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Аннотация. Проведено комплексное иммунофенотипирование культур клеток 
сарком по экспрессии опухолевых маркёров, ассоциированных с важнейшими 
биологическими характеристиками злокачественных новообразований – TUBB3, 
EMT/MET, PD-L1, ERα и ERβ. Сформированы две пары клеточных культур с 
различиями в молекулярном фенотипе – метастатическая Mg-63 vs первичная 
MNNG-Hos остеосаркома и остеосаркома Mg-63 vs фибросаркома НТ-1080, кото-
рые могут быть полезными для оценки вклада исследованных маркёров в разные 
биологические характеристики опухолевых клеток и изучения взаимодействия 
между механизмами их регуляции в мезенхимальных опухолях.
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Саркомы мягких тканей и костей – опухоли, 
имеющие общее мезенхимальное происхожде-
ние, но кардинально различающиеся по клиниче-
скому поведению, прогнозу и чувствительности 
к терапии. 

Описание клинической картины остеосарко-
мы (ОС) включает быстрый рост новообразова-
ния с высоким потенциалом к раннему метаста-
зированию (микрометастазы часто выявляются 
уже на момент постановки диагноза). Пик забо-

леваемости наблюдается у подростков и молодых 
взрослых, что косвенно указывает на связь с пе-
риодами активного роста кости [1]. Фибросарко-
ма (ФС) – это чаще медленно прогрессирующее 
объемное образование в мягких тканях (мышцах, 
фасциях), которое может долго оставаться неза-
меченным. Хотя ФС также агрессивна, темп ло-
кального роста и метастазирования обычно ниже, 
чем у классической ОС, особенно у низкодиффе-
ренцированных форм [2].
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Одно из самых ярких различий – пути ме-
тастазирования этих опухолей. ОС имеет выра-
женный тропизм к легочной ткани. Более 90% 
отдаленных метастазов – это метастазы в лег-
кие, редко – в другие кости [3]. ФС характери-
зуется более вариабельным метастазированием. 
Метастазы могут возникать как в легких, так и 
довольно часто в регионарных лимфатических 
узлах, печени, костях и даже подкожных тканях 
[4]. 

Различия в лечении этих опухолей также зна-
чительны. ОС чувствительна к неоадъювантной/
адъювантной химиотерапии на основе высоких 
доз метотрексата, доксорубицина, цисплатина, 
ифосфамида [5]. ФС считается химиорезистент-
ной опухолью и основным методом лечения яв-
ляется радикальная хирургическая операция [6].

До настоящего времени результаты лече-
ния сарком остаются неудовлетворительными, 
поэтому интенсивно разрабатываются новые 
стратегии их лекарственной терапии, основан-
ные на молекулярном фенотипе новообразова-
ний. В этом смысле мезенхимальные опухоли 
не отличаются от эпителиальных (рак), но значи-
тельно «отстают» от них по степени изученности 
фенотипических характеристик новообразова-
ний, что абсолютно необходимо для доклиниче-
ского развития новых трендов лекарственной те-
рапии. В частности, в базах данных PubMed, 
Scopus и Web of Science мы не нашли ни одного 
исследования по комплексной иммунофлуорес-
центной оценке фенотипа сарком по опухолевым 
маркёрам, ассоциированным с важнейшими био-
логическими характеристиками новообразований 
и с резистентностью к лекарственной терапии, а 
также являющимся мишенью противоопухоле-
вых препаратов.

В первую очередь, это экспрессия в клеточных 
культурах сарком белка микротрубочек TUBB3, 
гиперэкспрессия которого ассоциирована с по-
вышением метастатического потенциала эпите-
лиальных опухолей, а также с резистентностью к 
широкому кругу противоопухолевых препаратов 
и с прогнозом заболевания [7, 8]. 

