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Важным этапом исследований, посвященных анализу механизмов опухолевого рецидива и лекарственной
устойчивости, является получение модельных линий опухолевых клеток, устойчивых к интересующему
препарату. В представленной работе описан процесс получения линии клеток рака толстой кишки
HCT116, устойчивых к цисплатину, и дана характеристика некоторых параметров устойчивых клеток,
включая оценку пролиферативной, метаболической и миграционной активности. Результаты исследова-
ний показывают, что полученная линия HCT116/C обладает более чем 30-кратной устойчивостью к цис-
платину по сравнению с исходными клетками. Таким образом, в результате нашей работы была создана in
vitro модель резистентности к цисплатину клеток колоректального рака, которая открывает возможности
для будущих исследований по преодолению лекарственной устойчивости in vitro и поиска новых подходов
противораковой терапии in vivo.
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Колоректальный рак – одна из наиболее агрес-
сивных и трудно поддающихся лечению форм рака.
Особенно остро в терапии колоректального рака
стоит проблема рецидивирования опухолей, которая
тесно связана с проблемой лекарственной устойчи-
вости, приобретаемой опухолевыми клетками в ходе
лечения. В этом случае часть опухолевых клеток вы-
живает, формируя новую опухоль, более устойчивую
к действию терапевтических препаратов. При этом
опухолевые клетки, сформировавшие устойчивость
к одному цитостатику, часто проявляют понижен-
ную чувствительность и к ряду других препаратов –
явление, известное как перекрестная устойчивость
или кросс-резистентность (Gupta et al., 1988). Про-
блема развития лекарственной устойчивости часто
возникает при терапии препаратами платины, до сих
пор активно используемыми в химиотерапии коло-
ректального рака (Dilruba, Kalayda, 2016). Изучение
механизмов, лежащих в основе формирования этой
устойчивости и поиск способов ее преодоления, ча-
сто проводится in vitro на клеточных моделях, вклю-
чающих чувствительные и устойчивые к препарату
интереса линии клеток.

Основными задачами настоящей работы являют-
ся получение и характеристика такой клеточной мо-
дели – чувствительных и устойчивых к цисплатину
клеток колоректального рака человека HCT116. Ци-

сплатин – химиотерапевтический препарат на осно-
ве платины, который активно используется в клини-
ке для борьбы с различными злокачественными ново-
образованиями (Dasari, Tchounwou, 2014). Цисплатин
вызывает перекрестные сшивки с пуриновыми осно-
ваниями ДНК, нарушая процессы ее репарации, что
впоследствии приводит к гибели раковых клеток (Gal-
luzzi et al., 2012; Dasari, Tchounwou, 2014).

Устойчивые к различным препаратам клетки ко-
лоректального рака широко представлены в литера-
туре. Схемы обработки клеток цитостатиком могут
отличаться периодичностью времени действия аген-
та – постоянное или импульсное (эпизодическое),
также может варьировать дозировка препарата –
фиксированная или возрастающая. В стратегиях с
постоянным присутствием цитостатика в культураль-
ной среде используют более низкие концентрации
агента, тогда как стратегии импульсного воздействия
позволяют проводить обработку клеток цитостати-
ком в высоких дозировках, чередуя воздействие с пе-
риодами восстановления на чистой культуральной
среде.

На основе клеток колоректального рака человека
были получены линии, устойчивые к различным
препаратам, используемым в клинической практи-
ке. Устойчивые к доксорубицину клетки линии
HCT115 были получены при непрерывном воздей-

УДК 576.385.5



ЦИТОЛОГИЯ  том 64  № 4  2022

ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА ЛИНИИ УСТОЙЧИВЫХ К ЦИСПЛАТИНУ 345

