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Ранее из адгезивной клеточной линии асцитной гепатомы Зайдела крыс мы получили дочерние сублинии
двух типов – голоклональные и мероклональные, клетки которых различались по морфологии (фиброб-
ластоподобные и эпителиоподобные соответственно), клоногенности в тестах in vitro и туморогенности in
vivo. Для выявления потенциальной роли прикрепляющихся клеток гепатомы Зайдела в процессе метаста-
зирования мы сравнили все ее сублинии с монослойными линиями других гепатоцеллюлярных опухолей
по параметрам, определяющим инвазивные и миграционные свойства клеток. Установили, что клетки го-
локлональных сублиний характеризуются повышенной активностью матриксной металлопротеиназы 1,
индивидуальным типом миграции и высокой скоростью движения по сравнению с клетками других ли-
ний. Клетки всех монослойных линий гепатомы Зайдела секретировали активные формы матриксной ме-
таллопротеиназы 9 и транслоцировали в ядро внутриклеточный домен молекулы адгезии эпителиальных
клеток (EpCAM), что свидетельствует о приобретении клетками инвазивного фенотипа и активации сиг-
нального пути Wnt-β-катенина. Мы предполагаем, что клональные сублинии, полученные нами из асцит-
ной гепатомы Зайдела, представлены клетками в транзитных состояниях между эпителиальным и мезен-
химным фенотипами.
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рование, опухолевые стволовые клетки, молекула адгезии эпителиальных клеток, эпителиально-мезен-
химный переход
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Процесс метастазирования включает ряд после-
довательных этапов, называемых метастатическим
каскадом, в ходе которого клетки отделяются от пер-
вичной опухоли, мигрируют в сосудистое русло и с
током крови/лимфы достигают органов-мишеней,
где инициируют рост вторичных опухолей. Считают,
что данный процесс осуществляется особой субпо-
пуляцией опухолевых стволовых клеток (ОСК) –
метастатических опухолеинициирующих клеток или
метастатических ОСК (Baccelli, Trumpp, 2012; Liao et
al., 2014), обладающих и стволовыми свойствами, и
способностями к инвазии в подлежащие ткани, ми-
грации и формированию вторичных опухолей.

Предполагают, что существуют две группы ОСК –
стационарные ОСК и мобильные, или “мигрирую-
щие ОСК”, которые отвечают за быстрый инвазив-
ный рост и диссеминацию опухолевых клеток (Bra-
bletz et al., 2005a).

Фенотип мигрирующей ОСК первичной опухоли
может формироваться в зоне инвазивного роста в
результате эпителиально-мезенхимного перехода
(ЭМП) (Brabletz et al., 2005b, Mani et al., 2008). Ин-
дукция ЭМП и координация активности транскрип-
ционных факторов, участвующих в регуляции этого
процесса осуществляется с участием многих сиг-
нальных путей (TGF-β, Wnt-β-catenin, Notch, EGF,
HGF, FGF, PDGF, HIF), интегрированных в еди-
ную сеть под управлением ERK1/2-сигнального пу-
ти (Zucchini-Pascal et al., 2013; Yeung, Yang, 2017). В
результате ЭМП утрачивается полярность клеток, их
эпителиоидная форма, разрушаются плотные меж-
клеточные контакты за счет подавления экспрессии
гена E-кадхерина, изменяется организация актино-
вого цитоскелета, клетки становятся фибробласто-

Принятые сокращения: ГК – гепатоцеллюлярная карцинома;
ММП – матриксные металлопротеиназы; МЭП – мезенхим-
но-эпителиальный переход; ОПК – опухолевые прогенитор-
ные клетки; ОСК – опухолевые стволовые клетки; СЭТ – сы-
воротка эмбриональная телячья; ЭМП – эпителиально-ме-
зенхимный переход; EpCAM – молекула адгезии
эпителиальных клеток; EpEX -  внеклеточный домен EpCAM;
EpICD – внутриклеточный домен EpCAM.
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подобными, приобретают подвижность и начинают
экспрессировать мезенхимные маркеры, в числе ко-
торых N-кадхерин, виментин, фибронектин, ММП.

Первичная солидная гепатома Зайдела была ин-
дуцирована у крыс 4-диметиламиноазо-бензолом, а
асцитная опухоль образовалась из нее спонтанно в
процессе опухолевой прогрессии: многоклеточные
островки, практически лишенные стромы, инвази-
ровали опухолевую капсулу и отделились от массы
опухоли в перитонеальную полость, инициируя рост
асцитной опухоли; анализ островков показал, что
между собой они были функционально разнородны,
но каждый островок имел признаки однородного
клона (Зайдела, 1963). Особенностью данной опухо-
ли является высокая частота метастазирования в па-
ратрахеальные лимфатические узлы: уже на 5-е сут
после внутриперитонеального введения крысам ас-
цита от животных с гепатомой метастазы этой лока-
лизации обнаруживались в 90–100% случаев (Кисе-
лева, Паникаровский, 1964).

Современные представления о процессе опухоле-
вой прогрессии позволяют считать, что в зоне инва-
зивного роста клетки солидной гепатомы Зайдела
подверглись ЭМП. Подтверждением этого стали на-
ши данные об активации в клетках асцитной опухоли
ERK2/MAP-киназы – ключевого регулятора ЭМП
(Терюкова и др., 2005). Предполагают, что транзит
клеток между двумя фенотипами – эпителиальным и
мезенхимным – является не двухфазным, не мгно-
венным, а представляет собой множество динамиче-
ских переходных состояний, порождая клеточные суб-
популяции с нестабильным фенотипом (Nieto et al.,
2016). Роль таких субпопуляций, находящихся в пе-
реходных состояниях, в процессе метастазирования
гепатомы Зайдела не определена.

