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И ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ФЕНОТИПА У КЛЕТОК ОСТРОГО 

МИЕЛОИДНОГО ЛЕЙКОЗА ТНР-1 ПРИ ПОВЫШЕНИИ
ИХ TRAIL-РЕЗИСТЕНТНОСТИ В АГРЕГАТАХ IN VITRO
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Ранее нами было обнаружено значительное повышение TRAIL (TNFα Related Apoptosis Inducing
Ligand) резистентности клеток острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) в многоклеточных агрегатах
in vitro, моделирующих расположение лейкозных клеток в костном мозге. В представленной работе
мы попытались оценить, может ли быть связано повышение резистентности клеток ОМЛ к цито-
токсическому действию TRAIL в многоклеточных агрегатах in vitro с запуском механизмов, опосре-
дованных дифференцировкой клеток или приобретением ими провоспалительного фенотипа.
Было выполнено исследование фенотипа клеток ТНР-1 в агрегированной и дезагрегированной
культурах в сравнении с фенотипом дезагрегированной культуры клеток ТНР-1, подвергнутой дей-
ствию факторов, индуцирующих моноцитоподобную дифференцировку или провоспалительный
фенотип. Установлено, что повышение TRAIL-резистентности клеток ТНР-1 в агрегированной
культуре сопровождается появлением у них признаков, характерных для моноцитоподобной диф-
ференцировки и провоспалительного фенотипа. Результаты представляют интерес для разработки
подходов подавления TRAIL-резистентности клеток ОМЛ в костном мозге человека.
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ВВЕДЕНИЕ
Выяснение механизмов резистентности опу-

холевых клеток к противоопухолевой терапии и к
иммунному надзору, в частности, к известному
индуктору апоптотической рецептор-опосредо-
ванной гибели опухолевых клеток, цитокину
TRAIL (TNFα Related Apoptosis Inducing Ligand),
является одной из центральных задач онкологии.
Ранее нами было обнаружено значительное по-
вышение TRAIL-резистентности клеток острого
миелоидного лейкоза (ОМЛ) in vitro в многокле-
точных агрегатах, которые моделируют располо-
жение лейкозных клеток в костном мозге [1, 2].

Повышение TRAIL-резистентности было обна-
ружено также у клеток различных линий, полу-
ченных из солидных опухолей (сарком, карцином,
глиом, нейробластом и т.д.), при формировании
ими конфлюэнтного монослоя или клеточных
сфероидов in vitro [3–7]. В связи с этим изучение
механизмов повышения резистентности опухоле-
вых клеток, в частности клеток ОМЛ, в многокле-
точных агрегатах к цитотоксическому действию
лиганда TRAIL представляет интерес для онко-
логии.

Известно, что в процессе дифференцировки
клеток моноцитарного ряда наблюдается актива-
ция внутриклеточных сигнальных путей выжива-
ния [8]. Так, созревание в моноцитарном направ-
лении у нормальных клеток может сопровождаться
повышенной экспрессией антиапоптотических
белков, таких как Bcl-XL, XIAP (через активацию
транскрипционного фактора STAT3) [9] и/или

Список сокращений: TRAIL – TNFα Related Apoptosis Induc-
ing Ligand; ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; izTRAIL –
рекомбинантная форма тримерного белка TRAIL, включа-
ющего внеклеточный домен белка TRAIL и изолейцино-
вый зиппер; LPS – липополисахарид бактериальный;
ATRA – транс-ретиноевая кислота (All Trans Retinoic Acid).

УДК 57.085.23,616.155.392.8



62

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 1  2021

КОБЯКОВА и др.