ствии постепенно увеличивающейся концентрации
доксорубицина от 0.5 до 55 мкг/мл в течение 13 мес.,
после чего клетки переводили на чистую среду и
проверяли на устойчивость (Choi et al., 1996). При
альтернативном подходе (Fanciulli et al., 2000) доксо-
рубицин-устойчивые линии клеток рака толстого ки-
шечника LoVo получали, подвергая исходные клетки
кратковременной (в течение 1 ч) обработке доксоруби-
цином в повышенной концентрации (10 мкг/мл) с по-
следующим выращиванием клеток в редкой плотности
(500 клеток на 60-мм чашку) в среде, не содержащей
доксорубицин. Через 2 нед. выделяли устойчивые ко-
лонии и выращивали до монослоя для следующей
кратковременной обработки. По истечении 12 цик-
лов обработки доксорубицином в течение 7 мес. по-
лученные устойчивые клетки постоянно поддержи-
вали в культуральной среде в присутствии 10 мкг/мл
доксорубицина. Показатель IC50 для чувствительных
клеток составлял 0.03 мкг/мл, тогда как для устойчи-
вых клеток – 5.7 мкг/мл (Fanciulli et al., 2000).

Существуют исследования, показывающие, что
одни и те же родительские клетки при применении
различных способов индукции устойчивости к ле-
карству могут дать линии с различающимися харак-
теристиками. Так, клетки AdR1.2 были получены
при длительном непрерывном воздействии доксору-
бицина на клетки LoVo со ступенчатым повышени-
ем концентрации от 0.01 до 1.2 мкг/мл в течение
16 мес. с последующим постоянным поддержанием
ее 1.2 мкг/мл, тогда как клетки SRA1.2 были получе-
ны из LoVo с помощью процедуры, состоящей из де-
вяти импульсных коротких (в течение 1 ч) лекар-
ственных циклов с высокой концентрацией доксо-
рубицина (1.2 мкг/мл) в течение 9 мес., по
окончании чего резистентные клетки SRA1.2 выра-
щивали в среде без доксорубицина. Обе устойчивые
сублинии были перекрестно устойчивы и перекрест-
но чувствительны к одинаковому спектру цитоток-
сических агентов. Однако есть ряд различий, среди
которых обратимость устойчивого фенотипа у кле-
ток AdK1.2 при выращивании клеток в среде без ле-
карства, тогда как SRA1.2 сохраняли свою устойчи-
вость в течение не менее 10 мес. в аналогичных усло-
виях (Yang, Trujillo, 1990).

Примерно 47-кратная устойчивость к иринотека-
ну развивалась в клетках рака толстой кишки S1 при
импульсном воздействии агентом (0.5 мкМ) в тече-
ние 48 ч с перерывом на 7 сут (Wu et al., 2021). После
3–5 циклов лекарственной обработки клетки куль-
тивировали с возрастающими концентрациями ири-
нотекана, каждый раз увеличивая их на 50%. Устой-
чивые клеточные линии экспоненциально росли в
присутствии 20 мкМ иринотекана. Для дальнейшего
использования полученные устойчивые клетки выдер-
живали в среде, не содержащей лекарственного сред-
ства, в течение 14 сут перед экспериментом (Wu et al.,
2021).

Для создания in vitro устойчивой к оксалиплати-
ну клеточной линии карциномы толстой кишки
(Tang et al., 2007) исходные чувствительные клетки
THC8307 подвергали продолжительному воздей-
ствию оксалиплатина в концентрации 0.108 мкг/мл с
постепенным увеличением концентрации препарата
через каждые 2 нед. непрерывной обработки до ко-
нечной концентрации 6 мкг/мл в течение 9 мес. Ста-
бильно устойчивую клеточную линию культивиро-
вали в присутствии конечной концентрации окса-
липлатина еще на протяжении 4-х мес. Перед
дальнейшим анализом резистентную линию рако-
вых клеток поддерживали в течение 1 нед. без ле-
карств для устранения острых эффектов. Получен-
ная линия была в 31 раз более устойчива к окса-
липлатину, чем исходные клетки (Tang et al., 2007).
По подобному сценарию получали оксалиплатин-
устойчивые линии на основе клеток колоректально-
го рака SW620 и LoVo при непрерывном воздействии
оксалиплатина в низкой концентрации с постепен-
ным ее увеличением в течение 10 мес. (Liu et al.,
2010).