В работе Тюряевой с соавторами (2010) была уста-
новлена гетерогенность клеток гепатомы Зайдела по
клеточному составу. В первичной культуре клетки
разделялись на две естественные фракции – при-
крепляющиеся к субстрату и флотирующие, причем
каждая из фракций содержала клетки разных типов.
Для изучения клеточной организации асцитной опу-
холи и определения роли отдельных субпопуляции в
метастазировании мы перевели клетки многокле-
точных островков в культуру in vitro и путем длитель-
ного отбора получили две клеточные линии – моно-
слойную и суспензионную, различающиеся между
собой по адгезивности к субстрату и туморогенности
(Терюкова и др., 2013). Затем с помощью метода пре-
дельных разведений мы селектировали из моно-
слойной линии два типа клональных сублиний (Те-
рюкова и др., 2016) – с признаками ОСК и опухоле-
вых прогениторных клеток (ОПК). Признаки ОСК
определены у 3-х голоклональных сублиний (полу-
чены из голоклонов, в тестах на стволовость in vitro
формируют гепатосферы, при реклонировании про-
изводят в основном голоклоны, в экспериментах in
vivo инициируют рост асцитной гепатомы). Призна-

ки ОПК – у 2-х мероклональных сублиний (получе-
ны из мероклонов, при реклонировании производят
в основном мероклоны, не туморогенны). Клетки
голоклональных (3Н, 5F и 6Н) и мероклональных
(1Е и 9С) сублиний имеют, соответственно, преиму-
щественно фибробластоподобную или эпителиопо-
добную морфологию, растут с формированием рыхло-
го или плотного монослоя и, судя по этим характери-
стикам, могут отличаться по подвижности и по роли в
процессе опухолевой прогрессии на этапе ЭМП.

Ранее при изучении опухолеассоциированных
антигенов мы идентифицировали в составе наруж-
ных мембран клеток асцитной гепатомы Зайдела ряд
белков, в том числе два гликопротеина – басигин,
который известен как индуктор ММП, и EpCAM
(Терюкова и др., 2010). В настоящей работе мы продол-
жили предыдущие исследования (Терюкова и др.,
2016; Петров и др., 2017, 2018; Teryukova et al., 2018) и
сравнили клетки полученных нами клональных суб-
линий между собой, а также с клетками постоянных
линий других гепатоцеллюлярных опухолей по не-
скольким параметрам: по секреции ММП, которая
важна для осуществления инвазии метастатически-
ми ОСК; по скорости движения, которая отражает
способность метастатических ОСК к миграции и
диссеминированию; по экспрессии EpCAM и лока-
лизации его внутриклеточного домена EpICD, кото-
рый задействован в сигнальном пути, помогающем
клеткам поддерживать низкодифференцированный
статус и стимулирующем их пролиферацию, повы-
шенную миграционную активность и инвазивность.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. Работа выполнена на клетках культиви-

руемых линий гепатомы Зайдела – монослойной и
суспензионной, полученных после эксплантации в
культуру клеток асцитной опухоли, клональных суб-
линиях монослойной линии – 1Е, 3Н, 5F, 6H, 9С, и
на клетках постоянных монослойных линий – гепа-
томы НТС крысы, гепатом MH-22a и BWTG3 мыши,
гепатобластомы HepG2 человека – из Российской
коллекции клеточных культур позвоночных Инсти-
тута цитологии РАН. Клетки монослойных линий
культивировали в среде DMEM (Биолот, Россия) c
L-глутамином, содержащей 4.5 г/л глюкозы (Био-
лот, Россия), 10% сыворотки эмбриональной теля-
чьей (СЭТ) Sus-Biol (Биолот, Россия) и 20 мкг/мл
гентамицина, в атмосфере 5% CO2 при 37°С. Клетки
суспензионной линии гепатомы Зайдела культиви-
ровали в среде RPMI-1640 (Биолот, Россия) c 10%
СЭТ при тех же условиях.

Протеолитическую активность ММП определяли
в культуральной среде на 4-е сут после посева клеток
с помощью метода зимографии как описано ранее
(Воронкина и др., 2008). При проведении электро-
фореза в качестве субстрата использовали желатин –
для определения ММП-2 и ММП-9, и казеин – для
определения ММП-1. После инкубации гель окра-
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шивали Кумасси синим R-250. При этом зоны, со-
держащие ММП, проявлялись в виде неокрашен-
ных полос. Для количественной оценки активности
ММП гели сканировали и полученные изображения
обрабатывали с помощью программы QuantiScan 2.1.
Результаты денситометрии (за вычетом значений ак-
тивности ММП в питательной среде) представляли в
виде гистограмм.