Bcl-2 (через активацию сигнального каскада
Akt/PI3K) [10]. Кроме того, в механизмах защиты
моноцитов от индукции клеточной гибели могут
участвовать белки теплового шока (Hsp), в част-
ности Hsp27, Hsp70 и Hsp90 [10]. Также в наших
публикациях было показано, что снижение экс-
прессии проапоптотических TRAIL-рецепторов
и, соответственно, повышение TRAIL-устойчи-
вости происходит на фоне дифференцировки ми-
елоидных клеток в моноцитарно-макрофагаль-
ном направлении как при направленной диффе-
ренцировке лейкозных бластов, так и при
созревании нормальных моноцитов перифериче-
ской крови в макрофаги [11]. В то же время из-
вестно, что активация клеток моноцитарного ряда
липополисахаридом, цитокинами TNFα, IL-1β,
в ходе которой они приобретают провоспали-
тельный фенотип, может также защищать их от
гибели. Показано, что активация клеток моноци-
тарного ряда может сопровождаться активацией
транскрипционного фактора NF-kB и, как след-
ствие, повышенной экспрессией антиапоптоти-
ческих белков семейств Bcl-2 и IAP [12, 13], а так-
же индукцией секреции провоспалительных ци-
токинов, таких как TNFα, IL-1β, -6, -8, -10, -12, -15
[14], способной повысить выживаемость клеток
[10]. В связи с этим возникает вопрос, может ли
быть связано повышение TRAIL-резистентности
клеток ОМЛ в многоклеточных агрегатах in vitro
с дифференцировкой клеток или с приобретени-
ем ими провоспалительного фенотипа. В пред-
ставленной работе мы попытались ответить на
этот вопрос.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточные культуры. В работе использовали
клетки острого миелоидного лейкоза человека,
линия ТНР-1, полученные из Всероссийской
коллекции клеточных культур (Институт цитоло-
гии РАН, Санкт-Петербург), а также первичную
культуру моноцитов периферической крови че-
ловека, полученную от здоровых доноров из
ГБУЗ МО МОНИКИ им. М.Ф. Владимирского.
Первичная культура моноцитов была получена из
мононуклеарной фракции периферической кро-
ви с использованием набора MojoSort Human Pan
Monocyte Isolation Kit (BioLegend, США) в соот-
ветствии с рекомендациями производителя. Мо-
ноциты культивировали в среде DMEM/F12 с до-
бавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки (Gibco, США) 80 мкг/мл гентамицина,
24 мкг/мл флуконазола при 37°C и 5% CO2 в газо-
вой фазе в СО2-инкубаторе в течение 24 ч. Для от-
крепления моноцитов от поверхности культу-
ральной посуды использовали фермент Accutase
(Sigma, США). Клетки ТНР-1 культивировали в
среде RPMI 1640/F12 с добавлением 20% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки, 80 мкг/мл гентами-

цина, 24 мкг/мл флуконазола при 37°C и 5% CO2
в газовой фазе в СО2-инкубаторе. Клетки линии
THP-1 спонтанно формировали агрегаты, состо-
ящие из 10–50 клеток через 24 ч после посева 15 ×
× 103 клеток/см2.

Получение белка izTRAIL. Для получения три-
мерной формы белка izTRAIL синтезировали мо-
тив изолейциновой застежки и ген izTRAIL, кото-
рые в дальнейшем клонировали в плазмидном
векторе pET101 (Novagen, США). Полученным ге-
ном трансформировали штамм E. coli BL21(DE3)
и методом микробного синтеза с последующей
очисткой металл-аффинной хроматографии по-
лучали тримерную форму izTRAIL с молекуляр-
ной массой 80 кДа [15, 16]. Показано, что полу-
ченный рекомбинантный белок TRAIL вызывает
апоптотическую гибель опухолевых клеток в
культуре [16].

Активация провоспалительного фенотипа и мо-
ноцитоподобной дифференцировки у клеток ТНР-1.
Для активации провоспалительного фенотипа
клетки THP-1 культивировали в среде DMEM/F12
с добавлением 10% эмбриональной телячьей сы-
воротки в присутствии 10 мкг/мл липополисаха-
рида (LPS) из E. coli O111:B4 (Sigma, США) в тече-
ние 24 ч. [17, 18]. Для получения моноцитоподобной
дифференцировки клетки THP-1 культивирова-
ли в среде DMEM/F12 с добавлением 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки в присутствии
1 мкМ ATRA (Sigma, США) в течение 96 ч [19]. За-
тем клетки трижды отмывали средой DMEM/F12 и
использовали для экспериментов.

Формирование многоклеточных агрегатов. Для
формирования многоклеточных агрегатов клетки
высевали по 5 × 103 клеток в лунку в 100 мкл ро-
стовой среды в 96-луночные планшеты, покры-
тые 1.5% гелем агарозы толщиной 1 мм (Panreac,
Испания) и культивировали в течение 5 дней
(120 ч). Формированию агрегатов способствовала
U-образная форма агарозного геля на дне лунки.
Через 120 ч после посева в каждой лунке наблюда-
ли крупные одиночные агрегаты клеток. Клетки в
агрегатах были слабо связаны, и стандартное пи-
петирование культуры позволяет получить из аг-
регатов суспензию живых одиночных клеток.