Устойчивую к цисплатину линию карциномы
(CC531) толстой кишки крысы получали in vitro при
непрерывном присутствии в среде клеток цисплати-
на в низкой концентрации (0.75 мкМ), на которой
продолжали поддерживать установившиеся устой-
чивые клоны (Vrie et al., 1993). Таким же образом ин-
дуцировали устойчивость к цисплатину клеток рака
толстой кишки человека LoVo, поэтапно обрабаты-
вая их агентом для отбора устойчивых клонов, кото-
рые затем были объединены для последующих экс-
периментов (Chen et al., 2021).

Для развития устойчивости к 5-фторурацилу
(5-FU), оксалиплатину и иринотекану клетки ли-
нии колоректального рака HCT116 подвергались по-
вторяющейся обработке препаратов в постепенно
возрастающих концентрациях в течение более
10 мес. (Boyer et al., 2004). Устойчивую к 5-фторура-
цилу линию затем культивировали в присутствии
2 мкМ 5-FU, иринотекан-устойчивую линию – в
присутствии 1 мкМ иринотекана, а оксалиплатин-
устойчивая линия была оценена как стабильно
устойчивая и велась на среде без вещества с им-
пульсными обработками оксалиплатином (8 мкМ)
каждые 4 нед. Перед каждым экспериментом устой-
чивые линии культивировали в среде без препарата в
течение 48 ч. Концентрации полумаксимального
ингибирования (IC50) в устойчивых к 5-FU, окса-
липлатину и иринотекану линиях были выше в 3, 31
и 10 раз соответственно относительно родительских
чувствительных клеточных линий (Boyer et al., 2004).

Линии, устойчивые к цитотоксическому воздей-
ствию, являются незаменимым модельным объек-
том в исследованиях механизмов лекарственной
устойчивости клеток колоректального рака и при-
чин его рецидивирования.
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МОРШНЕВА и др.

В представленной работе описано реализованное
нашей исследовательской группой получение линии
устойчивых к цисплатину клеток колоректального
рака человека при итеративной обработке исходных
клеток HCT116 цисплатином, а также приведены ре-
зультаты экспериментов, подтверждающих устойчи-
вость полученной линии к цисплатину. Работа прове-
дена на базе Института цитологии РАН. За стартовую
была взята определенная нами методом MTT концен-
трация полумаксимального ингибирования жизнеспо-
собности клеток, составившая 9 мкМ. Клетки, полу-
ченные после нескольких циклов обработки цис-
платином в возрастающей концентрации, показали
высокую степень резистентности и не снижают жиз-
неспособность при действии 50 мкМ цисплатина.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные линии и культивирование клеток. Клет-
ки рака прямой кишки человека HCT116 были лю-
безно предоставлены О.Н. Демидовым (Универси-
тет Бургундии Франш-Конте, Безансон, Франш-
Конте, Франция). Клетки культивировали при 37°С
и 5% СО2 в среде DMEM (Биолот, Россия), допол-
ненной 10% сыворотки (FCS; Gibco, США), 2мМ L-
глутамина (Биолот, Россия) и содержащей 40 мкг/мл
гентамицина (Биолот, Россия). В ходе работы на ос-
нове линии HCT116 были получены устойчивые к
цисплатину клоны (линия HCT116/C).

Тест МТТ. Оценку жизнеспособности клеток про-
водили с помощью колориметрического теста МТТ (3-
(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолиум
бромид), позволяющего количественно измерять ме-
таболическую активность клеток. МТТ – это желтый
тетразолевый краситель, который проникает в клет-
ку и под действием НАДФH-зависимых оксидоре-
дуктазных ферментов, восстанавливается до нерас-
творимого соединения формазана, который затем
переводится в растворимое состояние с помощью
диметилсульфоксида (ДМСО).