Миграцию клеток оценивали с помощью теста на
зарастание “царапины”. Клетки выращивали в чаш-
ках Петри примерно до 90% конфлюэнтности. Фор-
мирующийся монослой повреждали путем нанесе-
ния “царапины” вдоль диаметра чашки с помощью
наконечника для автоматического дозатора и меня-
ли среду в чашках на свежую для удаления открепив-
шихся клеток. Далее клетки культивировали в среде
DMEM с добавлением 10% СЭТ. Cразу после нане-
сения “царапины”, а также через 24 и 48 ч культиви-
рования клетки фотографировали с помощью циф-
ровой камеры Canon PowerShot A1100 IS через оку-
ляр (6.3×) инвертированного микроскопа ЛОМО
Биолам П-1 (объектив 2.5×). Регистрацию процесса
зарастания “царапины” в режиме цейтраферной ви-
деосъемки проводили в течение 24 ч с помощью
микроскопа AxioObserver.Z1 (Carl Zeiss MicroImaging
GmbH, Германия), оборудованного устройствами
для долговременного прижизненного наблюдения за
клетками (поддержание температуры, влажности и
СО2) с интервалами времени между кадрами 2 мин.
Использовали объектив Plan-Neofluar ×10/0,25 и
цифровую камеру – AxioCam HRm с разрешением
1388 × 1040 пикс. Метод наблюдения – дифферен-
циальный интерференционный контраст, адаптиро-
ванный для работы с пластиком (PLASDIC). Задан-
ные условия эксперимента поддерживались автома-
тически программой AxioVision 4.8.2 (Carl Zeiss
MicroImaging GmbH, Германия).

Длину пути (скорость миграции) рассчитывали для
выбранных случайным образом после цейтрафер-
ной съемки индивидуальных клеток, которые нахо-
дились в поле зрения на протяжении 10 ч в середине
24-часового срока наблюдения. Оцифрованные
изображения анализировали с помощью программы
ImageJ. В каждой линии отбирали 30 клеток с помо-
щью генератора случайных чисел, определяли коор-
динаты их положения в каждом из 30 измерений,
сделанных с интервалом 20 мин, и рассчитывали
пройденный ими путь и среднюю скорость.

Экспрессию и локализацию EpCAM в клетках кло-
нальных сублиний определяли с помощью метода
непрямой иммунофлуоресценции и последующей
сканирующей лазерной конфокальной микроско-
пии. Клетки выращивали на покровных стеклах,
фиксировали в течение 15 мин в 4%-ном растворе па-
раформальдегида (Santa-Cruz Biotechnology, США),
приготовленного на 10 мМ фосфатном буфере, со-
держащем 150 мМ NaCl (рН 7.4), и пермеабилизиро-
вали с помощью 0.5%-ного раствора Тритона Х-100.

Для разведения антител и промывки препаратов ис-
пользовали тот же буфер с добавлением 0.1% Твин-20.
В работе использовали первичные козлиные антите-
ла к EpCAM (A-20) (Santa-Cruz Biotechnology, США)
и вторичные ослиные антитела против козлиных
IgG, коньюгированные с FITC. Клетки обрабатывали
первичными антителами (разведение 1 : 50) в течение
ночи при 4°С. Обработку клеток вторичными антите-
лами (разведение 1 : 200) проводили в течение 1 ч в
темноте при комнатной температуре. Для визуализа-
ции ядер ДНК клеток окрашивали DAPI (Santa-Cruz
Biotechnology, США) в течение 1 мин при концен-
трации 1 мкг/мл. Препарат заключали в среду Fluo-
roshield (Sigma, США), и иммунофлуоресцентные
изображения клеток получали на электронном кон-
фокальном микроскопе Leica TCS SP5 с использова-
нием лазеров с длинами волн 488 и 543 нм и масля-
но-иммерсионного объектива 40×.

Статистическая обработка данных. Для всех коли-
чественных параметров определяли среднее арифме-
тическое, стандартное отклонение и ошибку средне-
го. Достоверность различий между линиями рассчи-
тывали с помощью t-критерия Стьюдента. Различия
считали достоверными при Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Повышенная активность ММП-9 и ММП-1, сек-

ретируемых клетками монослойных линий гепатомы
Зайдела. Мы сравнили полученные после эксплан-
тации в культуру суспензионную и монослойную
линии гепатомы Зайдела по активности секретируе-
мых ММП-1, -2 и -9, участие которых в ЭМП инва-
зивных гепатоцеллюлярных карцином (ГК) считает-
ся доказанным (Scheau et al., 2019). По результатам
зимографии оказалось, что при невысокой активно-
сти ММП-1 и ММП-2 клеточные линии принципи-
ально различались по активности ММП-9 (рис. 1а, б).
На зимограмме четко видно, что гетерогенные по
составу клетки монослойной линии секретировали
активные формы ММП-9 с мол. массой 80–84 кДа,
отсутствующие в культуральной среде суспензион-
ной линии (рис. 1а).

На рис. 1в, г представлены результаты определе-
ния активности тех же ММП в клетках клональных
сублиний гепатомы Зайдела и в клетках монослой-
ных линий других гепатоцеллюлярных опухолей. На
зимограмме видно, что клетки всех клональных суб-
линий секретировали активные формы ММП-9, и
по активности фермента многократно превышали
клетки постоянных линий гепатом МН-22а,
BWTG3, НТС и гепатобластомы HepG2. Также сле-
дует отметить, что клетки голоклональных сублиний
3Н, 5F и 6Н характеризовались более высокой (при-
мерно в 1.4 раза) активностью ММП-1, чем клетки
мероклональных сублиний или клетки постоянных
линий. Полученные данные, на наш взгляд, позво-
ляют предположить, что как высокий уровень актив-
ности ММП-9 у клеток всех клональных сублиний,
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Рис. 1. Активность коллагеназы ММП-1 и желатиназ ММП-2 и ММП-9 в культуральной среде клеточных линий гепатоцел-
люлярных опухолей.
Представлены зимограммы (а, в) и гистограммы (б, г), построенные по результатам денситометрии гелей (за вычетом значе-
ний активности ММП в исходной питательной среде): а, б – клетки монослойной (1) и суспензионной (2) линий гепатомы
Зайдела и питательные среды DMEM (3) и RPMI-1640 (4) с добавлением 10% СЭТ, используемые для их культивирования
соответственно; в, г – клетки постоянных гепатоцеллюлярных линий MH-22a (1), BWTG3 (2), HepG2 (3), НТС (4) и сублиний
монослойной гепатомы Зайдела – трех голоклональных 3Н (6), 5F (7), 6H (8) и двух мероклональных 1Е (5), 9С (9); 10 – среда
DMEM с добавлением 10% СЭТ, используемая для их культивирования. Выявлена секреция активных форм ММП-9 у клеток
всех монослойных линий гепатомы Зайдела (и родительской, и дочерних) и повышенная активность ММП-1 у клеток ее го-
локлональных сублиний.
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так и повышенный уровень активности ММП-1 у
клеток голоклональных сублиний связан с опухоле-
вой прогрессией и переходом клеток к миграторно-
му фенотипу.