Анализ цитотоксического действия белка izTRAIL.
Для анализа цитотоксического действия белка
izTRAIL клетки из растущих культур высевали в
96-луночные плоскодонные культуральные план-
шеты по 5 × 103 клеток в 100 мкл ростовой среды
в лунки, дно которых было покрыто слоем 1.5%
агарозного геля (Panreac, Испания) толщиной
1 мм, способствующего формированию агрега-
тов, или без покрытия агарозным гелем. Цито-
токсическое действие izTRAIL оценивали по от-
ношению количества живых клеток в опытных и
контрольных (без добавления izTRAIL) культу-
рах через 24 ч после добавления izTRAIL. Белок
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izTRAIL добавляли через 24 ч после посева клеток
в лунки, не покрытые агарозным гелем, или через
120 ч после посева клеток в лунки, покрытые ага-
розным гелем. Количество живых клеток после
инкубации с izTRAIL оценивали по интенсивно-
сти восстановления резазурина (Sigma, США).
Для этого к клеткам добавляли резазурин в кон-
центрации 30 мкг/мл. Далее клетки инкубирова-
ли с красителем в течение 4 ч при 37°C и 5% CO2 в
инкубаторе и измеряли интенсивность флуорес-
ценции при длине волны возбуждения 532 нм и
длине волны испускания 590 нм с использовани-
ем планшетного спектрофлуориметра Infinite
F200 (Tecan, Австрия) [20].

Анализ пролиферативной активности. Для
определения пролиферативной активности оце-
нивали распределение клеточной популяции по
фазам клеточного цикла, митотическую актив-
ность клеток, экспрессию ядерного антигена Ki-67.
Для изучения распределения по фазам клеточно-
го цикла, клетки отмывали в фосфатно-солевом
буфере (300 g, 5 мин), фиксировали 70% этанолом
(24 ч, –20°C), окрашивали йодидом пропидия.
Для анализа экспрессии Кi-67 клетки окрашива-
ли моноклональными антителами против Кi-67
человека, конъюгированными с PE (Biolegend,
США). Для определения неспецифического свя-
зывания клетки окрашивали антителами контро-
ля изотипа PE Mouse IgG1, k isotype Ctrl (Bioleg-
end, США). Для анализа флуоресценции клеток и
построения ДНК-цитограмм использовали про-
точный цитометр BD Accuri C6 (BD Bioscience,
США). Полученные результаты обрабатывали с
использованием программы ModFit LT 4.1. Мито-
тический индекс и жизнеспособность оценивали,
окрашивая суспензию клеток в культуральной
среде флуоресцентными ядерными красителями
Hoechst 33342 и йодидом пропидия в концентра-
ции 1 мкг/мл и подсчитывая число живых, погиб-
ших, а также митотических клеток с помощью
флуоресцентного микроскопа DM 6000 (Leica,
Германия), используя камеры Горяева [16, 21].

Иммунофенотипирование клеток. Клетки для
иммунофенотипирования отмывали в буферном
растворе для окрашивания клеток (Biolegend,
США) при 300 g в течение 5 мин, окрашивали их,
используя панель конъюгированных с FITC чело-
веческих моноклональных антител против CD11b
(Biolegend США), CD11c, CD14 и CD45 (Sigma,
США), CD163 и CD68 (BD Bioscience, США), а
также конъюгированных с PE моноклональных
человеческих антител CD284 и HLA-DR (Bioleg-
end США). Для определения неспецифического
связывания клетки окрашивали антителами-кон-
тролями изотипов: FITC Mouse IgG1, k isotype
Ctrl, PE Mouse IgG1 k isotype и PE Mouse IgG2a k
isotype (Biolegend, США). Окрашивание прово-
дили при комнатной температуре в темноте в те-
чение 30 мин. После окрашивания клетки фикси-

ровали 2% раствором параформальдегида (Panreac,
Испания). Измерение флуоресценции выполняли с
помощью проточного цитометра BD Accuri C6.

Определение гранулярности цитоплазмы. Опре-
деление гранулярности цитоплазмы клеток про-
водили по боковому рассеянию света (SSC) на
проточном цитометре Accuri C6.

Анализ фагоцитарной активности клеток. Фа-
гоцитарную активность клеток оценивали после
2 ч инкубации их в СО2-инкубаторе в ростовой
среде с добавлением в нее 1 мг/мл pHrodo Green
E. coli (Thermo Fisher Scientific, Германия). Для
контроля неспецифического окрашивания клет-
ки инкубировали с 10 мкг/мл цитохалазина D
(Sigma, США) в течение 30 мин в СО2-инкубато-
ре, затем добавляли 1 мг/мл pHrodo Green E. coli и
далее инкубировали в течение 2 ч. Измерение
флуоресценции осуществляли с помощью про-
точного цитометра BD Accuri C6. Оценку фагоци-
тарной активности проводили с использованием
показателей фагоцитарного числа и индекса. Фа-
гоцитарный индекс отражает процент клеток в
популяции, способных к поглощению бактерий
(оценивали по числу флуоресцентных клеток в
процентах относительно общего числа клеток).
Фагоцитарное число – среднее число бактерий,
поглощенное одним фагоцитом (оценивали по
средней интенсивности флуоресценции клеток,
способных к фагоцитозу) [22].

