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Введение

Глиомы являются летальными формами 
опухолей головного мозга, которые составляют 
примерно 30% всех новообразований [1].

Средняя продолжительность жизни пациен-
тов с момента постановки диагноза составляет 
всего 15 месяцев, менее 5% пациентов живут 
дольше 5 лет из-за 80% рецидива агрессивной 
глиомы [2,3]. Высокая частота рецидивов, плохая 
реакция на лечение и низкие показатели про-
должительности жизни делают злокачественную 
глиому наиболее опасным новообразованием.

Глиома быстро распространяется и может 
колонизировать весь мозг, так как опухолевые 
инвазивные клетки довольно быстро распро-
страняются далеко за пределами основной массы 
опухоли [4]. Образование глиомы характеризует-
ся высокой плотностью микрососудов, в которых 
выявляется масса дефектов, аномальная морфо-
логия и нарушение проницаемости гематоэнце-
фалического барьера (ГЭБ) [4,5]. Несмотря на 
многочисленные исследования формирования 
и прогрессирования глиомы, состояние ГЭБ на 
фоне развития опухоли остается малоизученным.

В последнее десятилетие стало очевидным, 
что связанная со стрессом активация симпати-
ческой нервной системы (СНС) играет важную 
роль в развитии опухоли и регуляции микро-
сосудов мозга [6, 7]. Клинические исследования 
показывают, что глиома часто ассоциируется с вы-
соким уровнем катехоламинов, а блокада бета 2 - 
адренорецепторов (Б2-АР) улучшает результаты 
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лечения больных раком [8, 9]. Вовлечение Б2-АР 
и бета-аррестина-1 как ко-фактора сигнальной 
трансмембранной передачи нервного импульса 
в развитие различных форм онкологии показано 
во многих исследованиях [10, 11]. Однако роль 
СНС и, в частности, Б2-АР в механизмах, ответ-
ственных за прогрессирование глиомы, остается 
плохо изученной и требует дальнейших исследо-
ваний. Для лучшего понимания адренергических 
механизмов, лежащих в основе развития глиомы, 
в данной работе исследовали эффекты фарма-
кологической модуляции Б2-АР на развитие и 
миграцию флуоресцентной глиомы у крыс.

Материалы и методы 

Объекты исследования
Эксперименты проводились на самцах белых 

беспородных крыс массой 250 г. Все процедуры 
были выполнены в соответствии с «Руковод-
ством по уходу и эксплуатации лабораторных 
животных». Протокол эксперимента одобрен 
Комитетом по уходу и эксплуатации лаборатор-
ных животных Саратовского государственного 
университета (протокол № 7, 07.02.2018).

Группы животных
Экспериментальные животные были разде-

лены на три группы: 
1) крысы с глиомой (контроль), которые 

получали физиологический раствор в том же 
объеме, что препараты, модулирующие актив-
ность Б2-АР; 

2) крысы с глиомой, которым вводили изо-
протеренол (агонист Б2-АР, 25 мг / кг / день, per 
os, Sigma, Сент-Луис, Миссури, США); 

3) крысы с глиомой, которым вводили ICI-
118551 (специфический антагонист Б2-АР, 25 мг 
/ кг / день, per os, Sigma, Сент-Луис, Миссури, 
США). Крысам вводили препараты в течение всех 
дней после имплантации раковых клеток.

Три указанные группы были разделены 
на 4 подгруппы: через 3–7 – 10–28 дней после 
имплантации раковых клеток для конфокальной 
визуализации и гистологического анализа тканей 
головного мозга. Каждая подгруппа включала 
10 животных.

Время жизни животных оценивали у 10 крыс 
из трех основных групп (контроль, ICI-118551 и 
изопротеренол), в этих группах крысы жили до 
смерти.

Получение клеточной культуры 
флуоресцентной глиомы 
Клетки C6 культивировали в среде DMEM 

(Paneco, Россия), содержащей 2,5% эмбрио-
нальной сыворотки теленка (Biosera), глутамина 
4 мм (Paneco, Россия), пенициллина (50 МЕ/мл)

и стрептомицина (50 мг/мл) (Paneco, Россия). 
Для удаления клеток с поверхности чашки Петри 
использовали раствор Versene (Paneko, Россия) 
с добавлением 0,25% трипсина (Gibco). Клетки 
культивировали в инкубаторе CO2 при 37°С с 
содержанием 5% СО2.

Для получения клеточных линий, стабиль-
но экспрессирующих белок TagRFP, клетки C6, 
трансфицировали лентивирусами LVTTagRFP 
(Evrogen, cat. LP001) в случае множественно-
сти заражения 10 вирусных частиц на клетку. 
Полученные клеточные линии выращивали до 
количества не менее 106 клеток и замораживали 
в среде для роста DMEM, содержащей 45% эм-
бриональной сыворотки теленка и 10% ДМСО. 
Экспрессия соответствующих флуоресцентных 
белков в полученных клеточных линиях была 
подтверждена флуоресцентной микроскопией на 
базе ЦКП «Симбиоз» ИБФРМ РАН.