Для проведения теста клетки рассеивали в 96-лу-
ночные планшеты в плотности 30 × 103 клеток на
1 лунку и культивировали в присутствии цисплатина
в соответствующей концентрации в течение 24–72 ч,
после чего культуральную среду удаляли, а клетки
инкубировали в растворе МТТ (Sigma) в PBS в ко-
нечной концентрации 0.5 мг/мл в течение 1 ч при
37°С в СО2-инкубаторе. Затем раствор МТТ убирали
и лизировали клетки в ДМСО до растворения гранул
формазана. Оптическую плотность раствора в каж-
дой лунке определяли спектрофотометрически при
длине волны 570 нм (Multiscan-EX; Labsystems,
США), используя величину оптической плотности
ДМСО в качестве референсного значения. Абсолют-
ные значения оптической плотности, прямо про-
порциональные интенсивности клеточного дыхания
и, соответственно, жизнеспособности клеток, в каж-
дой временной точке пересчитывали относительно

контрольных необработанных цисплатином клеток,
принимаемых за единицу, и представляли на графи-
ках в относительных значениях.

Показатель IC50 и индекс устойчивости (RI). Вы-
числение IC50 цисплатина (его концентрации полу-
максимального ингибирования жизнеспособности
клеток) проводили с помощью веб-инструмента
AAT Bioquest, Inc. (Quest GraphTM IC50 Calculator;
https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator) на ос-
нове результатов теста МТТ, представленных в виде
таблицы, где каждой концентрации цисплатина со-
ответствует усредненное и нормированное на кон-
троль (относительное) значение поглощения МТТ
(570 нм). Индекс устойчивости (RI) вычисляли как от-
ношение IC50 устойчивых клонов к IC50 исходных
чувствительных клеток (RI = IC50HCT116/C/IC50HCT116).

Кривые роста клеток. Клетки рассеивали на чаш-
ки 3 см в плотности 80 × 103 клеток на чашку. Через
24 ч после рассева к клеткам добавляли цисплатин в
концентрации 18 мкМ и, спустя 24, 48 и 72 ч после
добавления агента, проводили подсчет общего числа
клеток в каждой экспериментальной точке с исполь-
зованием камеры Горяева. Для каждой эксперимен-
тальной точки клетки в чашке считали трижды. Дан-
ные представляли как среднее значение и его стан-
дартная ошибка в каждой временной точке.

Тест на зарастание царапины. Для проведения те-
ста на миграционную активность в монослое клеток
(12-луночный планшет) проводили прямые царапи-
ны с помощью наконечника дозатора на 200 мкл.
Фоторегистрацию царапины проводили в момент и
через 24 ч после нанесения царапин с помощью инвер-
тированного светового микроскопа. Для обработки
изображений и вычисления площади царапины ис-
пользовали программу Image J (Schneider et al., 2012).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор стартовой концентрации цисплатина для по-

лучения устойчивых клонов. В представленной работе
устойчивые к цисплатину клетки колоректального
рака человека на основе линии HCT116 были полу-
чены при циклической обработке исходных клеток
возрастающими концентрациями цисплатина. Для
выбора стартовой концентрации цитотоксического
агента провели тест МТТ, оценив жизнеспособность
родительских клеток HCT116 при действии возрас-
тающих концентраций цисплатина (рис. 1а, в). На
основе полученных данных была рассчитана кон-
центрация цисплатина, соответствующая концен-
трации IC50 для каждой временной точки (рис. 1б).
Чтобы сбалансировать интенсивность клеточной ги-
бели на начальных этапах получения устойчивых
клонов, в качестве стартовой была выбрана концен-
трация 9 мкМ, соответствующая IC50 в точке 48 ч.

Получение устойчивой к цисплатину линии клеток
HCT116/C. На рис. 2 схематично представлен про-
цесс индукции устойчивости клеток к цисплатину,
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примененной в представленной работе (рис. 2). Для
получения устойчивых клонов исходные клетки
HCT116 подвергали последовательным циклам об-
работки цисплатином в возрастающей концентра-
ции. Клетки обрабатывали цисплатином в стартовой
концентрации (9 мкМ), подобранной, как описано
выше, в течение 24 ч. Спустя 24 ч действия агента
среду меняли на свежую, не содержащую цисплатин.
После периода восстановления продолжительно-
стью 2–3 нед. образовавшиеся колонии собирали
0.5%-ным раствором трипсина–ЭДТА. Полученные
таким образом клетки выращивали в виде моно-
слойной культуры до сливания колоний, а затем
подвергались еще одному циклу обработки циспла-
тином по описанной выше методике.