Оценка внутриклеточного содержания оксида
азота (NO). Для оценки внутриклеточной про-
дукции NO клетки инкубировали в ростовой сре-
де в течение 40 мин после добавления в нее 5 мкМ
флуоресцентного NO-зонда DAF-FM DA (Thermo
Fisher Scientific, Германия). Далее клетки отмыва-
ли в ростовой среде (300 g, 5 мин) и инкубировали в
ней в течение 30 мин. Все процедуры инкубации
выполняли при 37°C и 5% СО2. Интенсивность
флуоресценции клеток измеряли, используя про-
точный цитофлуориметр BD Accuri C6 [22].

Статистический анализ. Результаты пред-
ставляли в виде среднего ± стандартное отклоне-
ние (M ± SD). Опыты проводили не менее чем в
трех повторах (n ≥ 3). Статистическую значимость
отличия определяли с помощью одностороннего
ANOVA с последующим множественным сравне-
нием Холма–Сидака, р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Клетки ТНР-1 приобретают в агрегатах in vitro 

такую же TRAIL-резистентность, 
как после воздействия дифференцирующего 

фактора ATRA или провоспалительного
стимула LPS

Мы сравнили TRAIL-резистентность клеток
ОМЛ линии ТНР-1 в многоклеточных агрегатах (1),
после индукции у этих клеток моноцитоподоб-
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ной дифференцировки трансретиноевой кисло-
той ATRA (2), после активации в этих клетках
провоспалительного фенотипа посредством LPS (3)
и TRAIL-резистентность моноцитов перифери-
ческой крови человека (4) (рис. 1).

Было установлено, что как после LPS-индуци-
рованной активации провоспалительного фено-
типа у клеток ТНР-1 (ТНР-1 LPS), так и после
индукции в них моноцитоподобной дифферен-
цировки транс-ретиноевой кислотой (ТНР-1
ATRA) происходило формирование их TRAIL-
резистентности. Эти клетки в основном (около
100% после ATRA и около 80% после LPS) были
резистентными к цитотоксическому действию
izTRAIL даже при его концентрации 1.5 мкг/мл,
так же как клетки ТНР-1 в агрегатах (около
100 тысяч) на агарозном геле (далее ТНР-1r) и мо-
ноциты периферической крови человека. Однако
эти же клетки ТНР-1 были высокочувствитель-
ными к действию izTRAIL через 24 ч после посева
5 тысяч клеток в лунку 96-луночного планшета,
когда не было образования больших агрегатов
(ТНР-1s). Величина IC50 белка izTRAIL (концен-
трация агента, при количестве клеток в опыте в
2 раза меньше, чем в контроле) для клеток ТНР-
1s равна 2.1 ± 0.5 нг/мл, а доля TRAIL-резистент-
ной субпопуляции в этом случае составляла 20%
(“полочка” при концентрациях izTRAIL около
1 мкг/мл, рис. 1).

Клетки ТНР-1r, как и клетки ТНР-1s, проли-
ферировали. Процент клеток ТНР-1r в сравнении

с ТНР-1s достоверно увеличивался в G1/G0-фазе
(р ≤ 0.01), уменьшался в S-фазе (р ≤ 0.02) и не от-
личался достоверно в G2/М- и М-фазе (рис. 2).
Процент клеток ТНР-1s в М-фазе составлял 2.0 ±
± 0.3%. Видно, что отличия были хоть и достовер-
ными, но небольшими, клетки ТНР-1r, как и
ТНР-1s, оставались в клеточном цикле и проли-
ферировали. Пролиферация клеток ТНР-1r под-
тверждается экспрессией в них Ki-67 у 99 ± 1%
клеток, как и у клеток ТНР-1s. В культуре ТНР-1r
96 ± 4% клеток оставались живыми, как и клетки
ТНР-1s. Процент живых клеток в культурах ТНР-
1 ATRA, THP-1 LPS и моноцитов был таким же, как
у ТНР-1s. Процент клеток THP-1 LPS в сравнении
с ТНР-1s достоверно уменьшался в G1/G0-фазе,
S-фазе (р < 0.05), но не в М-фазе и достоверно
увеличился в G2/М-фазе (р ≤ 0.02), т.е. клетки
оставались в клеточном цикле и пролиферирова-
ли. Процент клеток ТНР-1 ATRА в сравнении с
ТНР-1s достоверно и значительно увеличивался в
G1/G0-фазе (р ≤ 0.01), уменьшался в S-фазе (р ≤
≤ 0.01) и не отличался достоверно в М- и G2/М-фазах
(р > 0.05) клеточного цикла, т.е. клетки остава-
лись в клеточном цикле, пролиферировали, но
дифференцировочный эффект ATRA частично
подавлял пролиферацию.

