТ-Карио 3.1
(АргусСофт, Россия) в соответствии с правилами
Международной цитогенетической номенклатуры
(Shaffer et al., 2013). Анализировали морфологию
хромосом, для отдельных метафазных пластинок со-
ставляли кариограммы. Анеуплоидии в настоящей
работе не учитывали, так как для получения большо-
го количества метафазных пластинок высокого ка-
чества использовали длительное (более 2 ч) культи-
вирование клеток в присутствии колхицина. Для
каждого образца анализировали 100 метафазных
пластинок с целью оценки частоты хромосомных
аберраций.

Гистологическое исследование. Самцы мышей
линии Balb/c nude были разделены на две группы по
14 особей в каждой. Каждой мыши в группе вводили
злокачественные EndoG-трансформированные
клетки или клетки, трансформированные цисплати-
ном (Жданов и др., 2016; Васина и др., 2017) подкож-
но в область бедра в количестве 1 × 106. Уже на 5-е
сут после введения клеток формировались опухоле-
вые узлы. Через 25 сут опухоль достигла размера
2006 ± 638 мм3 в группе мышей с введенными EndoG-
трансформированными клетками и 2056 ± 269 мм3 в
группе мышей с введенными клетками, трансфор-
мированными цисплатином. После развития опухо-
лей до размера не менее 1 см в диаметре, четырех
мышей из экспериментальных групп умерщвляли
передозировкой эфирного наркоза, вскрывали и из-
влекали опухоли. Для гистологического исследова-
ния образцы опухолевой ткани заключали в реагент
Tissue Tek O.C.T. Compound Sakura по протоколу
компании-производителя (Finetek, США). Крио-
срезы толщиной 12–14 мкм получали на приборе
Cryostat Microm HM 525 (Thermo Fisher Scientific
Inc., США) и окрашивали гематоксилином и эози-
ном. Микроскопию выполняли на микроскопе Carl
Zeiss AxioVert.40 CFL (США).

Статистический анализ результатов проводили
при помощи программы Statistica 9.0 (StatSoft Inc.,
США) с использованием t-критерия Стьюдента. Ре-
зультаты представляли в виде средних значений и их
стандартных отклонений. Значения считали стати-
стически достоверными при P ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Повышенная активность теломеразы в опухолях,
развившихся из злокачественно трансформированных
клеток. Мы сравнили экспрессию EndoG и сплайс-
варианты hTERT в контрольных (культивированных
в течение 24 ч) CD4+-Т-клетках и в опухолях, раз-
вившихся из злокачественно трансформированных
клеток. Методом ОТ-ПЦР в реальном времени уста-
новлено, что уровень экспрессии EndoG в опухолях
животных обеих групп был ниже, чем в контрольных
клетках (рис. 1а). Уровень экспрессии полноразмер-
ного сплайс-варианта (α+β+hTERT) был выше
(рис. 1б), в то время как экспрессия варианта (α+β–)
была понижена (рис. 1в). Изменения экспрессии ми-
норных сплайс-вариантов (α–β+) и (α–β–) не обна-
ружено (рис. 1г, 1д). Изменение количества исследу-
емых белков в развившихся опухолях подтверждено
методом Вестерн-блотинга (рис. 1е–1и). Методом
TRAP установлено, что в опухолях теломеразная ак-
тивность примерно в 2–4 раза выше, чем в контроль-
ных CD4+-Т-клетках (рис. 1к, 1л). Увеличенная актив-
ность теломеразы согласуется с повышенным уровнем
экспрессии (α+β+)-сплайс-варианта hTERT, посколь-
ку именно этот сплайс-вариант обладает каталитиче-
ской активностью (Saebøe-Larssen et al., 2006). Дли-
на теломер в опухолях была в 4–7 раз ниже, чем в
контрольных клетках (рис. 1м).

Хромосомные аберрации в злокачественно транс-
формированных клетках. Известно, что злокаче-
ственная трансформация клеток сопровождается
множественными хромосомными аберрациями
(Solomon et al., 1991). Мы провели цитогенетический
анализ и определили количество и характер хромо-
сомных аберраций в злокачественно трансформиро-
ванных клетках. Как видно из табл. 1, общий уро-
вень хромосомных нарушений был значительно вы-
ше в злокачественно трансформированных клетках.
Наиболее часто наблюдались однонитевые разрывы
хромосом, при этом таких хромосомных образова-
ний, как дицентрики и кольца, обнаружено не было
(рис. 2). Доля клеток с хромосомными перестройка-
ми в контрольных CD4+-Т-лимфоцитах соответ-
ствовал популяционной норме и не превышала 1%
(DeVore, 2001). Данные результаты указывают на
множественные хромосомные изменения в злокаче-
ственно трансформированных клетках.