Маркёром и драйвером агрессивности эпите-
лиальных злокачественных новообразований и 
лекарственной резистентности является и так на-
зываемый эпительно-мезенхимальный переход 
(ЕМТ) [9]. Поскольку ОС и ФС имеют мезенхи-
мальное клеточное происхождение, пластичность 
фенотипа у них ассоциирована с обратным пере-
ходом – мезенхимально-эпителиальной транс-
формацией (ЕМТ/MET), при этом у пациентов 

с более эпителиоидными карциномами, т.е. при 
активации MET, наблюдается менее агрессивное 
течение болезни (более благоприятный прогноз). 
В то же время фенотип метастатических опухо-
лей характеризуется более выраженной мезен-
химальностью гистотипа [10]. В настоящее вре-
мя разработка подходов к снижению экспрессии 
TUBB3 и индукции ЕМТ/MET в опухоли путем 
воздействия на сигнальные пути их регуляции и 
ко-регуляции является важнейшим трендом в раз-
витии новых подходов лечения как эпителиаль-
ных, так и мезенхимальных злокачественных но-
вообразований, что в свою очередь актуализирует 
создание охарактеризованных по этим маркёрам 
клеточных моделей.  

Что касается оценки экспрессии в клетках 
ОС мишени ингибиторов контрольных точек 
иммунитета PD-L1, исследование инициировано 
двумя фактами: c одной стороны, неудачи имму-
нотерапии сарком и предпринимаемые попытки 
понять и преодолеть отсутствие эффекта, с дру-
гой стороны, выявление в ткани ОС и ФС мише-
ни ингибиторов контрольных точек иммунитета 
PD-L1 [11, 12]. Показано также, что высокая 
экспрессия PD-L1 коррелирует с неблагоприят-
ным прогнозом ОС, что указывает на потенциал 
PD-L1 как прогностического маркёра этого за-
болевания [13]. Важность комплексной характе-
ристики молекулярного фенотипа по экспрессии 
TUBB3, ЕМТ и PD-L1 подтверждают данные 
о функциональной связи этих маркёров – при 
блокировании TUBB3 транскрипционный фак-
тор SNAI1, ассоциированный с ЕМТ, подавляет 
экспрессию PD-L1, что обосновывает потенци-
альную эффективность новой комбинированной 
терапии – ингибитор TUBB3 + иммунотерапия 
[14, 15]. 

И наконец, важность характеристики культур 
клеток сарком по экспрессии ERα и ERβ. Прогно-
стическая ценность рецепторов стероидных гор-
монов и потенциальная возможность использова-
ния гормональной терапии при опухолях разных 
локализаций обсуждается многими авторами [16, 
21].  В литературе описана экспрессия ERα и ERβ 
в ОС [18, 22]. 

В настоящем исследовании с учетом вышеска-
занного проведено сравнительное комплексное 
иммунофенотипирование культур клеток двух 
линий остеосаркомы и одной – фибросаркомы по 
пяти перечисленным выше опухолевым маркё-
рам, ассоциированным с биологическими харак-
теристиками злокачественных новообразований 
и с лекарственной резистентностью.
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Материалы и методы

Клеточная линия MG-63 – широко используе-
мая модель клеток метастатической остеосарко-
мы человека. Клетки линии MNNG-HOS – пер-
вичная остеосаркома, трансформированная под 
воздействием канцерогенного нитрозосоедине-
ния MNNG. Клеточные культуры депонированы 
в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» 
Минздрава России и доступны для проведения 
научных исследований. Фенотипирование куль-
тур в одноклеточных суспензиях проведено им-
мунофлуоресцентным методом, ассоциирован-
ным с проточной цитометрией.

Для анализа PD-L1 использованы первич-
ные моноклональные антитела (клон SQab1716, 
Arigo) в конечном разведении 1:400 и вторичные 
антитела, конъюгированные с флуоресцентным 
красителем DyLight650 (ab98510, Abcam) в ко-
нечном разведении 1:500. Инкубацию с первич-
ными антителами проводили 1,5 ч при комнатной 
температуре. 

