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В результате комплексного микроскопического исследования деструкции клеток асцитной карци-
номы Эрлиха (АКЭ) мыши в условиях голодания установлено, что кроме апоптоза, некроза и апо-
птотического некроза, уже известных для АКЭ, разрушение клеток может происходить путем мито-
хондриального автолиза, который предлагается считать новой разновидностью митоптоза. Особен-
ностью митоптоза в АКЭ является появление большого количества автолизирующихся
митохондрий, слияние которых приводит к разрыву клеточной мембраны и выбросу ядра из клетки.
Предполагается, что полиморфность способов деструкции АКЭ объясняется разным физиологиче-
ским состоянием клеток, предопределяющим “выбор” механизма их гибели. Данная ситуация ста-
вит перед исследователями задачу разработки комплексных индукторов, обладающих способно-
стью к стимуляции всех возможных типов гибели раковых клеток.
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Исследование механизмов деструкции рако-
вых клеток является сегодня предметом повы-
шенного внимания в связи с необходимостью
изобретения эффективных антиопухолевых ин-
дукторов [1–7]. Aсцитная карцинома Эрлиха мы-
ши (АКЭ) обладает относительно высокой чув-
ствительностью к терапевтическому воздей-
ствию, что делает ее удобной моделью для
изучения различных аспектов программирован-
ной гибели [8–10]. В результате исследования де-
струкции клеток, находящихся в одинаковых
культуральных условиях монослойной АКЭ, вы-
явлены как апоптоз, так и некроз [11]. Кроме то-
го, обнаружен третий паттерн клеточной гибели,
соответствующий морфологической модели апо-
птотического некроза [12]. Показано, что сдвиг в
сторону некроза может быть достигнут при ис-

пользовании антиопухолевого индуктора кукума-
риозид А2-2 [12], применение которого активизи-
рует цитоплазматический и ядерный автолиз,
происходящий при активной экспрессии калпаи-
на и каспазы-1 [7].

В результате данной работы, выполненной на
клетках АКЭ в условиях имитации голодания,
установлено, что разрушение клеток может также
происходить ранее неизвестным способом, при
котором постепенное слияние вакуолизирован-
ных митохондрий приводит к разрыву клеточной
мембраны и выходу клеточного ядра в межкле-
точное пространство. Этот вариант клеточной ги-
бели трактуется нами как ранее неизвестная раз-
новидность митоптоза, которую мы условно ха-
рактеризуем как “катастрофический митоптоз”.
Выявление митоптоза, функционирующего в
АКЭ наряду с другими типами деструкции, до-
полняет представление о полиморфности меха-
низмов клеточной гибели в АКЭ. Наличие в АКЭ
морфологически разных деструктивных вариантов
позволяет сделать предположение о физиологиче-
ской неоднородности клеток, предопределяющей
“выбор” способа самоуничтожения, и ставит во-
прос о необходимости создания комплексных ин-
дукторов, способных к активации всех возмож-
ных вариантов деструкции, функционирующей в
опухолях.
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В экспериментах использовали музейный тет-
раплоидный штамм клеток мышиной АКЭ, полу-
ченный из “НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохи-
на” Минздрава России (Москва). Клетки АКЭ
пассировали в брюшной полости белых беспо-
родных мышей обоего пола весом 18–20 г. Для
эксперимента клетки отбирали на 7–10 день по-
сле инокуляции опухоли. Для этого мышей заби-
вали методом перивисцеральной дислокации и с
помощью шприца собирали асцитическую жид-
кость, содержащую опухолевые клетки. Клетки
дважды отмывали от экссудата центрифугирова-
нием при 1500 об/мин (450 g) в течение 10 мин на
центрифуге Heraus Labofuge 400R (Германия) в
фосфатно-солевом буферном растворе.

Клетки в концентрации 2–5 × 106 клеток/мл
помещали в 24-луночные планшеты и инкубиро-
вали в культуральной среде DMEM, содержащей
L-глютамин (2 мМ), FCS (10%) и гентамицин
(100 мкг/мл) в CO2-инкубаторе при 37°С в тече-
ние 24 ч. Для индукции клеточной деструкции,
вызванной голоданием, клетки инкубировали в
обедненной среде, состоящей только из фосфат-
но-солевого буферного раствора и не содержаще-
го сыворотку и L-глютамин. Через 24 ч суспензию
клеток отбирали, переносили в пробирки типа
эппендорф и осаждали центрифугированием при
1500 об/мин (400 g) в течение 5 мин.