Таким образом, в многоклеточных агрегатах
in vitro значительно повышается резистентность
клеток ТНР-1 к токсическому действию TRAIL
на фоне сохранения их пролиферативной актив-

Рис. 1. Цитотоксическое действие рекомбинантного белка izTRAIL на клетки ТНР-1, культивируемые 24 ч в планшете
(нет агрегата, ТНР-1s), либо 120 ч в агрегате на агарозном геле (ТНР-1r), либо предварительно обработанные ATRA
(1 мкМ, 96 ч) и затем культивируемые 24 ч (нет агрегата) (ТНР-1 ATRA), либо предварительно обработанные LPS
(10 мкг/мг, 24 ч) и затем культивируемые 24 ч (нет агрегата) (ТНР-1 LPS) и моноциты крови человека (нет агрегата).
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ности, что также выявляется при воздействии на
эти клетки факторов, способных вызывать про-
воспалительный фенотип (LPS) или монобласто-
подобную дифференцировку (ATRA). Получен-
ные результаты дают основание предположить,
что формирование TRAIL-резистентности кле-
ток THP-1 в многоклеточных агрегатах сопряже-
но с приобретением ими провоспалительного фе-
нотипа и признаков моноцитоподобной диффе-
ренцировки.

Исследование фенотипа клеток ТНР-1 
в многоклеточных агрегатах in vitro

Для изучения изменений фенотипа клеток
ОМЛ THP-1 в многоклеточных агрегатах ТНР-1r
в сравнении с ТНР-1s выполняли анализ экс-
прессии кластеров дифференцировки (CD) этих
клеток (иммунофенотипирование), оценивали их
фагоцитарную активность, гранулярность цито-
плазмы, а также продукцию внутриклеточного
оксида азота (NO).

Иммунофенотипирование TRAIL-чувствительных 
и TRAIL-резистентных клеток ОМЛ

Иммунофенотипирование клеток проводили
по 9 основным маркерам, характерным для моно-
цитарной дифференцировки и провоспалитель-

ного клеточного фенотипа [23, 24], таким как: ин-
тегрин αM (CD11b); интегрин αХ (CD11c); ко-ре-
цептора для липополисахарида (CD14); PTPRC
(CD45); Fc-γ рецептор 1 (CD64); макросиалин
(CD68); pецептор для гаптоглобина (CD163);
толл-подобный рецептор 4 (CD284); MHC-II
(HLA-DR). Созревание монобластов в моноциты
характеризуется появлением и увеличением экс-
прессии таких рецепторов, как CD11b, HLA-DR,
CD163, а также рецепторов CD14, CD284, CD64,
CD68, необходимых для распознания патогенных
молекул и для фагоцитоза. В свою очередь, акти-
вация клеток моноцитарного ряда характеризует-
ся появлением и увеличением экспрессии таких
рецепторов, как CD11b, CD11c, ответственных за
адгезию, HLA-DR и CD68 [25–27]. В табл. 1 пред-
ставлены результаты иммунофенотипирования
клеток ТНР-1s, ТНР-1r, ТНР-1 LPS, ТНР-1 ATRA
и моноцитов.

Из табл. 1 видно, что у TRAIL-резистентных
клеток ТНР-1r увеличен процент субпопуляций,
несущих на поверхности CD68 и HLA-DR (р ≤
≤ 0.01), а также появились субпопуляции, несу-
щие интегрин αM (CD11b) и интегрин αX
(CD11с) (24 ± 1% и 35 ± 1% соответственно) в
сравнении с TRAIL-чувствительными клетками
ТНР-1s через 24 ч после посева. У клеток ТНР-1
LPS, ТНР-1 ATRA и моноцитов были также выяв-
лены популяции клеток, несущие интегрин αM

Рис. 2. Распределение по фазам клеточного цикла клеток ТНР-1s, ТНР-1r, ТНР-1 ATRA, THP-1 LPS и моноцитов. По
оси ординат – процент клеток, находящихся в отмеченной фазе. * р < 0.05 в сравнении c THP-1s.
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(CD11b) и интегрин αX (CD11c), а также показан
высокий процент клеток в популяции, экспрес-
сирующих макросиалин (CD68) и MHC II (HLA-
DR). В свою очередь, в популяции клеток ТНР-1r
не было выявлено CD14 и CD284-положитель-
ных клеток, наличие которых было показано для
популяции клеток ТНР-1 ATRA, моноцитов и
ТНР-1 LPS, а также CD163-положительных кле-
ток, наличие которых выявляется в популяции
моноцитов (табл. 1).