Для анализа TUBB3 использованы первич-
ные моноклональные антитела, специфичные к 
TUBB3 (клон EP1569Y, Arigo) в конечном разведе-
нии 1:400 и вторичные антитела, конъюгирован-
ные с флуоресцентным красителем DyLight650 
(ab98510, Abcam) в конечном разведении 1:250. 
Инкубацию с первичными антителами проводили 
в течение 1 ч при комнатной температуре.

При оценке экспрессии эстрогеновых рецеп-
торов использованы моноклональные антитела к 
ERα (клон SP1, ab16660, Abcam) и к ERβ (клон 
14C8, ab288, Abcam) в конечной концентрации 
1:1000 и 1:1600 соответственно и вторичные 
антитела, конъюгированные с DyLight650 – для 
ERα (ab98510, Abcam), для ERβ (ab98729, Abcam) 
в конечной концентрации 1:1000. Инкубацию с 
первичными антителами проводили в течение 
ночи (15–20 ч) в темноте при +4 °C. 

Во всех экспериментах для удаления несвя-
занных первичных антител перед добавлением 
вторичных антител проводили однократное про-
мывание 20-кратным объемом 0,5%-го раствора 
бычьего сывороточного альбумина (BSA) в фос-
фатном буфере (pH 7,4). Инкубацию со вторич-
ными антителами во всех случаях проводили при 
+4 °C в течение 1,5 ч в темноте.

Оценку в культурах клеток уровня ЕМТ/МЕТ 
проводили по de novo экспрессии в мезенхи-
мальных клетках сарком цитокератинов методом 
двойного иммунофлуоресцентного окрашивания, 
разработанным нами ранее [23]. Кратко, одно-

клеточную суспензию инкубировали в течение 
1 ч при комнатной температуре в темноте с пер-
вичными моноклональными антителами к цито-
кератинам 5/6/8/17/19 (клон MNF116, DAKO). 
После однократной отмывки 20-кратным объ-
емом 0,5%-го раствора BSA к клеткам добавля-
ли антитела к мезенхимельному белку вимен-
тину (клон SP20, Biocare) и инкубировали в тех 
же условиях. Конечное разведение первичных 
антител 1:2000. Инкубацию с двумя вторичными 
антителами, конъюгированными с флуорохрома-
ми DyLight488 (ab96871, Abcam) и DyLight650 
(ab98729, Abcam) в конечном разведении 1:240 и 
1:500 соответственно проводили в течение 1,5 ч 
при +4 °C в темноте.

Интенсивность флуоресценции клеток оцени-
вали на проточном цитометре Beckman Coulter 
Navios. Специфическая флуоресценция клеток 
рассчитана в программе FlowJo 10.0.8 с помощью 
критерия Колмогорова–Смирнова. Гистограммы 
и точечные диаграммы распределения клеток в 
зависимости от специфической флуоресценции 
визуализированы с помощью программы WinMDI 
2.9. Ниже перечислены расчетные показатели, ис-
пользованные для оценки экспрессии маркёров. 

Уровень экспрессии (%) – число специфи-
чески флуоресцирующих клеток, относительно 
контроля (инкубация клеток только с вторичны-
ми антителами). 

Интенсивность экспрессии (усл. ед.) – отно-
шение среднего геометрического интенсивности 
флуоресценции в опытном образце к контролю. 

Интегральный индекс – произведение показа-
теля уровня и интенсивности экспрессии, делен-
ное на 100. 

Уровень de novo экспрессии цитокератинов 
(%) – отношение числа клеток, коэкспрессирую-
щих цитокератины и виментин, к общему числу 
опухолевых клеток, экспрессирующих виментин.