После 2–3-х циклов обработки определяли ин-
декс устойчивости клеток (RI) для того, чтобы при-
нять решение об увеличении концентрации цитоток-
сического агента. RI является важным параметром
оценки степени устойчивости клеток к химическому
или физическому воздействию и широко использует-
ся при получении резистентных клеточных линий
(Zhang et al., 2006). Принято считать, что клетки с RI
в пределах 0–2 все еще считаются чувствительными,
тогда как устойчивость средней степени характеризу-
ется значением RI в диапазоне значений 2–10, превы-
шение которого (RI > 10) говорит о высокой устойчи-
вости клеток (Harker et al., 1989; Michalak et al., 2020).
При удвоении RI нами принималось решение о по-
вышении концентрации цисплатина вдвое для сле-
дующего цикла обработки клеток.

Рис. 1. Зависимость изменения жизнеспособности (ЖС) клеток HCT116 при действии цисплатина в различных концентра-
циях в течение 24–72 ч согласно результатам теста МТТ. Результаты теста представлены в виде графика изменения оптиче-
ской плотности, прямо пропорциональной ЖС клеток (а), и графика изменения (%) ЖС клеток (в) при действии цисплатина
на временных точках 24–72 ч. Цифры над кривыми (а) – концентрация цисплатина, мкМ. Результаты представлены относи-
тельно значений для контрольных необработанных цисплатином клеток в каждой временной точке, принятых за единицу
(а), или 100% (в). Горизонтальная линия на графиках (а, в) соответствуют IC50 (концентрации цисплатина для полумакси-
мального подавления ЖС); точные значения IC50, рассчитанные для каждой временной точки, приведены в таблице (б). На
графиках представлен результат усреднения 3–5 независимых экспериментов, вертикальные отрезки – стандартные ошибки
среднего (SEM).
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Для определения RI проводили перерасчет IC50
устойчивых клонов по результатам MTT-теста, и
вычисляли индекс устойчивости RI, как отноше-
ние IC50 устойчивых и чувствительных клеток
(RI = IC50HCT116/C/IC50HCT116). Концентрацию цис-
платина для обработки клеток удваивали при каж-
дом удвоении RI.

Данные МТТ-теста показали, что IC50 после од-
ного цикла обработки цисплатином в концентрации
9 мкМ, увеличилась до 12.5 мкМ, в результате чего
индекс устойчивости RI составил 1.4. Такой показа-
тель RI указывает на сохраняющуюся чувствитель-
ность клеток. В связи с этим проводили второй цикл
обработки цисплатином с теми же условиями, что и
первый. После второго цикла показатель RI превы-
сил 2, в связи с чем концентрацию цисплатина по-
высили до 18 мкМ. После 2–3-х циклов действия ци-
сплатина в концентрации 18 мкМ индекс RI отдель-
ных клонов был выше 14, что свидетельствует о
формировании высокой устойчивости. Далее обра-
ботку цисплатином продолжали при его концентра-
ции 40 мкМ.

Данные МТТ-теста показывают, что после 4–
6 циклов обработки цисплатином в возрастающей
концентрации клетки выдерживают до 48 ч действия
цисплатина, не достигая полумаксимального инги-
бирования жизнеспособности ни на одной из вы-
бранных концентраций (рис. 3). Более того, опреде-
ляемая с помощью МТТ-теста IC50 клеток после
шестого цикла была значительно выше IC50 роди-
тельских клеток и составила 250 мкМ, что соответ-
ствует индексу устойчивости RI = 27.8.

Таким образом, за 6–7 циклов обработки исход-
ных клеток HCT116 цисплатином в возрастающей
концентрации (9–40 мкМ) сформировалась 30-
кратная устойчивость.

Сравнительная характеристика скорости пролифе-
рации клеток линий HCT116 и HCT116/C.