Изменение экспрессии генов белков регуляции кле-
точного цикла в трансформированных клетках и опу-
холях. Поскольку злокачественно трансформиро-
ванные CD4+-Т-клетки оказались способными об-
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разовывать быстроразвивающиеся опухоли, мы
попытались определить белки, участвующие в регу-
ляции клеточного цикла. Уровни экспрессии 28 ге-
нов в злокачественно трансформированных клетках
и образованных ими опухолях определяли при по-
мощи Human cell cycle RT2 Profiler PCR array. Резуль-
таты данного исследования показали, что экспрессия
генов в материале опухолей аналогична экспрессии в
трансформированных клетках (рис. 3а, 3б). Были об-
наружены значительные изменения уровней экс-
прессии генов циклинов, ответственных за переход
клеток между фазами клеточного цикла S и G2/M.

Экспрессия генов CCNA1, CCNA2, CCNB1,
СCNB2, CCND1 и CCNE была повышена, в то время
как экспрессии генов циклина CCNC, определяю-
щего переход клеток между фазами G1/S, и белка се-
мейства F-box CCNF оставалась неизменной (Sa-
tyanarayana, Kaldis, 2009). Экспрессия генов двух
циклин-зависимых киназ CDK2 и CDK4 была увели-
чена, что сопровождалось снижением экспрессии
генов ингибиторных белков CDKN1A, CDKN1B и
CDKN2A. Также обнаружено уменьшение экспрес-
сии генов белков-ингибиторов циклинов P16INK4A
и P21, что характерно для активно пролиферирую-
щих клеток (Ye et al., 2012). Выявлено повышение

Рис. 1. Повышенная активность теломеразы в контрольных клетках CD4+-Т-клетках и в опухолях, развившихся из злокаче-
ственно трансформированных клеток. Уровни экспрессии EndoG (a) и сплайс-вариантов hTERT (б–д). 
CD4+-Т-клетки трансформированы в результате длительной культивации в условиях сверхэкспрессии EndoG или в присут-
ствии цисплатина. Уровни экспрессии нормализованы к экспрессии референсного гена, кодирующего 18S рРНК. е – Ве-
стерн-блот EndoG и сплайс-вариантов hTERT в контрольных клетках и образцах опухолей; ж–и – результаты определения
количеств EndoG и сплайс-вариантов hTERT по отношению к GAPDH; к – гель-электрофорез TRAP в 0.5 мкг общего белка;
л – результаты определения активности теломеразы методом TRAP; м – абсолютная длина теломер, измеренная методом
ПЦР в реальном времени. Столбцы: 1 – контрольные клетки; 2, 3 – опухоли, развившиеся соответственно из злокачественно
трансформированных CD4+-Т-клеток или в результате культивирования с цисплатином. Звездочка – достоверность отличия
от контрольных клеток (P ≤ 0.05; n = 4).
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Таблица 1. Хромосомные нарушения в контрольных CD4-Т-лимфоцитах и злокачественно трансформированных

Хромосомные аберрации

Доля клеток с аберрациями хромосом, % (n = 4)

контрольные
злокачественно трансформированные клетки

EndoG цисплатин

Все аберрации 1.0 79.2 68.4
Однохроматидные разрывы 0.3 20.0 19.0
Парные хромосомные фрагменты 0.1 7.5 12.6
Разрывы по центромере 0.2 17.1 10.8
Делеции 0.1 12.3 4.3
Дицентрики 0 0 0
Транслокации 0.1 12.8 11.6
Инверсии 0.2 0 1.0
Кольца 0 0 0
Кресты 0 9.5 9.1

экспрессии гена ядерного белка, маркера и стимуля-
тора клеточной пролиферации MKI67 (Sun,
Kaufman, 2018). Известно, что злокачественная
трансформация и опухолевый рост сопровождаются
ингибированием функций противоопухолевых бел-
ков Р53 и RB (Campisi, 2005). Мы обнаружили зна-
чительное снижение экспрессии генов данных бел-
ков в клетках и опухолях. Наряду с пониженной экс-
прессией генa RB наблюдалась пониженная
экспрессия генов его транскрипционных факторов
E2F1 и E2F2.