Результаты и их обсуждение 

Результаты комплексной оценки иммунофе-
нотипических характеристик культур клеток 
остеосаркомы линий Mg-63 (клетки метастати-
ческой опухоли из выпота плевральной жидко-
сти), MNNG-Hos (клетки первичной опухоли, 
трансформированные химическим канцерогеном 
MNNG) и фибросаркомы линии НТ-1080 (клетки 
первичной опухоли) по показателям экспрессии 
TUBB3, EMT, PD-L1, ERα и ERβ представлены в 
таблице.

Видно, что исследованные культуры оказа-
лись сходными по экспрессии PD-L1 – уровень 
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 Комплексная оценка иммунофенотипических характеристик культур клеток остеосаркомы по показателям 
экспрессии TUBB3, EMT/МЕТ, PD-L1, ERα и ERβ 

 Культура

Маркёр / показатель экспрессии  

PD-l1 ERα ERβ TUBB3 ЕМТ/
МЕТ

KS 1 Инт 2 Инд 3 KS Инт Инд KS Инт Инд KS Инт Инд KS

  Остеосаркома 
MG-63 83 4,3 3,6 20 1,3 0,4 92 6,7 6,4 67 3,5 4,0 98

Остеосаркома
MNNG-Hos 79 3,5 3,4 41 1,6 0,5 84 8,2 7,5 47 2,1 1,9 64

MNNG-Hos vs 
MG-634 ≈ ≈ ≈ ↑2,1 ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓1,4 ↓1,7 ↓2,1 ↓1,5

Остеосаркома
MG-63 83 4,3 3,6 20 1,3 0,4 92 6,7 6,4 67 3,5 4,0 98

Фибросаркома
НТ-1080 73 3,7 2,7 29 1,5 0,3 68 4,5 3,7 36 1,7 1,7 53

MG-63 vs
НТ-1080 4 ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ↓1,4 ↓1,5 ↓1,7 ↓1,6 ↓2,0 ↓2,4 ↓1,8

1 – уровень экспрессии (%): число специфически флуоресцирующих клеток относительно контроля (инкубация 
клеток только с вторичными антителами); 2 – интенсивность экспрессии (усл. ед.): отношение среднего геоме-
трического интенсивности флуоресценции в опытном образце к контролю; 3 – интегральный индекс (усл. ед.): 
произведение показателя уровня и интенсивности экспрессии, деленное на 100; 4 – отношение максимального 
и минимального значения показателя экспрессии маркёра в исследованных парах клеток сарком (MG-63 vs 
MNNG-Hos; Mg-63 vs НТ-1080).

В таблице представлен результат одного из трех измерений экспрессии каждого маркёра.  Различия между по-
вторными измерениями не превышали 5%.

экспрессии маркёра составил около 80% при 
близких показателях интенсивности и инте-
грального индекса экспрессии. Экспрессия ERα 
во всех культурах была значительно ниже по 
уровню, интенсивности и интегральному индек-
су по сравнению с ERβ. Так, отношение уров-
ня экспрессии ERβ к показателю ERα в одной 
и той же клеточной культуре колеблется в пре-
делах 2–3 раз, а по интенсивности экспрессии 
этих маркёров различия достигали 5 раз. Важ-
но отметить и различия между культурами ОС 
по ERα. В клетках MG-63 уровень экспрессии 
ERα составил 42%, что в 2 раза выше этого по-
казателя в культуре клеток остеосаркомы линии 
MNNG-Hos. Эта пара может быть интересна для 
сравнительных оценок цитотоксичности анти-
эстрогенов в связи с тем, что в последние годы 
рецепторы стероидных гормонов привлекают 

внимание как потенциальная мишень антиэстро-
генов для лечения ОС [18, 22].