Методы оценки проницаемости ГЭБ
Использовали метод конфокальной визуа-

лиазации экстравазации FITC-декстран 70 кДа 
(40 мг / 250 г, 0,5% раствор в 0,9% физиологи-
ческом растворе, Sigma, Сент-Луис, Миссури, 
США). Время циркуляции в кровотоке составляло 
2 мин. Затем крыс декапетировали, их мозг из-
влекали из черепной коробки и фиксировали в 4% 
параформальдегиде в течение 24 ч в соответствии 
с протоколом, представленным в публикации 
[12]. Далее делали срезы тканей мозга толщиной 
50 мкм на вибротоме (Leica VT 1000S Microsystem, 
Германия) и анализировали на конфокальном 
микроскопе (Leica TCS SP8, Leica, Germany). Ис-
следовали 8–12 срезов с каждого мозга. 

Гистологический анализ тканей 
и сосудов мозга
Мозг ивзлекали и помещали на сутки в за-

буференный формалин 10%. Готовили образцы 
тканей мозга тощиной 4–5 мкм и окрашивали 
гематоксилином и эозином. Результаты оценивали 
с помощью световой микроскопии с использова-
нием системы цифрового анализа изображений 
Mikrovizor medical mVizo-103 (LOMO, Россия).

Результаты и их обсуждение

На первом этапе работы анализировали эф-
фекты фармакологической блокады и стимуляции 
Б2-АР на развитие глиомы и выживаемость жи-
вотных с использованием конфокальной визуали-
зации, гистологического анализа и определения 
времени смерти у крыс.

Рис. 1, а показывает флуоресцентную глиому 
через 28 дней после имплантации раковых клеток 
у крыс из первой группы, т.е. тех животных, у 
которых опухоль развивалась без фармакологи-
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ческих влияний. Гистологический анализ тканей 
мозга в этой группе показал клеточный полимор-
физм, т.е. клетки разного размера и формы, что 
является типичным признаком глиомы (рис. 2). 
Без фармакологического воздействия метастазы 
наблюдались у 40% (4 из 10) крыс в период между 
10-м и 28-м днем после имплантации глиомных 
клеток (см. рис. 2). Животные умирали через 
28–35 дней после начала роста глиомы.

У всех крыс (10 из 10), которым вводили 
изопротеренол (агонист Б2-АР), были обнаруже-
ны метастазы через 7 дней после имплантации 
раковых клеток, которые мигрировали вдоль со-
судов головного мозга (см. рис. 1, б). Животные 
умирали между 18–22-м днями после импланта-
ции раковых клеток, то есть продолжительность 
жизни в этой группе была ниже в 1,5 раза по 
сравнению с контрольной группой.

Рис. 1. Анализ прогрессии глиомы без (а) и с (б) фармакологической стимуляцией бета2-адренорецепторов: 
а – конфокальная визуализация флуоресцентной глиомы (желтый цвет за счет слияния красного и зеленого 
цветов, что объясняется высокой проницаемостью ГЭБ. Зеленый FITC-декстран выходит из церебральных 
сосудов и наблюдается между красными клетками глиомы. За счет этого отмечается слияние цветов) через 
28 дней после имплантации раковых клеток; зеленый цвет – церебральные сосуды, заполненные FITC-
декстраном 70 кДа; б – миграция глиомных клеток (красный цвет) по сосудам (зеленый цвет) головного мозга

а б

Рис. 2. Гистологический анализ тканей головного мозга крысы с глиомой
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Блокада Б2-АР уменьшала миграцию рако-
вых клеток. В этой группе только у 20% крыс (2 
из 10) отмечались метастазы. Продолжительность 
жизни животных была увеличена до 43–47 дней 
после начала развития глиомы, что в 1,5 раза 
выше по сравнению с контрольной группой.

Заключение

Блокада Б2-АР ICI-118551 уменьшает ми-
грацию глиомных клеток и увеличивает про-
должительность жизни крыс. Стимуляция Б2-АР 
изопротеренолом вызывает противоположные 
эффекты, т.е. сопровождается ранней миграцией 
опухолевых клеток, и уменьшает срок жизни 
животных. Результаты, полученные в ходе ис-
следования, подтверждают возможность создания 
новой терапевтической стратегии терапии глио-
мы, а именно блокады Б2-АР.
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This study shows the role of adrenergic mechanisms in the de-
velopment of fluorescent glioma in rats and the impairment of the 

blood-brain barrier (BBB) permeability. The results demonstrate that 
the progression of glioma was accompanied by a gradual increase 
in the BBB permeability and an increased expression of vascular 
beta2-adrenoreceptors (B2-AR). The pharmacological blockade 
of B2-AR reduced the degree of BBB disruption, the migration of 
cancer cells and increased the survival of animals. Our data support 
the idea that blockade of B2-AP may be a new therapeutic strategy 
for the treatment of glioma and the prevention of metastases.
Key words: glioma, BBB, beta2-adrenoreceptors.
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