Известно, что белок Р38 участвует в активации
Р21-зависимой супрессии клеточного цикла (Todd
et al., 2004). Мы обнаружили значительное умень-
шение экспрессии Р38 и его активатора GADD45, а
также гена Р21. Экспрессия регулятора клеточного
цикла, вызывающего арест и блокировку реплика-
ции в ответ на множественные повреждения ДНК
Hus1 (Balmus et al., 2016), была также снижена. Экс-
прессия генов серин/треониновых киназ NEK и
CHEK1, участвующих в регуляции митоза (Pelegrini
et al., 2010; Reissig et al., 2017), и MTBP, регулятора пе-
рехода клеток между фазами цикла, оставалась неиз-
менной. Полученные результаты показали, что зло-
качественная трансформация CD4+-Т-лимфоцитов
in vitro и процессы образования опухолей сопровож-
даются изменением экспрессии генов белков, регу-
лирующих клеточный цикл.

Гистологическая характеристика опухолей. Ре-
зультаты гистологического исследования показали,
что ксенографтные опухоли, развившиеся из клеток,
трансформированных EndoG, и клеток, претерпев-
ших злокачественную трансформацию в результате
культивирования с цисплатином, кардинально раз-
личаются по своему строению.

На панорамных снимках срезов опухолевого узла,
развившегося из клеток, культивировавшихся с цис-
платином (рис. 4а), видна плотная структура опухо-

ли – листы (плотные скопления, на срезе выглядя-
щие как продолговатые структуры, образованные
клетками, ограниченными друг от друга фиброзной
тканью) Т-клеток, отделенные друг от друга хаотич-
но пронизывающими опухолевую массу тяжами
фиброзной ткани различной толщины (рис. 4б, 4д).
Кроме того, в образцах можно обнаружить участки,
представляющие собой сосудистую сеть (рис. 4в);
внутри узла определяются участки кровоизлияний
(рис. 4г). У клеток, составляющих опухолевый узел
(рис. 5а), видны крупные ядра с одним или несколь-
кими ядрышками. Фиброзная ткань состоит из вере-
теновидных, тонких, вытянутых клеток, по морфо-
логии напоминающих фибробласты, и имеет в своей
структуре коллаген. Сеть патологических сосудов
(рис. 5б) дезорганизована, сами сосуды имеют раз-
личный диаметр, в некоторых сосудах прослежива-
ется инвазия опухолевых клеток. На рис. 5в видно,
как по мере своего развития опухолевые клетки по-
степенно инфильтрируют жировую ткань на пери-
ферии узла, а также проникают в мелкие сосуды. Та-
ким образом, совокупность морфологических при-
знаков позволяет классифицировать данный тип
опухолей как многокомпонентные Т-клеточные
лимфомы.

На панорамных снимках опухолей, развившихся
из Т-клеток, трансформированных в результате
сверхэкспрессии EndoG (рис. 6), обращает на себя
внимание рыхлая структура опухолевого узла. Вид-
но, что опухолевые клетки располагаются не так
плотно и что волокна фиброзной ткани намного бо-
лее тонкие (рис. 6а, 6б), чем в опухолях, происходя-
щих из клеток, культивированных в присутствии цис-
платина. При более детальном рассмотрении срезов
становится очевидным, что по своей морфологии опу-
холь напоминает Т-клеточную панникулитоподоб-
ную лимфому (рис. 6в) (Jiang et al., 2015; Sugeeth et al.,
2017). Для такой опухоли типичен диффузный ин-
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Рис. 2. Репрезентативные изображения хромосомных аберраций в злокачественно трансформированных клетках. 
а – однохроматидный разрыв хромосомы 3; б – центромерный разрыв хромосомы 12; в – делеция фрагмента длинного плеча
хромосомы 18; г –транслокация между хромосомами 1 и 4; д – парные хромосомные фрагменты хромосомы 16; е – крест.
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фильтрат в жировой ткани, который напоминает ло-
булярный панникулит. Отличительной чертой явля-
ется расположение опухолевых клеток – они окайм-
ляют адипоциты кольцами. Жировой компонент
опухолей представлен скоплениями жировых клеток
или их вкраплениями. Помимо этого, опухолевые
узлы сильно васкуляризированы, сосуды также раз-
личны по своему диаметру и в своем большинстве
заполнены эритроцитами (рис. 6г).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время механизмы злокачественной
трансформации нормальных клеток и развития опу-
холей являются предметом особого внимания. Со-
гласно современным представлениям, нормальная
клетка превращается в опухолевую в результате му-
таций, при нарушении регуляции генной активно-
сти или же в результате привнесения в ее генетиче-
ский материал новой генетической информации он-
когенными вирусами (Vineis et al., 2010). Большое
внимание уделяется роли процессов повреждения

ДНК и оксидативного стресса при канцерогенезе
(Kryston et al., 2011). Ранее мы показали, что нор-
мальные CD4+-Т-лимфоциты человека способны
претерпевать злокачественную трансформацию при
длительном культивировании в условиях нелеталь-
ного повреждения ДНК, которые способны форми-
ровать быстроразвивающиеся опухоли и вызывать
гибель бестимусных мышей (Васина и др., 2017;
Жданов и др., 2017).