В целом полученные результаты указывают,
что клетки ТНР-1r приобретают некоторые им-
мунофенотипические признаки схожие с имуно-
фенотипом клеток ТНР-1 LPS, и клеток ТНР-1
дифференцированных посредством ATRA в мо-
ноцитоподобный фенотип.

Сравнительный анализ гранулярности 
в TRAIL-резистентных клетках ТНР-1r 

и в TRAIL-чувствительных клетках ТНР-1s

Известно, что дифференцировка монобластов
в промоноциты и моноциты сопровождается из-
менением гранулярности их цитоплазмы [28, 29].
Для оценки гранулярности цитоплазмы клеток
использовали показатель бокового светорассея-
ния (рассеяние света под прямым углом, SSC).

На рис. 3 видно, что значение интенсивности
SSC у клеток ТНР-1r было ниже, чем у клеток
ТНР-1s, как и у клеток ТНР-1 ATRA (р < 0.01),
и достоверно не отличалась от таковой для моно-
цитов. Гранулярность клеток ТНР-1 LPS досто-
верно увеличилась в сравнении с ТНР-1s.

Таким образом, установлено, что грануляр-
ность цитоплазмы клеток ТНР-1r уменьшалась
относительно клеток ТНР-1s, как и у дифферен-
цированных клеток ТНР-1 ATRА. В то же время
гранулярность цитоплазмы клеток THP-1 LPS,

активированных провоспалительным агентом,
возрастала в сравнении с ТНР-1s.

Сравнительный анализ фагоцитарной активности 
TRAIL-резистентных клеток ТНР-1r 

и TRAIL-чувствительных клеток ТНР-1s

Основная функция зрелых клеток моноцитар-
ного ряда заключается в способности к фагоцито-
зу. Так, при созревании промоноцитов в моноци-
ты, промоноциты начинают экспрессировать ре-
цепторы, важные для распознавания патогенов и
реализации фагоцитоза [30].

Обнаружили, что фагоцитарное число клеток
ТНР-1r, культивируемых на агарозе 120 ч в соста-
ве многоклеточных агрегатов, не отличалось от
фагоцитарного числа клеток ТНР-1s, культиви-
руемых на пластике 24 ч, но было выше, чем у
клеток THP-1 ATRA и ТНР-1 LPS (рис. 4а). Мо-
ноциты периферической крови обладали самым
высоким показателем фагоцитарного числа.
В свою очередь, относительный фагоцитарный
индекс клеток ТНР-1r не отличался от фагоци-
тарного индекса клеток ТНР-1s и был достоверно
ниже, чем у клеток ТНР-1 ATRA, моноцитов и
клеток ТНР-1 LPS (рис. 4б).

Таким образом, показано, что фагоцитарная
активность (фагоцитарный индекс и фагоцитар-
ное число) клеток ТНР-1r в составе многоклеточ-
ных агрегатов, обладающих TRAIL-резистентным
фенотипом, не изменялась относительно клеток
ТНР-1s, чувствительных к действию izTRAIL,
и данные характеристики отличались от таковых
для ТНР-1 ATRA, ТНР-1 LPS и моноцитов, кото-
рые также обладали TRAIL-резистентным фено-
типом. Следовательно, повышение TRAIL- рези-
стентности клеток ТНР-1 в агрегатах происходит
независимо от изменения фагоцитарной актив-
ности.

Таблица 1. Иммунофенотипирование TRAIL-чувствительных (ТНР-1s) и TRAIL-резистентных (ТНР-1r, ТНР-1
LPS и THP-1 ATRA) клеток ТНР-1 и моноцитов периферической крови человека

Примечание. Данные представлены в виде среднего ± стандартное отклонение для трех независимых экспериментов.

Маркер
Процент клеток популяции, экспрессирующих CD-маркеры

ТНР-1s ТНР-1r ТНР-1 LPS ТНР-1 ATRA моноциты

Интегрин αM, (CD11b) 0 24 ± 1 74 ± 3 88 ± 1 93 ± 1
Интегрин αX, (CD11c) 0 35 ± 1 28 ± 2 48 ± 3 90 ± 2
Ко-рецептор для LPS (СD14) 0 0 11 ± 1 26 ± 2 81 ± 2
PTPRC (CD45) 96 ± 1 97 ± 2 99 ± 1 99 ± 1 99 ± 1
Fc-γ рецептор 1 (СD64) 95 ± 2 96 ± 1 57 ± 2 99 ± 1 85 ± 1
Макросиалин (CD68) 71 ± 1 97 ± 1 97 ± 1 94 ± 4 99 ± 1
Рецептор для гаптоглобина (CD163) 0 0 0 0 75 ± 1
TLR4 (CD284) 0 0 14 ± 4 72 ± 9 49 ± 6
MHC II (HLA-DR) 21 ± 1 58 ± 2 69 ± 3 53 ± 5 73 ± 1
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Сравнительный анализ внутриклеточной 
продукции оксида азота у TRAIL-чувствительных 