Индивидуальный тип миграции и высокая скорость
клеток голоклональных сублиний гепатомы Зайдела.
Сравнение подвижности клеток голоклональных и
мероклональных сублиний гепатомы Зайдела мы
начали с теста на зарастание “царапины” в его обыч-
ной постановке, регистрируя ширину образовавше-
гося свободного пространства в монослое в начале и
в конце эксперимента. В ходе такого тестирования
мы наблюдали активное сближение краев “царапи-
ны” у клеток мероклональных сублиний (рис. 2а–в),
тогда как у клеток голоклональных линий в про-
странстве царапины через 48 ч оказывались одиноч-
ные клетки, не составлявшие целостного монослоя
(рис. 2г–е).

Иная картина наблюдалась для клеток гепатобла-
стомы HepG2, у которых за 48 ч не происходило ни
сближения краев “царапины”, ни проникновения в
свободное пространство одиночных клеток, что сви-

детельствует об их низкой миграционной активно-
сти. При этом клеточный монослой по краям “цара-
пины” заметно уплотнялся за счет пролиферации
клеток в присутствии 10% СЭТ (рис. 2ж–и).

Для дальнейшего сопоставления характера и ско-
рости движения клеток исследуемых линий мы ис-
пользовали видеоматериалы проводившейся дли-
тельной (20–24 ч) цейтраферной съемки (видеомик-
роскопии). Анализ видеоизображений показал, что
в зависимости от степени дедифференцировки клет-
ки гепатом используют коллективный и (или) инди-
видульный способы миграции.

Коллективная (или групповая, щитовая) мигра-
ция наблюдалась при движении эпителиоподобных
клеток гепатом Зайдела, НТС и фибробластоподоб-
ных клеток гепатомы BWTG3. Движение клеток в
экспериментальную рану начиналось в течение пер-
вого часа после нанесения царапины: лидирующие
клетки увеличивались по площади (распластывались)
и формировали плоские ламеллиподии, обеспечива-
ющие продвижение клеточных пластов в свободное
пространство “царапины” (рис. 3а–г, рис. 4г).

Рис. 2. Тест на зарастание “царапины”. Клетки выращивали до 85–90% конфлюэнтности монослоя и удаляли его часть, на-
нося “царапину” с помощью наконечника для автоматического дозатора. Ширину “царапины” фиксировали сразу после на-
несения (а, г, ж), а также через 24 ч (б, д, з) и 48 ч (в, е, и) культивирования клеток. Наблюдали восстановление монослоя через
48 ч клетками мероклональной сублинии гепатомы Зайдела (а–в), миграцию в свободное пространство “царапины” одиноч-
ных клеток ее голоклональной сублинии (г–е) и слабую миграционную активность (ж–и) клеток гепатобластомы HepG2 че-
ловека.
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Для монослойной линии гепатомы Зайдела (рис. 3а)
и в меньшей степени для обеих мероклональных
сублиний гепатомы Зайдела (рис. 3б, в) и постоян-
ной линии гепатомы НТС (рис. 3г) характерным бы-
ло появление в пространстве “царапины” фиброб-
ластоподобных клеток, которые отделялись от пла-
стов эпителиоподобных клеток. При этом одиночные
клетки линии НТС сдвигались только к центру “цара-
пины”, тогда как клетки гепатомы Зайдела хаотично
перемещались в разных направлениях свободного
пространства. По мере зарастания “царапины” клет-
ки гепатомы Зайдела, использующие индивидуаль-
ный способ передвижения, восстанавливали контак-
ты с клетками смыкающихся пластов и приобретали
эпителиоподобную морфологию. Можно предполо-
жить, что клетки, изменяющие таким образом фор-
му при движении, находятся в переходных между
эпителиоподобным и мезенхимным состояниях.

По скорости миграции эпителиоподобные клет-
ки монослойной линии гепатомы Зайдела, ее меро-
клональных сублиний (1Е и 9С) и гепатомы НТС по-
чти не отличались: в среднем, она составляла соот-
ветственно 0.44 ± 0.02, 0.39 ± 0.04, 0.41 ± 0.03 и
0.41 ± 0.03 мкм/мин (рис. 5). Клетки гепатомы
BWTG3, морфология которых ближе к фибробла-
стоподобной, также начинали движение внутрь сво-
бодного пространства “царапины” в тесном контак-
те друг с другом (рис. 4г), демонстрируя коллектив-
ный тип клеточной миграции. Через 12–15 ч
обнаруживались группы клеток и отдельные клетки с
более высокой подвижностью, однако их контакты с
клеточным пластом и направление миграции сохра-
нялись. Средняя скорость коллективной миграции
фибробластоподобных клеток гепатомы BWTG3 со-
ставляла 0.22 ± 0.01 мкм/мин, т.е. не была выше ско-
рости коллективного движения эпителиоподобных
клеток (рис. 5).