Активность теломеразы является одним из стати-
стически наиболее достоверных маркеров злокаче-
ственной трансформации клеток и агрессивности
опухолевого процесса (Hiyama, Hiyama, 2004). По-
этому активная теломераза, обнаруженная в опухо-
лях, свидетельствует об их злокачественности. С
другой стороны, теломераза активна как в контроль-
ных CD4+-Т-лимфоцитах (Васина и др., 2017), так и
в злокачественно трансформированных клетках, по-
этому присутствие теломеразы в опухолях может
быть связано и с этой особенностью лимфоцитов.
Известно, что активность фермента регулируется

Рис. 3. Уровни экспрессии генов белков, регулирующих клеточный цикл, в злокачественно трансформированных клетках и
в развившихся их них опухолях. 
Тепловая карта уровней экспрессии генов в злокачественно трансформированных CD4+-Т-клетках в результате сверхэкс-
прессии EndoG или культивирования с цисплатином (а) и опухолях, развившиеся из злокачественно трансформированных
CD4+ Т-клеток в результате сверхэкспрессии EndoG или культивирования с цисплатином (б). Уровни экспрессии генов нор-
мализованы по отношению к усредненной экспрессии четырех референсных генов – 18S, GAPDH, HPRT1 и GUSB; n = 4. Ре-
зультаты подвергнуты цветовому кодированию и представлены в виде уровней экспрессии относительно контрольных
CD4+-Т-лимфоцитов.
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уровнем синтеза ее каталитической субъединицы
hTERT (Meyerson et al., 1997), а также процессом
альтернативного сплайсинга мРНК hTERT (Жданов
и др., 2016). Только полноразмерный сплайс-вари-
ант обладает каталитической активностью.

Большинство сплайс-вариантов, а их в настоящее
время обнаружено около двух десятков (Saebøe-
Larssen et al., 2006), экспрессируются в минорных

количествах, и их функция остается неизученной.
Два сплайс-варианта составляют большую часть об-
щей мРНК hTERT. Для α-варианта характерна деле-
ция 36 нуклеотидов в экзоне 6, что вызывает удале-
ние части обратно-транскриптазного домена белко-
вой молекулы. В случае β-варианта наблюдается
делеция экзонов 7 и 8, что приводит к появлению
стоп-кодона в экзоне 10 и синтезу укороченной цепи

Рис. 4. Строение опухолевого узла, развившегося из клеток, культивированных в присутствии цисплатина. 
а – панорамный снимок срезов опухолевого узла; б, в – гетерогенная структура узла, состоящая из плотной фиброзной ткани
(б) и сосудистой сети (в); г – участок кровоизлияний; д – плотные скопления Т-клеток (звездочки), разграниченные рыхлыми
волокнами фиброзной ткани различной толщины (стрелки). Об.: 10× (а) и 20× (б–д).
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молекулы hTERT (Ulaner et al., 1998). Мы обнаружили
увеличение экспрессии полноразмерного сплайс-ва-
рианта hTERT в развившихся опухолях, что соотно-
сится с увеличенной активностью теломеразы.

Апоптотическая эндонуклеаза EndoG способна
инактивировать теломеразу, индуцируя АС hTERT и

образование β-варианта, который функционирует
как доминантно-негативный (Жданов и др., 2016). В
изученных опухолях экспрессия EndoG была пони-
жена, что также соотносится с повышенной актив-
ностью теломеразы. Активная теломераза в опухоле-
вых клетках не восстанавливает длину теломер до

Рис. 5. Признаки малигнизации опухоли, развившейся из клеток, культивированных в присутствии цисплатина. 
а – крупные опухолевые клетки с ядрами различных форм и размеров, окружены рыхлыми тонкими тяжами фиброзной тка-
ни; б – рыхлая сеть полых патологических сосудов на периферии опухолевого узла; в – инфильтрация опухолевыми клетками
жировой ткани и проникновение в мелкие сосуды: 1 – опухолевая ткань; 2 – кровеносные сосуды; 3 – включения жировой
ткани; 4 – мышечные волокна. Об.: 40× (а, справа), 20× (б, справа) и 10× (в).
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уровня нормальных клеток, но постоянно поддер-
живает ее на уровне, достаточном для неограничен-
ной пролиферации (Kim et al., 1994). Длина теломер
в образцах развившихся опухолей была в 2.5–5 раз
меньше, чем в контрольных клетках.