и TRAIL-резистентных клеток ОМЛ in vitro

Известно, что оксид азота (NO) может способ-
ствовать индукции апоптоза в злокачественно
трансформированных клетках или же сенсибили-
зировать их к действию противоопухолевых пре-
паратов [31–33], а снижение продукции NO в
опухолевых клетках может способствовать их ле-
карственной устойчивости [34].

Обнаружили, что, у клеток THP-1r происходи-
ло достоверное (р < 0.01) уменьшение уровня
внутриклеточного NO в сравнении с клетками
ТНР-1s, так же как у клеток ТНР-1 ATRA (р < 0.01)

и ТНР-1 LPS (р < 0.05). Для сравнения, уровень
NO в моноцитах был близок к тому, что в клетках
ТНР-1r и ТНР-1 ATRA (рис. 5).

Таким образом, приобретение TRAIL-рези-
стентности клетками ТНР-1 (ТНР-1r, ТНР-1
ATRA, ТНР-1 LPS) осуществлялось на фоне
уменьшения внутриклеточного уровня NO в
сравнении с клетками ТНР-1s, чувствительными
к действию izTRAIL.

ОБСУЖДЕНИЕ

Полученные в работе результаты показали, что
клетки ОМЛ ТНР-1 приобретают резистентность

Рис. 3. Сравнительный анализ гранулярности клеток ТНР-1s, ТНР-1r, ТНР-1 ATRА, THP-1 LPS и моноцитов. По оси
ординат – среднее значение интенсивности бокового светорассеяния клеткой в отн. eд. (SSC). * р < 0.01; ** р < 0.05 в
сравнении c ТНР-1s.
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Рис. 4. Сравнительный анализ фагоцитарной активности клеток ТНР-1s, ТНР-1r, ТНР-1 ATRA, THP-1 LPS и моноцитов.
По оси ординат – средняя интенсивность флуоресценции клетки (фагоцитарное число, а) и процент фагоцитирующих
клеток (фагоцитарный индекс, б). Клетки фагоцитировали pHrodo Green E. coli. * р < 0.01 в сравнении c ТНР-1s.
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к TRAIL-опосредованной гибели в многоклеточ-
ных агрегатах in vitro, так же как после воздей-
ствия факторов, способных вызывать моноцито-
подобную дифференцировку (ATRA) или провос-
палительный фенотип (LPS), сохраняя при этом
пролиферативную активность. Основываясь на
этих данных, можно предположить, что форми-
рование TRAIL-резистентности клеток THP-1 в
многоклеточных агрегатах осуществляется по ме-
ханизмам, сопряженным с моноцитоподобной
дифференцировкой, с провоспалительной акти-
вацией. Возникает вопрос, каким образом куль-
тивирование клеток в составе агрегатов может
приводить их к таким изменениям? Можно пред-
положить, что изменение состояния клеток ТНР-1
в агрегатах связано с адгезивными и паракринны-
ми взаимодействиями, способными активиро-
вать внутриклеточные сигнальные пути. Суще-
ственная роль адгезивных взаимодействий в по-
вышении TRAIL-резистентности клеток ТНР-1
в агрегатах вызывает сомнение, поскольку их ад-
гезия слабая и агрегаты легко распадаются на от-
дельные клетки при слабом перемешивании сре-
ды. С другой стороны, не вызывает сомнения, что
в агрегатах усиливается паракринное взаимодей-
ствие клеток, межклеточная сигнализация секре-
тируемыми ими молекулами. Тот факт, что клет-
ки в исследуемых агрегатах продолжали проли-
ферировать, говорит о достаточном для их роста
поступлении в агрегаты низкомолекулярных
компонентов питания, кислорода, об эффектив-
ном выходе из них низкомолекулярных метабо-
литов (лактат, аммоний и др.). Однако все это не
исключает усиления в агрегатах межклеточной
сигнализации секретируемыми цитокинами и

