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Мультиформная глиобластома (МГБ) является наиболее агрессивной злокачественной опухолью
головного мозга. Одной из причин устойчивости МГБ к лечению является чрезвычайная гетероген-
ность опухоли и, в частности, присутствие в общей популяции клеток глиобластомы опухолевых
стволовых клеток (ОСК). В данной работе мы исследовали влияние условий, уменьшающих долю
ОСК в популяции клеток МГБ, на уровни длинных некодирующих РНК (lincROR и MALAT1),
участвующих в формировании фенотипа раковых стволовых клеток глиобластомы. Мы показали,
что культивирование в условиях, вызывающих уменьшение стволовости клеток (при добавлении в
культуральную среду эмбриональной телячьей сыворотки) влияло на содержание этих транскрип-
тов: в клетках большинства анализируемых линий отмечались снижение уровня позитивного регу-
лятора стволовости lincROR и повышение содержания MALAT1.
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Мультиформная глиобластома (МГБ) являет-
ся наиболее агрессивной злокачественной опухо-
лью головного мозга. Стандартные методы лече-
ния МГБ включают радикальное хирургическое
удаление, радиотерапию и химиотерапию алки-
лирующим препаратом темозоломид [1, 2]. Одна-
ко, несмотря на комплексную терапию, средняя
продолжительность жизни пациентов, как прави-
ло, не превышает 14 мес с момента постановки
диагноза, а прогноз в целом остается неблагопри-
ятным [2]. Одной из причин устойчивости МГБ к
лечению является чрезвычайная гетерогенность
опухоли и, в частности, присутствие в общей по-
пуляции клеток глиобластомы опухолевых ство-
ловых клеток (ОСК), для которых характерна по-
вышенная резистентность к химио- и радиотера-
пии [3]. В связи с этим поиск терапевтических
агентов, снижающих долю ОСК или способству-
ющих их дифференцировке в более зрелые клет-
ки опухоли, является крайне актуальной задачей.
Также представляется важным исследование ме-

ханизмов поддержания пула ОСК. Среди факто-
ров, регулирующих содержание ОСК в общей по-
пуляции раковых клеток, можно выделить ряд
длинных некодирующих РНК (днРНК) – не-
транслируемых транскриптов длиной 200 нуклео-
тидов и более [4]. К числу днРНК, повышающих
долю ОСК, относится lincROR (Long Intergenic
Non-protein Coding RNA, Regulator Of Reprogram-
ming). Данный транскрипт служит позитивным
регулятором экспрессии так называемых генов
стволовости (SOX2, OCT4 и NANOG) и выполня-
ет онкогенные функции при многих раковых за-
болеваниях [5, 6]. Ранее в нашей лаборатории бы-
ло показано, что lincROR повышает уровень клю-
чевого маркера ОСК глиобластомы – CD133 [7],
который служит не только одним из поверхност-
ных маркеров ОСК, но и задействован в патоге-
незе МГБ [8]. Другой днРНК, влияющей на уро-
вень упомянутого маркера, является MALAT1
(Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Tran-
script 1). MALAT1 известна в качестве онкогена
при многих видах рака [9]. В то же время есть дан-
ные о том, что при МГБ эта днРНК может выпол-
нять онкосупрессорные функции. Так, обнару-
жено, что MALAT1 способствует снижению уров-
ня CD133 [10]. В соответствии с этими
результатами, биоинформатический анализ базы
данных TCGA, проведенный ранее в нашей лабо-
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ратории, показал, что пониженный уровень
MALAT1 коррелирует с менее продолжительной
общей выживаемостью больных МГБ [11].

На основании данных, упомянутых выше, нам
представляется важным исследовать влияние раз-
личных факторов, способствующих уменьшению
содержания в опухоли пула ОСК, на уровни
MALAT1 и lincROR. Одним из подходов, позво-
ляющих снизить содержание ОСК в общей попу-
ляции клеток МГБ в экспериментах in vitro, слу-
жит культивирование раковых клеток с использо-
ванием среды, содержащей эмбриональную
телячью сыворотку (fetal bovine serum, FBS) [12].
Таким образом, целью нашего исследования
явился анализ уровней MALAT1 и lincROR в
клетках МГБ, культивируемых в жидкой среде
DMEM F12, а также в среде DMEM, содержащей
10% FBS. Для этих экспериментов мы использо-

вали линии первичных культур нейросфер МГБ,
взятых от 4 пациентов (011, 019, 022 и 067), кото-
рые могут служить наиболее репрезентативными
моделями опухоли [13]. Две из этих линий отно-
сились к наиболее агрессивному, мезенхималь-
ному подтипу МГБ (022 и 067), тогда как клетки
линий 011 и 019 принадлежали к менее злокаче-
ственному пронейрональному подтипу глиобла-
стомы [14]. Также в работе была использована
стандартная иммортализованная линия глиобла-
стомы, U87MG, для которой характерен высокий
пролиферативный потенциал и в то же время
сниженная гетерогенность (по сравнению с ис-
ходной опухолью) [15]. Среда А, содержащая сы-
воротку, включала DMEM/F12; 2 мМ глутамин;
10% FBS; 100 Ед/мл пенициллина; 100 мг/л стреп-
томицина. Среда Б содержала DMEM/F12; 2%
добавки для обеспечения жизнеспособности ней-
ронов (B27); 2 мМ глутамин; 20 нг/мл эпидер-

