
ОНТОГЕНЕЗ, 2015, том 46, № 2, с. 94–101

94

ВВЕДЕНИЕ
Одним из вопросов, важных для понимания

механизмов канцерогенеза, индуцируемого ино�
родными телами, или “пластмассового” канцеро�
генеза, является вопрос о нормальных клетках�
предшественниках сарком, возникающих в непо�
средственной близости от имплантированной под
кожу экспериментального животного (крысы, мы�
ши) пластмассовой пластинки (ИТ�саркомы).
Главными подозреваемыми на роль предшествен�
ников этих опухолей представлялись фибробла�
сты, из которых в основном состоит соединитель�
нотканная капсула, образующаяся вокруг имплан�
тата в течение месяца после его введения и
существующая вплоть до образования опухоли.
Действительно, при изучении гистологического
типа ИТ�сарком различными авторами наряду со
значительной долей малодифференцированных
опухолей чаще всего назывались фибросаркомы,
хотя встречались остео�, липо�, мезенхимомы и,
редко, другие типы (см. обзор Мойжесс, 1981).

Однако, Джонсон и др. (Johnson et al., 1973)
при изучении с помощью электронной микро�
скопии морфологических характеристик клеток

ИТ�сарком обнаружили, с одной стороны, в не�
скольких из 20 исследованных сарком участки с
признаками различной (миксо�, остео�, лейо�
мио�, фибро�) дифференцировки и одну геман�
гиосаркому, а с другой – общие черты, характер�
ные для эндотелия, перицитов и гладкомышечных
клеток (аккумуляция в цитоплазме микрофила�
ментов диаметром 60 Å; наличие характерной ар�
гирофильной межклеточной структуры типа ба�
зальной мембраны; бедность коллагеновой про�
дукции). На основании этих данных авторы
пришли к заключению, что фибробласты не явля�
ются клетками�предшественниками этих опухо�
лей и, учитывая гистологическое разнообразие
возникающих ИТ�сарком, высказали предполо�
жение о существовании общих для них клеток�
предшественников, обладающих “мезенхималь�
ной плюрипотентностью” (полипотентностью по
другой терминологии). На роль наиболее вероят�
ных клеток�предшественников были предложе�
ны перициты.

В последующей работе (Johnson et al., 1980) ав�
торы, изучая ультраструктуру клеточных типов
культивируемых предопухолевых клеток с по�
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верхности имплантированных пластинок и из
окружающих их соединительнотканных капсул,
также обнаружили их сходство с характеристика�
ми эндотелиальных клеток и подтвердили свою
гипотезу о происхождении ИТ�сарком из клеток,
являющихся производными “примитивных кле�
ток, ассоциированных с локальной микроваску�
латурой”.

Сходный взгляд на возможность происхожде�
ния эндотелия из полипотентных мезенхималь�
ных клеток был распространен достаточно широ�
ко (Пожарисский и др., 1990). Этот взгляд нашел
подтверждение в ряде недавних работ, в которых
были обнаружены субпопуляции полипотентных
стволовых клеток различной локализации, в том
числе из местной адипозной ткани, способные в
зависимости от условий культивирования диффе�
ренцироваться в разные клеточные типы, вклю�
чая эндотелиальные клетки (Fischer et al., 2009;
Janeczek Portalska et al., 2012; Culmes et al., 2013;
Mihaila et al., 2013).

Ранее было показано (Brand et al., 1971; Мой�
жесс, Пригожина, 1973), что среди клеток моно�
слоя на поверхности имплантированной пластинки
через 6 и более месяцев после имплантации присут�
ствуют клетки�предшественники ИТ�сарком, по�
скольку при пересадке таких пластинок синген�
ному реципиенту еще через 1–9 мес. у них возни�
кают опухоли из клеток донора.