Мы не обнаружили каких-либо принципиальных
различий молекулярно-биологических характеристик
между группами опухолей, происходящих из клеток,
трансформированных EndoG и цисплатином. Основ-
ные различия были обнаружены в морфологическом

Рис. 6. Строение опухолевого узла, развившегося из клеток, культивировавшихся в условиях сверхэкспрессии EndoG. 
а – панорамный снимок срезов опухолевого узла; б – рыхлая структура опухолевого узла, сформированного тонкими волок-
нами фиброзной ткани; в – лимфоидные клетки мелкого и среднего размеров, располагающиеся вокруг адипоцитов харак-
терными кольцами (стрелки); г – рыхлая опухолевая ткань с сетью патологических кровеносных сосудов, эритроциты в про-
светах сосудов показаны стрелками. Об.: 20× (б, в, справа) и 10× (г).
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строении опухолей. Клетки, трансформированные ци-
сплатином, образовывали Т-клеточные лимфомы, в то
время как из клеток, трансформированных сверхэкс-
прессией EndoG, развивались панникулитоподобные
лимфомы.

Результаты настоящей работы не позволяют дать
ответ на вопрос о том, почему из клеток с фенотипом
Т-клеточной лимфомы развились столь многоком-
понентные солидные опухолевые образования. Ве-
роятно участие стволовых клеток или раковых ство-
ловых клеток в данном процессе. Накапливается все
больше данных, подтверждающих способность ме-
зенхимных стволовых клеток костного мозга к спон-
танной и индуцированной злокачественной транс-
формации (Miura et al., 2006; Попов и др., 2009; Ми-
хайлов и др., 2010; Москалева и др., 2017).
Накопление хромосомных нарушений является од-
ной из причин злокачественной трансформации
клеток (Miura et al., 2006). Мы обнаружили большое
количество клеток с разнообразными хромосомны-
ми аберрациями в популяции клеток, трансформи-
рованных и EndoG, и цисплатином. В соответствии
с предложенной моделью (Rodriguez et al., 2012), в
клетках сначала образуются мутации, которые вы-
зывают злокачественную трансформацию, а потом
мутации, изменяющие способность клетки к диф-
ференцировке и пролиферации. Это приводит к раз-
витию сарком с клетками различных степеней и ви-
дов дифференцировки. Данная модель наилучшим
образом способна объяснить появление многоком-
понентных образований после введения злокаче-
ственных лимфоцитов.

Таким образом, полученные нами результаты сви-
детельствуют о том, что нормальные CD4+-Т-лимфо-
циты в стрессовых условиях, сопровождающихся уве-
личенной экспрессией EndoG или повреждением
ДНК, способны претерпевать злокачественную
трансформацию и формировать быстроразвиваю-
щиеся многокомпонентные лимфомы и панникули-
топодобные лимфомы.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы фундаментальных научных исследова-
ний государственных академий наук на 2013–2020 гг.
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CHARACTERISTICS OF TUMORS THAT DEVELOPED IN ATHYMIC MICE 
AFTER TRANSPLANTATION WITH MALIGNANTLY TRANSFORMED EX VIVO 

HUMAN CD4+-T-LYMPHOCYTES
D. D. Zhdanova, b, *, A. N. Gabasvilia, c, Y. A. Gladilinaa, D. V. Grishina, V. S. Pokrovskya, b, d,

M. V. Pokrovskayaa, S. S. Alexandrovaa, A. A. Plyasovaa, N. N. Sokolova
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Normal human CD4+-T-lymphocytes can undergo malignant transformation after prolong cultivation in conditions
of high Endonuclease G (EndoG) expression. The aim of this work was to study biochemical and cytogenetic fea-
tures of malignantly transformed ex vivo human CD4+-T-lymphocytes as well as biochemical and morphological
characteristics of tumors developed in athymic mice after transplantation of such cells. Transformed cells formed fast
developing tumor nodes and led to death of experimental mice. Telomerase activity was significantly higher, whereas
telomere length was lower in transformed cells if compared to initial normal cells. Malignant cells showed high level
of chromosomal abnormalities. Malignant transformation of human CD4+-T-lymphocytes and tumor formation
were associated with the expression of genes involved in cell cycle regulation. Developed tumors were classified as
multicomponent Т-cell lymphomas and panniculitis-like T-cell lymphomas. Thus, transformed CD4+-T-lympho-
cytes can develop malignant tumors with different histological morphology.

Keywords: human T-lymphocytes, tumor, malignant transformation, EndoG, cisplatin, telomerase
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