Клетки мышиной гепатомы MH-22a, которые
также ближе к фибробластоподобным, несмотря на
появившуюся возможность миграции в свободное
пространство “царапины”, за весь период наблюде-
ния практически не изменили положения краев ца-
рапины (рис. 3д). Лишь у единичных клеток этой ли-
нии обнаруживались тонкие протрузии и индивиду-
альное движение.

Рис. 3. Тест на зарастание “царапины”: коллективный
тип миграции эпителиоподобных клеток. Через 30–
60 мин после нанесения “царапины” в клеточном моно-
слое проводили цейтраферную съемку в течение 24 ч с
интервалами между кадрами 2 мин. На рисунках пред-
ставлены 1-й, 100-й, 200-й … 600-й кадры. Наблюдали
сближение клеточных пластов (и появление в простран-
стве “царапины” одиночных клеток мезенхимного типа)
у монослойной родительской линии гепатомы Зайдела
(а), дочерних мероклональных сублиний 1Е (б) и 9С (в) и
гепатомы НТС (г) крысы. Движение практически отсут-
ствовало у клеток мышиной гепатомы МН-22а (д).
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Иную картину мы наблюдали у фибробластопо-
добных клеток моноклональной линии гепатомы
Зайдела и ее дочерних голоклональных сублиний
3H, 5F и 6Н, которые демонстрировали индивиду-
альный тип миграции с активным и неупорядочен-
ным движением клеток в свободном пространстве
“царапины” без существенного сближения краев
рыхлых клеточных пластов (рис. 4а–в). Cредние
скорости миграции фибробластоподобных клеток
всех перечисленных линий были высокими и со-
ставляли 0.78 ± 0.04 мкм/мин для монослойной ли-
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Рис. 5. Скорость миграции клеток в тесте на зарастание
“царапины”. Анализировали движение индивидуальных
клеток, находившиxся в поле зрения на протяжении 10 ч
в середине 24-часового срока наблюдения. Используя ге-
нератор случайных чисел, отбирали 30 клеток и с помо-
щью программы ImageJ определяли координаты положе-
ния клетки в каждом из 30 измерений, сделанных с ин-
тервалом 20 мин, рассчитывали пройденный клеткой
путь и среднюю скорость. Выявили высокую скорость
индивидуальной миграции клеток мезенхимного типа в
монослойной линии гепатомы Зайдела (10) и голокло-
нальных сублиниях 3Н (9), 6Н (8) и 5F (7); а также неоди-
наковую среднюю скорость эпителиоподобных клеток
при коллективном типе их миграции в сравниваемых ли-
ниях: умеренно высокую – в монослойной линии гепато-
мы Зайдела (6), ее мероклональных сублиниях 1Е (3),
9С (4) и линии гепатомы НТС (5), умеренную – в
линии гепатомы BWTG3 (2) и низкую – в линии гепато-
мы MH-22a (1).
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Рис. 4. Тест на зарастание “царапины”: миграция фиб-
робластоподобных клеток. Цейтраферную съемку начи-
нали через 30–60 мин после нанесения “царапины” в
клеточном монослое и проводили ее в течение 24 ч с ин-
тервалами между кадрами 2 мин. На рисунках представ-
лены 1-й, 100-й, 200-й …600-й кадры. Наблюдали инди-
видуальный тип миграции клеток голоклональных суб-
линий 3Н (а), 5F (б), 6H (в) и коллективный тип
миграции клеток мышиной гепатомы BWTG3 (г).
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нии гепатомы Зайдела, и 0.68 ± 0.07, 0.60 ± 0.03 и
0.61 ± 0.03 мкм/мин для ее голоклональных субли-
ний 3H, 5F и 6H соответственно.

В целом, скорости индивидуальной миграции у
фибробластоподобных клеток гепатомы Зайдела
оказывались примерно в 1.5–1.8 раз выше, чем сред-
ние скорости у коллективно мигрирующих эпите-
лиоподобных клеток гепатом Зайдела и НТС, и в
2.7–3.0 раза выше, чем таковые у фибробластопо-
добных клеток гепатомы BWTG3 (рис. 5).

Ядерная локализация EpICD в клетках гепатомы
Зайдела. Для изучения экспрессии и локализации
гликопротеина EpCAM в клетках культивируемых
линий мы использовали антитела, полученные к его
внутриклеточному домену EpICD. Регистрация им-
мунофлуоресценции EpICD показала, что культиви-
руемые линии гепатом различались по экспрессии
EpCAM, и если в клетках BWTG3 (рис. 6з) специфи-
ческое EpICD-свечение отсутствовало, то в клетках
линий НТС (рис. 6и) и МН-22а (рис. 6к) наблюдали
слабую диффузную флуоресценцию в области цито-
плазмы и (или) плазматических мембран. Клетки ге-
патобластомы HepG2 характеризовались интенсив-
ным свечением EpICD вдоль плазматических мем-
бран и более слабым свечением цитоплазмы, что
находится в полном соответствии с данными других
авторов о мембранной локализации EpCAM в клет-
ках этой линии (Yamashita et al., 2007; Kim et al.,
2014). Иную локализацию EpICD-иммунофлуорес-
ценции мы обнаружили во всех линиях гепатомы
Зайдела – в клетках родительской монослойной ли-
нии, ее голоклональных (3Н, 5F, 6H) и мерокло-
нальных (1Е, 9С) сублиний (рис. 6а–е соответствен-
но), у которых она определялась преимущественно в
ядрах. При этом в ядрах крупные, ярко флуоресци-
рующие зерна, как правило, формировали кольце-
подобные структуры вокруг ядрышек; цитоплазма
клеток окрашивалась слабо и диффузно, свечения
наружных мембран не наблюдалось.