Пониженная чувствительность клеток к цитоток-
сическому воздействию может быть обусловлена
низкой пролиферативной активностью клеток. Для
того, чтобы выяснить, не является ли наблюдаемое
снижение чувствительности клеток HCT116/C к ци-
сплатину следствием снижения темпа пролифера-
ции, мы провели сравнительный анализ скорости
деления устойчивых и чувствительных клеток. Для
этого строили кривые роста исходных клеток
HCT116, а также устойчивых клеток HCT116/C,
сформированных после 7-го цикла действия цис-
платина. Данные, представленные на рис. 3а, свиде-
тельствуют, что в клетках HCT116/C скорость про-
лиферации существенно не снижена и практически
совпадает с пролиферативной активностью роди-
тельских клеток HCT116 (рис. 4а).

Далее было проведено сравнение влияния цис-
платина на пролиферацию исходных и чувствитель-
ных клеток. Данные кривых роста показывают, что
при культивировании в присутствии 18 мкМ циспла-
тина чувствительных клеток HCT116 исходный размер
популяции сокращается более чем вдвое к 72 ч дей-
ствия агента, что свидетельствует об индукции кле-
точной гибели (рис. 4б). Увеличение популяции
устойчивых клеток HCT116/C замедляется в присут-
ствии цисплатина, однако не происходит такого со-
кращения популяции, как в чувствительных клетках
(рис. 4в). По данным кривых роста можно утвер-
ждать, что исходные клетки линии HCT116 гибнут
более интенсивно по сравнению с полученной рези-
стентной линией, поскольку при действии циспла-
тина в течение 72 ч число клеток в линии HCT116 в
15 раз меньше по сравнению с контролем, тогда как
в линии HCT116/С – только в 3 раза (рис. 4г–д), что

Рис. 2. Схема получения устойчивых к цисплатину клеток HCT116 (а) и кривые жизнеспособности (б) чувствительных
(HCT116) и устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6 циклов обработки цисплатином (10–50 мкМ) в течение 48 ч. а – Ис-
ходные клетки подвергали итеративной обработке цисплатином в возрастающих концентрациях (9, 18 и 40 мкМ); концентра-
цию цисплатина удваивали после каждого удвоения значения IC50 по мере приобретения клетками устойчивости. б – По
данным МТТ-теста; значение для контроля (необработанных клеток) принято за единицу для каждой клеточной линии.

Исходные клетки
Итеративная обработка

Устойчивые клетки НСТ116/С,

1 цикл: 24 часа, 14–21 сут

НСТ116, IC50
цисплатином, новые IC50

конечная IC50

восстановления
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Рис. 3. Графики изменения жизнеспособности чувствительных (HCT116) и устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6-ого
цикла обработки цисплатином (10–50 мкМ) в течение 48 ч. Данные представлены относительно необработанного цисплати-
ном контроля, принятого за единицу для каждой клеточной линии. Цифры справа от кривых – число циклов цисплатина.
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популяции в контроле в точке 72 ч принята за единицу для каждой из линий, ее величины относительно соответствующего
контроля указаны над столбцами. Вертикальные отрезки – стандартная ошибка среднего (SEM).
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также свидетельствует о приобретении устойчиво-
сти полученной популяции к цисплатину.

Изменение миграционной активности клеток
HCT116 при приобретении устойчивости к цисплатину.
Для измерения основных параметров миграционной
активности клеток, таких как скорость, постоянство
и полярность используют тест на “зарастание цара-
пины” или раны. В ходе эксперимента анализирова-
ли царапины в монослое чувствительных (HCT116) и
устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6 циклов
обработки цисплатином в двух временных точках:
непосредственно после нанесения царапины (0 ч) и
через 24 ч. На репрезентативных микрофотографиях
царапин клеточного монослоя (24 ч после начала
эксперимента) видно, что устойчивые клоны прояв-
ляют повышенную миграционную активность по
сравнению с исходными клетками (рис. 5).

Таким образом, анализ in vitro показал более вы-
сокую миграционную способность химиорезистент-
ных клеток HCT116 при анализе миграции во время
заживлении раны. Это может указывать на то, что
при приобретении устойчивости клетки претерпева-
ют эпителиально-мезенхимный переход (ЭМП), что
увеличивает их способность к миграции.