При культивировании клеток такого монослоя
без признаков роста опухоли через 9 и 14 мес. с
момента имплантации среди подавляющего боль�
шинства клеток макрофагального типа было вы�
явлено присутствие клеток с мезенхимальной
морфологией. Такие клетки обладали как рядом
свойств, характерных для эндотелиальных клеток
(способность к образованию монослоя типа cob�
blestone (булыжная мостовая) и капилляроподоб�
ных структур при посеве на матригель) (Мой�
жесс, 2010; Мойжесс, Васильев, 2013), так и свой�
ствами, отличающими их от клеток нормального
эндотелия (экспрессия α�SMA, характерная для
гладкомышечных клеток и перицитов) (Мой�
жесс, Александрова, 2000).

Поскольку обитающие на поверхности пла�
стинок клетки�предшественники ИТ�сарком
проявляли некоторые признаки, характерные для
культивируемого эндотелия, представляло инте�
рес дальнейшее изучение в этих клетках экспрес�
сии маркерных генов клеток эндотелия.

Известно, что для клеток эндотелия характер�
на экспрессия рецепторов факторов роста эндо�
телия сосудов – VEGFR. Рецепторы VEGFR ло�
кализованы преимущественно на клетках эндоте�
лия сосудов, и их экспрессия высоко специфична
для этого типа клеток. Основным рецептором, че�
рез который передаются сигналы, регулирующие
размножение и миграцию клеток эндотелия, счи�
тается VEGFR2 (гомолог рецептора VEGFR2 у

мыши – Flk1) (Ferrara et al., 2003; Matthews et al.,
1991). В эмбриогенезе экспрессия этого рецептора
является одним из наиболее ранних дифференци�
ровочных признаков клеток эндотелия: VEGFR2
экспрессируется в гемангиобластах – клетках�
предшественниках, являющихся общими для
клеток эндотелия и стволовых клеток гемопоэза
(Yamaguchi et al., 1993). В результате дальнейшей
дифференцировки гемангиобластов в присут�
ствии фактора роста VEGF�A образуются клетки
эндотелия, в которых сохраняется экспрессия
VEGFR2, а при отсутствии VEGF�A – стволовые
клетки гемопоэза, в которых экспрессия рецепто�
ра VEGFR2 подавляется (Shalaby et al., 1995). В
настоящее время экспрессия VEGFR2/Flk1 при�
знана в качестве одного из основных маркеров
клеток эндотелия (Smadja et al., 2007; Feng et al.,
2011; Azhdari et al., 2013; Shojaei et al., 2013; Zhang
et al., 2013).

Основной сигнальной молекулой, взаимодей�
ствующей с VEGFR2, является фактор роста эн�
дотелия сосудов VEGF�A. Этот фактор экспрес�
сируется клетками эпителия и мезенхимы, в том
числе перицитами и гладкомышечными клетка�
ми. Эндотелиальные клетки также секретируют
VEGF�A, хотя и в незначительных количествах
(Maharaj et al., 2006; Moonen et al. 2010; Talavera�
Adame et al., 2011). Предполагается, что невысо�
кий уровень экспрессии этого фактора роста
клетками эндотелия необходим для поддержания
их выживаемости.

Целью данной работы было выяснить, экспрес�
сируют ли клетки�предшественники ИТ�сарком
мРНК рецептора VEGFR2/Flk1 и взаимодейству�
ющего с ним фактора роста VEGF%А.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Пластинки из поливинилхлорида (пвх) разме�
ром 22 × 15 мм имплантировали под эфирным
наркозом трехмесячным мышам СВА, самцам, по
1 пластинке под кожу каждого бока. Через 9 и
14 мес. пластинки извлекали; с каждой пластин�
ки отдельно производили смыв клеток монослоя,
покрывающего пластинку, в среду RPMI�1640
(ПанЭко, Москва) c 10% FCS (Standart Quality,
PAA, Austria); (с гентамицином). Клетки выращи�
вали на чашках Петри диаметром 10 см фирмы
Corning Inc. USA. Спустя 10 суток клетки пасси�
ровали. Было получено несколько культур клеток
с разных пластинок; 2 культуры� Ipl (после 9 мес.
in vivo) и 1542 (14 мес. in vivo) – были клонирова�
ны. Полученные клетки выращивали в 2D (на пла�
стике) и 3D (на матригеле) культуральных систе�
мах. Матригель (BD Biosciences) после размороз�
ки разливали по 250 мкл в лунки 24�луночного
планшета. Клетки рассевали по 1 × 105 на лунку. 