Для микроскопического анализа клетки фикси-
ровали в 2.5%-м глютаральдегиде на 0.1М какоди-
латном буфере. После фиксации клетки поместили
в 1X PBS. Для изучения клеточной суспензии мето-
дом фазово-контрастной микроскопии использо-
вали микроскоп Zeiss Axiovert 200M Apotome
(Германия). Для исследования методом сканиру-
ющей электронной микроскопии суспензию кле-
ток помещали на поверхность покровных стекол
Thermanox® Plastic Coverslips (США), выдержива-
ли до их оседания 30 мин и обезвоживали в спир-
тах возрастающей концентрации и ацетоне. По-
сле этого образцы окончательно высушивали в
диоксиде углерода по методике сушки в критиче-
ской точке, используя прибор фирмы BAL-TEC
(critical point dryer 030, Германия), помещали на
поверхность алюминиевых столиков и напыляли
углеродом. Анализировали образцы на сканиру-
ющем электронном микроскопе Zeiss EVO 40
(Германия). Для исследования методом транс-
миссионной электронной микроскопии клеточ-
ную суспензию дофиксировали в 2%-м растворе
OsO4 на 0.1М какодилатном буфере. После обез-
воживания в спиртах и ацетоне материал заклю-
чали в Аралдит. Ультратонкие срезы толщиной
80 нм получали с использованием ультрамикро-
тома Ultracut Leica UC6 (Германия) и помещали
на медные бленды, покрытые формваровой под-
ложкой. Срезы окрашивали растворами уранил-

ацетата и цитрата свинца и изучали в электрон-
ном микроскопе Zeiss Libra 120 (Германия).

В результате исследования установлено, что в
условиях бедного питания значительная часть
клеток АКЭ погибает ранее неизвестным спосо-
бом. Показано, что происходит модификация
митохондрий; эти органеллы увеличиваются в
размере и утрачивают большую часть митохон-
дриальных крист, которые формируют закручен-
ные мембранные конгломераты, расположенные
в центре митохондрий. Такие митохондрии име-
ют электронно-светлое содержимое, напоминая
этим вакуоли (рис. 1а). По-видимому, вакуолиза-
ция митохондрий происходит благодаря автолизу
содержимого этих органелл. Вакуолизированные
митохондрии образуют скопления и контактиру-
ют друг с другом (рис. 1б). На поздней стадии де-
струкции часть сливающихся митохондрий лока-
лизована около клеточной мембраны, в которой
возникает отверстие, формируемое благодаря
сливанию мембраны одной из вакуолизирован-
ных митохондрий и клеточной мембраны (рис. 1в).
Некоторые вакуолизированные митохондрии
контактируют с клеточным ядром (рис. 1г). Бла-
годаря сливанию вакуолизированных митохон-
дрий вокруг клеточного ядра формируется по-
лость, а также происходит расширение отверстия
в клеточной мембране (рис. 1д). Установлено, что
благодаря наличию отверстия в клеточной мем-
бране происходит выброс клеточного ядра через
это отверстие (рис. 1е, ж). В результате появляют-
ся клетки, имеющие отверстие, через которое ра-
нее произошел выброс ядра (рис. 1з, и).

Как показали наши исследования, гибель кле-
ток АКЭ происходит в результате трансформации
митохондрий, и этот способ, по-видимому, мож-
но считать разновидностью митоптоза. Согласно
литературным данным, при митоптозе происхо-
дит разрушение внутренней митохондриальной
структуры при сохранении целостности внешней
мембраны. В определенных состояниях разруша-
ется внешняя митохондриальная мембрана, а
внутренняя структура какое-то время сохраняет
целостность. Известно, что деградировавшие ми-
тохондрии либо утилизируются автофагосомами,
либо высвобождаются из клетки в виде митопти-
ческих тел [13–15].

Митоптоз в АКЭ – это прогрессирующее сли-
вание автолизирующихся митохондрий, форми-
рующих единую внутриклеточную полость, через
которую происходит эвакуация клеточного ядра в
межклеточное пространство. Необходимо отме-
тить, что данный способ митоптоза не был опи-
сан ранее ни для клеток АКЭ, ни для других типов
опухолевых клеток. По нашему мнению, данный
вариант митохондриальной деструкции, который
мы предлагаем условно охарактеризовать как
“катастрофический митоптоз”, может дополнить



506

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ  том 494  2020

ПИМЕНОВА и др.

список уже известных разновидностей митопто-
за. Учитывая ярко выраженный травматический
характер данного процесса, приводящего к то-
тальному коллапсу клетки, поиск подходов к его
стимуляции является перспективной задачей при
разработке стратегии борьбы с канцерогенезом.
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As a result of a complex microscopic study of the destruction of mouse Ehrlich ascites carcinoma (EAC) cells
under starvation conditions, it was found that in addition to apoptosis, necrosis and apoptotic necrosis, already
known for EAC, cell destruction can also occur by mitochondrial autolysis, which is proposed to be considered
a new kind of mitoptosis. A feature of mitoptosis in EAC is the transformation of mitochondria into vacuoles,
the fusion of which leads to rupture of the cell membrane and ejection of the nucleus from the cell. It is assumed
that the polymorphism of EAC destruction patterns is explained by the different physiological state of the cells,
which determines the “choice” of the mechanism of cell death. This situation poses a challenge for researchers
to develop complex inducers with the ability to stimulate all possible types of cancer cell death.
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