низкомолекулярными сигнальными молекулами,
действующими на клеточные рецепторы, что
могло вызвать у клеток ТНР-1 повышение
TRAIL-резистентности и формирование некото-
рых признаков, характерных для моноцитопо-
добной дифференцировки и провоспалительной
активации. Безусловно, можно говорить лишь о
частичном совпадении изменений у клеток ТНР-1
в агрегатах с признаками дифференцировки или
провоспалительной активации, и это хорошо
видно по данным иммунофенотипирования кле-
ток, по морфологическому признаку (грануляр-
ность цитоплазмы), по функциональному при-
знаку (фагоцитарная активность). Однако нали-
чие некоторых совпадений, в том числе по
уровню оксида азота может указывать на общие
процессы в сравниваемых изменениях клеток
ТНР-1, в частности, на необходимость повыше-
ния выживаемости клеток. Необходимость повы-
шения выживаемости клеток в агрегатах in vitro
связана с ограничениями диффузионного пере-
носа компонентов питания и метаболитов в них,
что ярко проявляется в сфероидах [35]. Такая же
необходимость может возникать in vivo в связи с
нарушениями кровообращения, что, по всей ви-
димости, и сформировало у клеток такой адапта-
ционный механизм.

Возникает вопрос, какое отношение феномен
повышения TRAIL-резистентности клеток ОМЛ
в агрегатах in vitro может иметь к состоянию лей-
козных клеток в костном мозге? В костном мозге
клетки ОМЛ расположены близко друг к другу,
т.е. в агрегированном состоянии. Воздействие хи-
миотерапевтическими препаратами вызывает ги-
бель клеток ОМЛ в периферической крови, а в

Рис. 5. Сравнительный анализ продукции оксида азота в клетках ТНР-1s, ТНР-1r, ТНР-1 ATRA, THP-1 LPS и в моно-
цитах. Клетки нагружали NO-зондом DAF-FM DA. По оси ординат – средняя интенсивность флуоресценции клетки.
* р < 0.01 и ** р < 0.05 в сравнении c ТНР-1s.
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костном мозге значительная часть их остается
живыми и определяет формирование рецидива.
Поэтому изучение механизмов повышения рези-
стентности клеток ОМЛ к повреждающим воз-
действиям, в частности TRAIL-резистентности в
агрегатах in vitro, представляет интерес для разра-
ботки таргетных средств лечения лейкозов, по-
давления резистентности опухолевых клеток в
костном мозге.

Наши результаты, в целом, указывают на то,
что повышение TRAIL-резистентности клеток
ОМЛ в агрегатах может быть сопряжено не толь-
ко с путями активации, дифференцировки, спо-
собствующими повышению выживаемости кле-
ток, но и с активацией иных путей выживаемо-
сти, на что указывает снижение продукции NO в
клетке, которое, согласно литературным данным,
может способствовать повышению резистентно-
сти опухолевых клеток.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научных проектов
(20-34-90062, 20-34-90061, 20-315-90014, 20-315-
90101) и при финансовой поддержке стипендии
Президента РФ (CП-606.2019.4, CП-608.2019.4,
СП-1275.2019.4).
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Appearance of Signs of Differentiation and Pro-inflammatory Phenotype
in Acute Myeloid Leukemia Cells ТНР-1 with Cell Aggregation-Induced Increase

of TRAIL Resistance In Vitro
M. I. Kobyakova1, Ya. V. Evstratova1, A. S. Senotov1, A. I. Lomovsky1, V. V. Minaichev1,

A. I. Zvyagina1, M. E. Solovieva1, I. S. Fadeeva1, V. S. Akatov1, R. S. Fadeev1, *
1Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: fadeevrs@gmail.com

Earlier we found that in multicellular aggregates of cultured acute myelogenic leukemia (AML) cells, mim-
icking in vitro the location of leukemic cells in the bone marrow, the resistance of cells to the TNFα-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) increases significantly. In this work, we tried to assess whether an in-
crease in the TRAIL resistance of AML THP-1 cells in multicellular aggregates in vitro is associated with trig-
gering mechanisms mediated by cell differentiation or acquisition of the pro-inflammatory phenotype. The
phenotype of THP-1 cells in aggregated and disaggregated cultures was compared with the phenotype of the
disaggregated culture of THP-1 cells exposed to factors inducing monocyte-like differentiation or a pro-in-
flammatory phenotype. It was found that the increase in TRAIL resistance of aggregated THP-1 cells is ac-
companied by the appearance of signs characteristic of monocyte-like differentiation and a pro-inflammato-
ry phenotype. The results are of interest for the development of the approaches to suppressing TRAIL resis-
tance of AML cells in the human bone marrow.

Keywords: acute myelogenic leukemia, TRAIL resistance of tumor cells, multicellular aggregates in vitro, dif-
ferentiation, pro-inflammatory phenotype
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