Иммуногистохимическая окраска клеток. Для
окрашивания клеток на α�SMA использовали
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anti�α�SMA моноклональные антитела IgG2a
мыши (Skalli et al., 1986). Клетки фиксировали
метанолом 10 мин при –20°C, затем постепенно
меняли метанол на фосфатный буфер. 1�е антитела:
моноклональные мышиные антитела против
α�SMA в разведении 1 : 100 наносили на препарат
на 45 мин при комнатной температуре или на
ночь при +4–6°C во влажной камере. Промывали
фосфатным буфером 4 раза по 5 мин 2�е антитела:
кроличьи анти�мышь конъюгированные с Alexa 647
(Jadson Immuno Research) наносили на 1 час при
комнатной температуре во влажной камере. Про�
мывали фосфатным буфером. Заключали в эльва�
нол. После полимеризации последнего (ночь в 4–
6°C) просматривали и фотографировали на мик�
роскопе Axioplan (“Zeiss”, Germany) c камерой
Olympus DP70, с объективами ×20, ×40.

Выделение РНК. Для выделения тотальной
РНК из клеток и из ткани почек мышей�самцов
линии СВА, использовавшихся в качестве поло�
жительного контроля, использовали реагент Tri�
zol (”Sigma”, USA), выделение РНК проводили в
соответствии со стандартным протоколом фирмы
”Sigma”. Суспензию клеток гомогенизировали в
стеклянном гомогенизаторе с добавлением реа�
гента Trizol из расчета 1 мл приблизительно на 1–
1.5 × 106 клеток. Кусочки ткани замораживали
при температуре жидкого азота, растирали в ступ�
ке и гомогенизировали в стеклянном гомогениза�
торе с добавлением реагента Trizol из расчета 1 мл
на 100–150 мкг ткани. К полученному лизату до�
бавляли 200 мкл хлороформа на 1 мл Trizol, тща�
тельно перемешивали, оставляли при комнатной
температуре на 5 минут и центрифугировали
(15 мин при 12000 g, 4°С). После центрифугиро�
вания отбирали супернатант и добавляли к нему
500 мкл изопропанола (“Sigma”, USA). Пробирки
несколько раз аккуратно переворачивали и остав�
ляли при комнатной температуре на 15 мин, по�
сле этого центрифугировали (10 мин при 12000 g,
4°С). Осадок промывали 75% этанолом и раство�
ряли в стерильной воде (“Микроген”, Россия).
Качество полученной РНК определяли по харак�
теру полос рибосомальной РНК путем электро�
фореза в 1% агарозном геле. Концентрацию РНК
определяли спектрофотометрически по поглоще�
нию при длине волны 260 нм (Spectrophotometer
ND 1000 “Thermo�Fisher Scientific, Inc.”). Образ�
цы РНК хранили при –20°С.

Реакция обратной транскрипции. Реакционная
смесь для синтеза кДНК содержала 4 мкг тоталь�
ной клеточной РНК, 4 мкл “случайных” прайме�
ров (гексануклеотидов) (фирма “Литех”, Россия),
2 мМ смесь dNTP (“MBI Fermentas”, Литва), 2–4 ед.
ингибитора РНКаз (“MBI Fermentas”, Литва),
100 ед. обратной транскриптазы M�MuLV (“MBI
Fermentas”, Литва). Объем смеси составлял 25 мкл.
Синтез кДНК с матрицы РНК проводили на ам�
плификаторе “Терцик” (“ДНК�технология”, Рос�

сия) при 42°С, 50 мин. Реакцию останавливали при
помощи нагревания до 70°С в течение 10 мин. 