Сравнение линий клеток остеосарком выяви-
ло значительные различия по метастатическому 
потенциалу клеток – как по экспрессии TUBB3, 
так и по ЕМТ/МЕТ, который оценивали по про-
центному содержанию клеток со смешанным 
фенотипом виментин + цитокератины. По уров-
ню, интенсивности и интегральному индексу 
экспрессии TUBB3 клетки остеосаркомы Mg-
63 превосходят остеосаркому MNNG-Hos в 1,4; 
1,7 и 2,1 раза соответственно. По уровню экс-
прессии МЕТ/ЕМТ культура Mg-63 превосходит 
MNNG-Hos в 1,5 раза. В то же время уровень 
экспрессии ERβ оказался в 1,5 раза выше в осте-
осаркоме MNNG-Hos vs Mg-63.

Различия между клетками в экспрессии иссле-
дованных опухолевых маркёров выявлены и при 
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Уровень экспрессии PD-L1, ERα, ERβ, TUBB3, EMT/MET в культурах клеток остеосаркомы 
линий Mg-63, MNNG-Hos и фибросаркомы HT-1080

* Представлены реальные гистограммы распределения клеток сарком в зависимости от 
интенсивности специфической флуоресценции, визуализирующие уровень экспрессии 
опухолевых маркёров PD-L1, ERα, ERβ, TUBB3. Серые гистограммы – контроль (инкубация 
клеток только с вторичными антителами); не закрашенные – после инкубации клеток с 
первичными и вторичными антителами. По оси абсцисс – количество исследованных клеток; 
по оси ординат – интенсивность флуоресценции (усл. ед.). 
** Визуализация уровня ЕМТ/МЕТ по de novo экспрессии виментина в клетках, 
экспрессирующих цитокератины (точечные диаграммы распределения клеток в соответствии 
с интенсивностью внутриклеточной флуоресценции, оцененной методом двойного 
иммунофлуоресцентного окрашивания). По оси абсцисс – интенсивность внутриклеточной 
флуоресценции красителя DyLight 488; по оси ординат – DyLight 650. На диаграммах – 
клетки, коэкспрессирующие виментин+цитокератины, расположены в верхнем правом 
квадранте. 
Цифрами указан уровень экспрессии PD-L1, ERα, ERβ, TUBB3 и коэкспрессии  
виментин+цитокератины (%). 
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сравнении остеосаркомы Mg-63 с фибросаркомой 
НТ-1080. Уровень, интенсивность и интеграль-
ный индекс экспрессии TUBB3 в клетках Mg-63 
по сравнению с клетками НТ-1080 был выше в 
1,6; 2,0 и 2,4 раза соответственно, а процентное 
содержание клеток с фенотипом ЕМТ/МЕТ – в 
1,8 раза. 

Реальные гистограммы, на основании кото-
рых рассчитаны показатели уровня экспрессии 
пяти исследованных маркёров в трех клеточных 
линиях сарком представлены на рисунке.

При обсуждении полученных результатов 
следует отметить, что комплексное иммунофе-
нотипирование клеточных культур остеосар-
ком и фибросаркомы позволило сформировать 
две пары культур с различиями в молекулярном 
фенотипе, которые могут быть полезными для 
оценки вклада исследованных маркёров в раз-
ные биологические характеристики опухоле-
вых клеток и изучения взаимодействия между 
механизмами их регуляции в мезенхимальных 
опухолях. Это пары культур клеток – метаста-
тическая остеосаркома Mg-63 и трансформи-
рованная канцерогенным нитрозосоединением 
MNNG остеосаркома MNNG-Hos, а также пер-
вичная фибросаркома НТ-1080. Напомним, что 
критическим различием между клетками каж-
дой пары является различие в экспрессии мар-
кёров метастатического потенциала и агрессив-
ности.

В этой связи следует отметить, что в послед-
ние годы отчетливо прослеживается качествен-
ная эволюция направления исследований моле-
кулярных маркёров TUBB3 и ЕМТ в реализации 
метастатической активности и лекарственной 
резистентности опухолей. Если ранние рабо-
ты устанавливали биологические последствия 
гиперэкспрессии опухолевых маркёров, то со-
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