ОБСУЖДЕНИЕ
Метастазирование продолжает оставаться глав-

ной проблемой в борьбе с онкологическими заболе-
ваниями. Карциноматозный выпот в брюшной по-
лости (асцит) появляется вследствие опухолевого
поражения брюшины и может наряду с единичными
опухолевыми клетками содержать флотирующие
многоклеточные островки. Природа и биологиче-
ское значение этих структур изучены недостаточно.
Предполагают, что сфероидные клеточные коло-
нии, присутствующие в асцитной жидкости пациен-
тов с карциномой яичников существуют как форма
выживания опухолевых клеток в асците (Shield et al.,
2009). По мнению авторов этой работы, после от-
крепления от первичной опухоли одиночные клетки
подвержены апоптозу, а процесс их агрегации слу-
жит защитным механизмом против аноикиса. По-
следующие этапы метастазирования обусловлены

прикреплением сфероидов к внутренней оболочке
брюшной полости, их дезагрегацией до одиночных
клеток и инфильтрацией мезотелия (Burleson et al.,
2004, 2006).

Рост асцитной гепатомы Зайдела в перитонеаль-
ной полости крыс сопровождается образованием
флотирующих многоклеточных островков, которые
различаются по адгезивности. Подтверждением это-
го являются наши наблюдения за клетками при их
эксплантации в культуру in vitro: при культивирова-
нии в питательной среде с 10% СЭТ часть островков
прикреплялась к подложке и клетки формировали
монослой, тогда как другие островки оставались в
суспензии. Мы предполагаем, что в условиях in vivo
часть многоклеточных островков асцитной опухоли
также прикрепляется к внутренней оболочке брюш-
ной полости крыс, клетки инвазируют сквозь нее и
диссеминируют в отдаленные органы-мишени.

Подтверждением инвазивности прикрепляю-
щихся клеток гепатомы Зайдела являются получен-
ные нами данные о высокой активности ММП-9,
секретируемых клетками монослойной линии, и об-
наружение в культуральной среде активных форм
желатиназы В, присущих клеткам высокометастати-
ческих опухолей. На критическую роль активации
этих желатиназ в опухолевом росте и инвазии указы-
вает также целый ряд других исследований. Напри-
мер, в образцах ГК и панкреатических аденокарци-
ном методом зимографии выявлено, что активность
ММП-2 увеличивается по сравнению с соседней
нормальной тканью за счет обеих форм ММП-2, в то
время как активность ММП-9 растет в результате
появления активных форм этой желатиназы (Määttä
et al., 2000). Установлено, что высокая метастатиче-
ская активность клеточных линий ГК человека сочета-
ется с высокой активностью ММП-9, оверэкспрессия
которой в образцах опухоли пациентов с ГК имеет
важное прогностическое значение (Chen et al., 2012).
Показано также, что клетки высокоинвазивной ли-
нии А431, полученные путем селекции от родитель-
ской линии клеток, характеризуются высоким уров-
нем активности ММП-9 (Kao et al., 2008). Доказана
связь между высокой активностью ММП-9 и промо-
цией ЭМП (Lin et al., 2011): активация ММП-9 в
клетках метастатической линии стимулирует фено-
типические изменения (появление веретенообраз-
ных клеток), которые сопровождаются изменения-
ми в активности генов, связанных с клеточной адге-
зией, реорганизацией цитоскелета, полярностью
клеток и миграцией. Предполагают, что активация
ММП-9 является не только следствием ЭМП, но и
сама ММП-9 в кооперации с транскрипционным
фактором SNAIL1 участвует в регуляции ЭМП (Fari-
na, Mackay, 2014; Scheau et al., 2019).

Таким образом, высокая активность ММП-9 в
фибробластоподобных клетках голоклональных и
эпителиоподобных клетках мероклональных субли-
ний гепатомы Зайдела и секреция ими активных
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Рис. 6. Экспрессия и локализация EpCAM в клетках культивируемых линий гепатоцеллюлярных опухолей. Для обнаружения
транслокации EpCAM вследствие его внутримембранного протеолиза использовали антитела к его внутриклеточному доме-
ну EpICD (зеленый цвет). Для визуализации ядер использовали DAPI (синий цвет). Выявили различия в локализации EpICD
в клетках исследованных линий: в монослойной линии гепатомы Зайдела (а), ее голоклональных (б–г) и мероклональных
сублиниях (д, е) EpICD-флуоресценцию наблюдали в ядрах клеток (свечение в виде ярких гранул) и в цитоплазме (диффуз-
ное свечение); клетки гепатобластомы HepG2 (ж) характеризовались интенсивным свечением EpICD вдоль плазматических
мембран и более слабым свечением цитоплазмы; в клетках линий НТС (и) и МН-22а (к) наблюдали слабую диффузную флу-
оресценцию в области цитоплазмы и (или) плазматических мембран; в клетках BWTG3 (з) специфического EpICD-свечения
не выявлено.
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форм этого фермента прямо свидетельствуют о том,
что данные клетки пребывают в состоянии ЭМП, в
отличие от клеток всех других гепатоцеллюлярных
линий, исследованных в наших экспериментах.