Полимеразная цепная реакция. Реакционная
смесь для наработки продуктов ПЦР содержала
1 мкл раствора кДНК; 20 пкмоль каждого из
праймеров; 2 мМ смеси dNTP (“MBI Fermentas”,
Литва); 2.5 мкл 10�кратного буфера с (NH4)2SO4

(“MBI Fermentas”, Литва), 25 мМ MgCl2; 1 ед.
Taq�ДНК полимеразы (“MBI Fermentas”, Литва)
и Н2О до конечного объема 25 мкл; минерального
масла – 30 мкл. Для амплификации кДНК от�
дельных генов были использованы следующие
праймеры: VEGF�A forward TGCGGATCAAACC�
TCACCAA, VEGF�A reverse CCTCCGGACCCAA�
AGTGCT; Tm = 64°С; 28 циклов; Flk1 forward
GTCCGA ATCCCTGTGAAGTATCTC, Flk1
reverse CTTCTTCTAGCTGCCAGTACCACT; Tm =
= 55°С; 27 циклов. В качестве внутреннего кон�
троля для оценки количества взятой в реакцию
РНК определяли экспрессию GAPDH: GAPDH
forward GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG,
GAPDH reverse GCCTGCTTCACCACCTTCT�
TGATGTC; Tm = 63°С; 22 цикла. Реакцию ампли�
фикации проводили на амплификаторе “Терцик”
(“ДНК�технология”, Россия) по следующей схе�
ме: денатурация – 95°С, 50 с; отжиг праймеров –
Tm, 50 с; синтез – 72°С, 50 с. 

Продукты реакции ОТ�ПЦР анализировали с
помощью электрофореза в 2% агарозном геле с
добавлением 0.5 мкг/мл бромистого этидия. Раз�
меры фрагментов оценивали в соответствии с
расположением полос маркерной ДНК. Гель фо�
тографировали при ультрафиолетовом возбуж�
дении с помощью цифровой камеры “Samsung
CCTV LENZ”. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Все использованные в настоящей работе клет�

ки (см. Материалы и методы) обладали опухоле�
вым потенциалом, но в разной степени. Культуры
1542 и 1014 (14 мес. in vivo) при прививке мышам
в виде суспензии 600 тыс. клеток спустя 1 мес.
приводили к образованию сарком. В случае куль�
тур Ipl и CBAII (9 мес. in vivo) прививка суспензи�
ей клеток под кожу мышам за время наблюдения
до 15 мес. опухолей не дала; эти же клетки, приви�
тые под кожу мышам в виде монослоя на имплан�
тированной пластинке, через 3–8 мес. развивали
опухоли. Таким образом, исследуемые нами клет�
ки являлись предшественниками ИТ�сарком.

Мы исследовали экспрессию мРНК VEGF%A и
VEGFR2/Flk1 методом полуколичественного
ОТ�ПЦР в 4 видах клеток с поверхности разных
пластинок: клетки 2n (клон культуры 1542), 1014,
F10 (клон культуры Ipl) и CBAII. Все эти клетки
были способны к образованию капилляроподоб�
ных структур на матригеле (рис. 1а–1г) и моно�
слоя типа cobblestone (рис. 2а–2г) на пластике, т.е.
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проявляли некоторые свойства эндотелия, и в то
же время окрашивались на α�SMA (рис. 3а–3г).

При исследовании экспрессии мРНК оказа�
лось, что все протестированные клетки активно
экспрессировали мРНК VEGF%A (рис. 4). При
этом не было обнаружено каких�либо различий в
уровнях экспрессии мРНК VEGF%A между клетка�
ми, различающимися по степени злокачествен�
ности. Экспрессии мРНК VEGFR2/Flk1 выявлено
не было (рис. 4). Такой профиль экспрессии не
соответствовует клеткам эндотелия и скорее ха�
рактерен для перицитов и макрофагов. 