Рис. 1. Изменение морфологии клеток МГБ в различных условиях культивирования. (а) – клетки линии 011 после
культивирования в среде DMEM/F12, содержащей 20 нг/мл EGF, 20 нг/мл bFGF, 2% B27 (среда Б), (б) – клетки линии
067 после культивирования в среде Б, (в) – клетки линии 011 после культивирования в среде DMEM/F12 с добавлени-
ем 10% FBS (среда А), (г) клетки линии 067 после культивирования в среде А, (д) клетки линии U87MG после культи-
вирования в среде А.
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Рис. 2. Экспрессия генов lincROR (а) и MALAT1 (б) в клетках МГБ, выращенных на среде А или Б. В качестве внут-
реннего контроля использовали 18S РНК.
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мального фактора роста (EGF); 20 нг/мл основного
фактора роста фибробластов (bFGF); 100 Ед/мл
пенициллина; 100 мг/л стрептомицина).

При использовании бессывороточной среды
клетки МГБ формировали сфероиды (нейросфе-
ры) (рис. 1а, б). В то же время, как и следовало
ожидать, после культивирования на среде, содер-
жащей FBS, клетки изменяли морфологию и
приобретали фенотип более дифференцирован-
ных клеток, имеющих большое количество от-
ростков и образующих адгезионный монослой
(рис. 1в – д).

Далее из клеток, выращенных как в среде А, так
и в среде Б, была выделена РНК, на матрице кото-
рой была синтезирована кДНК, после чего прове-
ден анализ относительных уровней MALAT1 и lin-
cROR с помощью количественной ПЦР (рис. 2).

В результате данного эксперимента было об-
наружено, что культивирование на среде, содер-
жащей FBS, приводило к снижению уровня
lincROR (по сравнению с клетками, культивируе-
мыми на бессывороточной среде) в 3 из 5 анали-
зируемых линий: 067, 019 и U87 (в линии 022 уро-
вень данного транскрипта не определялся). Это
может косвенно свидетельствовать об уменьше-
нии доли ОСК при культивировании клеток дан-
ных линий в подобных условиях. Интересно от-
метить, что при культивировании на среде с FBS
уровень MALAT1, напротив, повышался в боль-
шинстве анализируемых линий. Следует отме-
тить, что клетки мезенхимального подтипа (022 и
067), для которых характерен высокий уровень
стволовости, демонстрировали сходные результа-
ты: содержание MALAT1 повышалось при куль-
тивировании на бессывороточной среде. Это мо-
жет свидетельствовать о том, что дифференци-
ровка ОСК под влиянием компонентов
сыворотки может сопровождаться повышением
уровня негативного регулятора экспрессии

CD133, MALAT1. В то же время, к нашему удив-
лению, для клеток с пронейрональным феноти-
пом (011 и 019) наблюдался различный эффект
при культивировании на среде с FBS: в клетках
пациента 011 содержание MALAT1 увеличива-
лось, тогда как в клетках 019 отмечалось сниже-
ние уровня этого транскрипта. В случае lincROR
при культивировании клеток на среде, содержа-
щей FBS, уровень этой днРНК повышался в клет-
ках пациента 011 и уменьшался в клетках линии
019. Такой результат может быть объяснен чрез-
вычайной гетерогенностью клеток МГБ: даже
клетки, принадлежащие к одному фенотипу, мо-
гут обладать разными свойствами и по-разному
реагировать на действие различных агентов.

Таким образом, в данной работе мы исследо-
вали уровни известных днРНК (lincROR и
MALAT1) в клетках МГБ, культивируемых в раз-
личных условиях. Мы показали, что культивиро-
вание в условиях, вызывающих уменьшение
стволовости клеток (при добавлении в культу-
ральную среду FBS), влияло на содержание этих
транскриптов: в клетках большинства анализиру-
емых линий отмечались снижение уровня пози-
тивного регулятора стволовости lincROR и повы-
шение содержания MALAT1. В то же время нель-
зя не отметить различный эффект, наблюдаемый
в случае клеток 011 и 019, относящихся к одному
подтипу МГБ, что можно объяснить высокой ге-
терогенностью этой опухоли. Такие факты следу-
ет учитывать как при разработке терапевтических
агентов, так и при выборе оптимального метода
лечения.
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INFLUENCE OF THE CULTIVATION CONDITIONS OF THE GLIOBLASTOMA 
NEUROSPHERE ON THE EXPRESSION OF MALAT1 AND LINCROR 

LONG NON-CODING RNA GENES
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ABSTRACT Glioblastoma multiforme (GBM) is the most aggressive malignant brain tumor. One of the rea-
sons for the resistance of MGB to treatment is the extreme heterogeneity of the tumor and, in particular, the
presence of cancer stem cells (CSCs) in the population of glioblastoma cells. In this work, we investigated the
effect of conditions that reduce the proportion of CSCs in the GBM cell population on the levels of long non-
coding RNAs (lincROR and MALAT1) involved in the formation of the phenotype of glioblastoma cancer
stem cells. We have shown that culturing under conditions that cause a decrease in cell stemness (when fetal
calf serum is added to the culture medium) affected the content of these transcripts: in the cells of most of the
analyzed lines, a decrease in the level of the positive stemness regulator lincROR and an increase in the con-
tent of MALAT1 were noted.

Keywords: glioblastoma, cancer stem cells, lincROR, MALAT1
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