Участие коллагеназы ММП-1 в опухолевой про-
грессии и метастазировании изучено в меньшей сте-
пени, но в отдельных работах показана связь между
активностью этого фермента у опухолевых клеток,
скоростью их миграции, инвазии и диссеминации
(Pulukuri, Rao, 2008; Cierna et al., 2014). В наших экс-
периментах прослеживалась определенная согласо-
ванность между активностью ММП-1 и скоростью
миграции клеток: так, наиболее высокая активность
ММП-1 и максимальная скорость миграции были
выявлены в группе клеток голоклональных субли-
ний гепатомы Зайдела, и наоборот, минимальная
скорость передвижения при низкой активности
ММП-1 были обнаружены в клетках постоянных
линий гепатомы мыши МН-22а и гепатобластомы
HepG2.

Изучение подвижности клеток с помощью тради-
ционного теста на зарастание царапины оказалось
информативным не для всех исследованных нами
гепатоцеллюлярных линий. Тест оказался приемле-
мым только для тех постоянных линий, клетки кото-
рых двигались в составе многоклеточных пластов,
сближение которых приводило к сужению про-
странства “царапины”. Действительно, по скорости
и степени такого сужения за время наблюдения
можно судить о средней скорости движения клеток в
составе указанных пластов. Оказалось, однако, что
такой простой замер сужения “царапины” не годит-
ся для оценки двигательной активности клеток при
индивидуальном типе их миграции.

Ранее длительное наблюдение за клетками моно-
слойной линии гепатомы Зайдела с использованием
цейтраферной съемки позволило нам анализировать
поведение индивидуальных клеток, способы, на-
правление и скорость их миграции, изменчивость
клеточной морфологии, а также продолжительность
клеточного цикла и некоторые другие параметры
(Петров и др., 2017, 2018). В настоящей работе с по-
мощью цейтраферной съемки мы определили у кле-
ток голо- и мероклональных сублиний различия в
типах миграции (в составе многоклеточного пласта
и индивидуально-автономный), в способах движе-
ния индивидуальных клеток (мезенхимном и амебо-
идно-псевдоподиальном), наблюдали переходы кле-
ток от коллективного к индивидуальному типу дви-
жения и смену способов их движения от одного к
другому.

Еще одним новым и важным результатом настоя-
щей работы следует считать обнаружение нами ядер-
ной локализации EpICD – цитоплазматического до-
мена EpCAM в клетках всех 6 монослойных клеточ-
ных линий (родительской и 5 клональных
сублиний), полученных после эксплантации в куль-
туру in vitro клеток асцитной гепатомы Зайдела.

Экспрессия EpCAM в клетках ГК регулируется
активностью Wnt-beta-катенин-сигнального пути,
непосредственным геном-мишенью которого явля-
ется EpCAM. В большинстве нормальных EpCAM-
позитивных эпителиальных тканей функциональ-
ная роль EpCAM сводится только к межклеточной
гомотипической адгезии. Однако в опухолях эпите-
лиального происхождения и в опухолеинициирую-
щих клетках EpCAM участвует в передаче митоген-
ного сигнала и поддержании низкодифференциро-
ванного статуса. Трансмембранный гликопротеин
EpCAM с мол. массой 32–42 кДа состоит из эктодо-
мена EpEX, трансмембранного домена и короткого
С-терминального эндодомена EpICD. Активация
EpCAM-зависимого сигнального пути начинается c
регулируемого внутримембранного протеолиза
EpCAM, в результате которого эктодомен EpEX от-
щепляется в межклеточную среду, а эндодомен
EpICD – в цитоплазму, где в комплексе с FHL2, бе-
та-катенином и Lef-1 перемещается в ядро и связы-
вается с ДНК для непосредственного участия в регу-
ляции транскрипции генов репрограммирующих
факторов и генов ЭМП, таких как виментин и
SNAIL1 (Munz et al., 2009; Lin et al., 2012; Hachmeis-
ter et al., 2013; Oishi et al., 2014).

В серии работ на образцах опухолей эпителиаль-
ного происхождения различного гистогенеза с ис-
пользованием антител к эндодомену EpICD и к эк-
тодомену EpEX показано, что плохой прогноз онко-
заболевания коррелирует со сменой мембранной
локализации эндодомена на ядерную (Ralhan et al.,
2010; Fong et al., 2014). Установлено, в том числе и на
клетках ГК, что гиперэкспрессия EpICD значительно
увеличивает пролиферацию, миграционную актив-
ность и инвазивность опухолевых клеток (Jachin et al.,
2014; Park et al., 2016), а снижение экспрессии эпите-
лиальных маркеров, включая EpCAM, на поверхно-
сти циркулирующих опухолевых клеток происходит
в соответствии с реализацией программы ЭМП и со-
провождается повышением уровня экспрессии ме-
зенхимных маркеров (Gorges et. al., 2012; Gires et al.,
2014; Raimondi et al., 2015).