Макрофаги и перициты при определенных
условиях способны к образованию капилляропо�
добных структур. Однако, макрофаги не являют�
ся предшественниками ИТ�сарком, так как ранее
в опытах по индукции ИТ�сарком у радиацион�
ных химер (Barnes et al., 1971; Мойжесс, Приго�
жина, 1972) было показано, что эти опухоли обра�
зуются из местных клеток, а не из клеток костного
мозга, потомками которых являются макрофаги.

Способность перицитов к образованию ка�
пилляроподобных структур на матригеле в усло�
виях гипоксии продемонстрирована в работе Че�
ня и др. (Chen et al., 2012). Перициты могут про�

являть себя и как полипотентные стволовые
клетки: Фен и др. (Feng et al., 2011) показали, что
в ответ на повреждение ткани и при росте зуба не�
которые перициты превращаются в мезенхималь�
ные клетки, способные дифференцироваться в
специализированные одонтобласты. И хотя зна�
чительная часть одонтобластов оказалась непери�
цитарного происхождения, авторы высказывают
мнение, что перициты могут быть дополнитель�
ным источником мезенхимальных стволовых
клеток. C этим мнением хорошо согласуются ре�
зультаты работы Дара и др. (Dar et al., 2012), в ко�
торой полученные из человеческих плюрипотент�
ных стволовых клеток перициты при имплантации
вместе с матригелем иммунодефицитным мышам
при соответствующих индукционных экспери�
ментальных условиях проявляли способность об�
разовывать различные мезенхимальные ткани:
костную, жировую, хрящевую и мышечную, то
есть проявили свойства мезенхимальных стволо�
вых клеток.

То обстоятельство, что полученные нами пред�
шественники ИТ�сарком имеют некоторые чер�
ты перицитов (профиль экспрессии генов
VEGFR2/Flk1 и VEGF%A, экспрессия α�SMA, спо�

(a) (б)

(в) (г)

Рис. 1. Капилляроподобные структуры на поверхности матригеля, образованные культурами предопухолевых клеток.
Фазовый контраст. Культуры предопухолевых клеток, населявших поверхность имплантированных пластинок: (а) –
клетки 2n; (б) – клетки 1014; (в) – клетки СВАII; (г) – клетки F10. Масштабная линейка 50 мкм. 
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(a) (б)

(в) (г)

Рис. 2. Монослой, эпителиоподобный типа “cobblestone”, образованный на пластике культурами предопухолевых
клеток: (а, г) – иммунофлуоресцентная окраска антителами к α�SMA; (б, в) – фазовый контраст. Культуры предопу�
холевых клеток, населявших поверхность имплантированных пластинок: (а) – клетки 2n; (б) – клетки 1014; (в) – клет�
ки СВАII; (г) – клетки F10. Масштабная линейка 50 мкм. 

(а) (б)

(в) (г)

Рис. 3. Иммунофлуоресцентная окраска антителами к α�SMA. Культуры предопухолевых клеток, населявших поверх�
ность имплантированных пластинок: (а) – клетки 2n; (б) – клетки 1014; (в) – клетки СВАII; (г) – клетки F10. Мас�
штабная линейка 20 мкм. 
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собность образовывать капилляроподобные
структуры), а также свойство полипотентности,
проявляющееся в разнообразии морфологических
типов возникающих из них опухолей (Jonhson
et al., 1973, 1980), позволяет допустить возмож�
ность того, что именно эти клетки являются пред�
шественниками ИТ�сарком.