Способность клеток мигрировать необходима для
многих физиологических процессов, включая эм-
бриональное развитие, заживление ран. Тем не ме-
нее, миграция клеток также участвует в ряде патоло-

гических процессов, таких как инвазия опухоли,
неоангиогенез и метастазирование.

Метастазирование неразрывно связано с устой-
чивостью к химиотерапии как клинически, так и
биологически, однако молекулярная основа этой
связи неизвестна. Существуют исследования, свиде-
тельствующие о том, что развитие химиорезистентно-
сти сопровождается приобретением метастатического
фенотипа и, соответственно, увеличенной миграцион-
ной активностью. Так, миграционная активность кле-
ток аденокарциномы толстой кишки человека HT-29,
устойчивых к 5-фторурацилу (5-FU), была выше по
сравнению с родительскими при культивировании в
присутствии 5-FU (Durinikova et al., 2018). Кроме то-
го, показано, что цисплатин-резистентные клетки
рака яичников IGROV1-CP обладают более высоки-
ми миграционными свойствами по сравнению с ро-
дительскими из-за дерегуляции ZEB1 (Cui et al.,
2018), а также из-за их способности к быстрой регу-
ляции фокальной адгезии через паксиллин, винку-
лин и талин (Huang et al., 2020). Следовательно, при-
обретение клетками химиорезистентности может
приводить к повышению их миграционного потен-
циала, что согласуется с нашими данными, получен-
ными в настоящей работе для цисплатин-устойчи-
вых клеток.

Один из возможных механизмов устойчивости
опухолевых клеток к цитотоксическому действию

Рис. 5. Изменение площади зарастания царапины в монослое клеток. а – Репрезентативные микрофотографии царапин в мо-
нослое чувствительных (HCT116) и устойчивых (HCT116/C) клеток после 4–6 циклов обработки цисплатином сразу (0 ч) и
спустя 24 ч после нанесения царапины. б – Изменение площади царапины при ее зарастании клетками вычисляли как отно-
шение площади царапины через 24 ч к площади через 0 ч после повреждения (%). Для вычисления площади царапин исполь-
зовали программу Image J. На гистограмме представлен результат усреднения трех независимых экспериментов для чувстви-
тельных (светлый столбик) и устойчивых (темные столбики) клеток, вертикальные отрезки – стандартная ошибка среднего
(SEM). Для проверки значимости различий использовали тест Манна−Уитни для сравнения с чувствительными клетками
каждый из устойчивых клонов попарно (*P < 0.05), а также группу устойчивых клонов (**P = 0.01).
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лекарств заключается в замедлении пролиферации
опухолевых клеток, снижении их метаболической
активности (уход в состояние покоя или сна). Одна-
ко представленные нами данные указывают, что по-
лученные устойчивые клетки имеют сравнимый с
родительскими пролиферативный потенциал и яв-
ляются метаболически активными. Таким образом,
можно заключить, что в реализацию наблюдаемой в
клетках HCT116/C устойчивости к цисплатину во-
влечены специфические механизмы химиорези-
стентности. Установление этих механизмов требует
дополнительных исследований.
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МОРШНЕВА и др.

The Establishment and Characterization of the Cisplatin-Resistant Human 
Colon Cancer Cell Line

А. V. Morshnevaa, *, O. O. Gnedinaa, D. N. Kindta, and M. V. Igottia

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: 1195alisa@gmail.com

To analyze the tumor recurrence mechanisms and the drug resistance it is important to generate model lines of tu-
mor cells that are resistant to the drug of interest. This paper describes the establishment of the cisplatin-resistant
colon cancer cell line HCT116 and characterizes some parameters of resistant cells, including the assessment of its
proliferative, metabolic and migration activity. The research results show that the line HCT116/C obtained has more
than 30-fold resistance to cisplatin compared to the original cells. Thus, as a result of our work, an in vitro model of
resistance to cisplatin in colorectal cancer cells was created, which opens up opportunities for future research on
overcoming drug resistance in vitro and searching for new approaches to anticancer therapy in vivo.

Keywords: oncology, colon cancer, chemoresistance, tumor recurrence, drug-resistant cells, cisplatin
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