Зрелые гепатоциты не экспрессируют EpCAM. У
человека EpCAM обнаруживается в 35% случаев ГК,
из них EpCAM- и α-фетопротеин-позитивные опу-
холи (как гепатома Зайдела) принадлежат к подтипу
ГК, подобных печеночным стволовым клеткам (Ya-
mashito et al., 2008, 2009). EpCAM-позитивные попу-
ляции клеток, выделенные из клеточных линий ГК
человека, содержат высоко туморогенные клеточ-
ные субпопуляции с характеристиками ОСК (Kimu-
ra et al., 2010). Ранее мы идентифицировали EpCAM
в составе фракции наружных мембран клеток асцит-
ной гепатомы Зайдела (Терюкова и др., 2010) и пред-
положили, что клетки полученных нами сублиний
могут отличаться между собой по локализации в них
EpCAM, а точнее, его внутриклеточного домена
EpICD. Учитывая возможность внутримембранного
протеолиза EpCAM для его определения в клетках
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культивируемых линий гепатомы Зайдела и других
гепатоцеллюлярных линий в настоящей работе мы
использовали антитела к EpICD. В результате диф-
фузное EpICD-окрашивание цитоплазмы было об-
наружено у клеток большинства линий, за исключе-
нием BWTG-3, но интенсивная флуоресценция в
области плазматических мембран была установлена
только для клеток гепатобластомы HepG2. Отличи-
ем всех линий гепатомы Зайдела (как клеток го-
локлональных сублиний – с мезенхимным феноти-
пом и индивидуальным типом миграции, так и клеток
мероклональных сублиний – с их эпителиоподобной
морфологией и коллективным типом миграции) яви-
лась транслокация EpICD с плазматической мембра-
ны в ядро. По всей вероятности, именно ядерной ло-
кализацией внутриклеточного домена EpCAM обу-
словлен высокий пролиферативный потенциал
обоих типов дочерних сублиний гепатомы Зайдела
(Терюкова и др., 2016). Следует отметить, что мы
впервые получили из перевиваемой in vivo опухоли
клеточные линии c ядерной локализацией EpICD.
Мы предполагаем, что транслокация EpICD с плаз-
матической мембраны в ядро является надежным
маркером опухолевых клеток, находящихся в тран-
зитном состоянии между эпителиальным и мезен-
химным фенотипом.

Секреция активных форм ММП-9, ядерная лока-
лизация EpICD, изменение морфологии клеток от
эпителиоподобной к мезенхимной и обратно в про-
цессе коллективной миграции клеток мероклональ-
ных сублиний, фибробластоподобная морфология
при индивидуальном типе миграции клеток го-
локлональных сублиний являются, на наш взгляд,
достаточными основаниями, чтобы рассматривать
эти клеточные субпопуляции в качестве обязатель-
ных участников цепи событий, объединенных поня-
тиями ЭМП и обратного мезенхимно-эпителиально-
го перехода (МЭП). Мы предполагаем, что инвазируя
опухолевую капсулу первичной солидной гепатомы
Зайдела, клетки образующейся асцитной опухоли
оказались в транзитном состоянии между эпители-
альным и мезенхимным фенотипом. При этом, го-
локлональные сублинии произошли от тех клоно-
генных клеток асцитной гепатомы Зайдела, которые
в процессе ЭМП достигли относительно стабильно-
го мезенхимного фенотипа, а мероклональные суб-
линии – от клоногенных клеток, пребывавших в не-
стабильных транзитных состояниях незавершенно-
го ЭМП (Nieto et al., 2016). Вероятно, благодаря
свойству легко “разворачиваться” от эпителиоидно-
го фенотипа к мезенхимному и обратно, потомки та-
ких клеток-прародительниц в мероклональных суб-
линиях и составляют популяцию фенотипически
более гетерогенных клеток, находящихся в контину-
уме ЭМП–МЭП, у которых межклеточные контак-
ты ослаблены, но сохраняются, так же как сохраня-
ется или легко восстановима способность к адгезии,
возможно, используемая клеточными островками

асцитной гепатомы для закрепления на субстрате
(брюшине).

Выявленные в наших работах при культивирова-
нии in vitro отличия клеток голоклональных субли-
ний гепатомы Зайдела по морфологии, по характеру
роста в монослое, по клоногенности, по типу и скоро-
сти миграции, по активности коллагеназы ММП-1 и
по туморогенности после их введения в перитоне-
альную полость беспородных крыс позволяют с вы-
сокой вероятностью считать, что именно клетки-
прародительницы этих сублиний относятся к субпо-
пуляции метастатических ОСК асцитной гепатомы
Зайдела. Для подтверждения нашей гипотезы необ-
ходимы дополнительные исследования in vivo по
изучению способности клеток голоклональных суб-
линий инициировать рост гетерогенной по клеточ-
ному составу асцитной формы опухоли и вторичных
опухолевых узлов.
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Ascitic Zajdela Hepatoma as a Continuum for Tumor Cells at Transit State
N. P. Teryukovaa, *, G. V. Andreeva, I. V. Voronkinaa, b, E. I. Sakhenberga, and S. A. Snopova, **
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bInstitute of experimental medicine, Russian Academy of Sciences, Saint Petersburg, 197376 Russia

*e-mail: npter@yandex.ru
**e-mail: snopov@inras.ru

Previously, from the adhesive cell line of rat ascitic Zajdela hepatoma, we obtained its daughter sublines of two types –
holoclonal and meroclonal, whose cells differed in morphology (fibroblast-like and epithelial-like, respectively),
clonogenicity in tests in vitro and tumorigenicity in vivo. To identify potential roles of attaching Zajdela hepatoma
cells in the process of metastasis, we compared all its sublines to monolayer lines of other hepatocellular tumors by
parameters that determine cell’s invasive and migration properties. We found that the cells of holoclonal sublines
were characterized by increased activity of matrix metalloproteinase 1, individual type of migration and high speed
of movement in comparison with cells of other lines. Cells of all monolayer lines of Zajdela hepatoma secreted active
forms of matrix metalloproteinase 9 and translocated the intracellular domain of epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM) into the nucleus, which indicates that they acquired an invasive phenotype and activated the Wnt-β-cat-
enin signaling pathway. We assume that the clonal sublines obtained from Zajdela’s ascitic hepatoma are represented
by cells in transit states between the epithelial and mesenchymal phenotypes.

Keywords: ascitic hepatoma, holoclones, matrix metalloproteinase, meroclones, metastasis, tumor stem cells, epi-
thelial cell adhesion molecule, epithelial-mesenchymal transition
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