Полученный нами результат – отсутствие экс�
прессии мРНК одного из основных маркеров
клеток эндотелия VEGFR2/Flk1 в клетках, прояв�
ляющих признаки эндотелиальных клеток – мог
бы объясняться также эндотелио�мезенхималь�
ным переходом (EndMT). Известно, что при дей�
ствии на эндотелиальные клетки TGF�β наблю�
дается их трансдифференцировка, вследствие ко�
торой возникает экспрессия α�SMA (Arciniegas
et al., 1992; Frid et al., 2002), а также происходит
утрата специфических маркеров эндотелия (фак�
тора Виллебранда и VЕ�кадхерина) (Deissler et al.,
2006). Можно было бы допустить, что и специфи�
ческий для эндотелия рецептор VEGFR2/Flk1
также мог быть утрачен в результате такого пере�
хода. Однако, в работе Моонена и др. (Moonen
et al., 2010) клетки эндотелия, подвергшиеся End�
MT, существенно снизили уровни экспрессии ря�
да эндотелиальных маркеров и приобрели харак�
теристики мезенхимальных клеток (в частности,
экспрессию α�SMA и калпонина), но уровень
экспрессии VEGFR2 снизился незначительно,
что указывает на то, что экспрессия этого рецеп�
тора в клетках эндотелия весьма консервативна. 

Еще одно предположение, а именно, что
VEGFR2/Flk1, изначально присутствовавший на
клетках�предшественниках ИТ�сарком, был
утрачен в процессе опухолевой трансформации
не согласуется с данными работы (Kakiuchi�Kiyo�
ta et al., 2013). В этой работе при исследовании
большого количества гемангиосарком (и ряда ге�
мангиом) различной этиологии – вызванных у
мышей различными генотоксичными и не гено�
токсичными веществами, а также спонтанных,
было показано, что все они экспрессировали этот
рецептор. Эти опухоли экспрессировали также
маркер эндотелиальных клеток CD31, но не име�
ли фактора Виллебранда. Последний является
поздним маркером дифференцировки эндотели�
альных клеток; поэтому авторы делают вывод, что

опухоли происходят из не до конца дифференциро�
ванных предшественников эндотелиальных клеток.
Эти данные интересно сопоставить с результатами
работы Морозовой и др. (Морозова и др., 2013), в
которой гемангиоэндотелиомы (ГАЭ), возникаю�
щие в капсуле почки у самцов мышей СВА под
действием канцерогена 1,2�диметилгидразина,
также при наличии экспрессии VEGF�A были ли�
шены экспрессии VEGFR2/Flk1. Учитывая тот
факт, что в норме капсулы почки лишены сосу�
дов, а также наблюдающуюся атипию эндотелия
ГАЭ, авторы сделали вывод о том, что эти опухоли
происходят не из дифференцированных эндоте�
лиальных клеток.

Учитывая приведенные выше литературные дан�
ные и на основе полученных нами результатов мож�
но высказать предположение, что ИТ�саркомы воз�
никают из мезенхимальных стволовых клеток, кото�
рые in vivo в процессе ИТ�канцерогенеза принимают
промежуточные клеточные состояния и способны
проявлять те или иные черты различных клеточных
типов, а именно – черты эндотелиальных клеток и
перицитов/гладкомышечных клеток.

Вопрос, какая из обсуждавшихся выше или
других возможностей действительно реализуется,
требует дальнейшего изучения.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского фонда фундаментальных исследова�
ний (гранты 11�04�01473а и 14�04�01228а).
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Abstract—One of the important questions in understanding the mechanisms of carcinogenesis induced with
foreign body (or plastic carcinogenesis), is a question about normal progenitor cells in sarcomas (FB sarco�
mas) appearing in close proximity to the plastic plate implanted under the skin of an experimental animal.
There is an assumption in literature that progenitor cells in FB sarcomas originate from vascular endothelium
cells feeding a connective tissue capsule that forms around foreign body. In our research, we studied mRNA
expression of one of the endothelial cell markers—receptor VEGFR2/Flk1—and growth factor VEGF%A,
which interacts with it, in precancerous cells of FB sarcomas in mice. In examined cells, mRNA expression
of VEGF%A was found while mRNA expression of VEGFR2/Flk1 was absent. In light of this and formerly es�
tablished properties of progenitor cells in FB sarcomas, possibilities of the origin of these sarcomas from en�
dothelial cells, pericytes, and pluripotent mesenchymal stem cells are being discussed.

Keywords: sarcomas induced with foreign body, precancerous cell cultures, gene expression, VEGF%A,
VEGFR2/Flk1
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