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Проведено исследование формирования лекарственной устойчивости клеток острого лимфоидного
лейкоза (клеточные линии Jurkat, MOLT 3, MOLT 4) в высокоплотных клеточных культурах. Пока-
зано, что в высокоплотных культурах клеток острого лимфоидного лейкоза повышается устойчи-
вость к действию химиотерапевтических препаратов относительно клеток, культивируемых в усло-
виях низкой плотности. Результаты исследования механизма повышения лекарственной устойчи-
вости клеток острого лимфоидного лейкоза в высокоплотных клеточных культурах показали, что
повышение лекарственной устойчивости может опосредоваться изменением их пролиферативной
активности. Полученные в работе результаты представляют интерес для разработки стратегии по-
давления лекарственной устойчивости клеток острого лимфоидного лейкоза, зависящей от плотно-
сти клеточной культуры.
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Острый лимфоидный лейкоз (ОЛЛ) – злока-
чественная опухоль лимфоидного ростка гемопо-
этической системы. ОЛЛ является наиболее часто
встречающимся онкологическим заболеванием у
детей – 75% случаев возникают в возрасте до 6 лет
[1–3]. ОЛЛ у младенцев (до 1 года) имеет наихуд-
ший клинический исход, показатели излечения
составляют всего 20–50% [1–3]. 5-летняя выжи-
ваемость для людей в возрасте 20 лет и старше со-
ставляет 20–40%, для людей в возрасте до 20 лет
составляет 65% [1–3]. На данный момент основ-
ным способом лечения ОЛЛ является примене-
ние химиотерапевтических препаратов. Однако
эффективность их применения ограничивается
развитием резистентности к их действию у ОЛЛ-
клеток, главным образом находящихся в нишах
костного мозга [4], что в последующeм определя-
ет рецидив заболевания. Многие исследователи

связывают формирование резистентности у кле-
ток ОЛЛ в нишах костного мозга с условиями
микроокружения и, прежде всего, с клетками
стромы костного мозга, опуская вопрос о взаим-
ном влиянии лейкозных клеток друг на друга [5].
В то же время известно, что озлакачествление
костного мозга сопровождается повышенной
клеточностью, где доля лейкозных бластов может
составлять более 80% от всего клеточного состава
[6]. Показано, что количество лейкозных бластов
может напрямую влиять на эффективность хи-
миотерапии, поскольку цитотоксическая актив-
ность многих химиотерапевтических препаратов
зависит от количества опухолевых клеток [7]. Од-
нако механизмы такой резистентности остаются
крайне мало изученными. В связи с этим целью
данной работы является исследование возмож-
ных механизмов многоклеточной резистентности
клеток ОЛЛ к действию химиотерапевтических
препаратов в высокоплотных культурах. Изуче-
ние механизмов устойчивости клеток ОЛЛ к ин-
дукции клеточной гибели в высокоплотных куль-

Сокращения: ОЛЛ – острый лимфоидный лейкоз, ВПК –
высокоплотная клеточная культура, ЛУ – лекарственная
устойчивость.
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турах важно для создания новых эффективных
способов терапии заболевания и понимания ме-
ханизмов межклеточных коммуникаций в пато-
логически измененном костном мозге.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клеточные культуры. В качестве объекта иссле-

дования в работе использовали клетки острого
лимфоидного лейкоза человека линий Jurkat,
MOLT 3 и MOLT 4, полученные из Всероссий-
ской коллекции клеточных культур (Институт
цитологии РАН, Санкт-Петербург). Клетки куль-
тивировали в среде RPMI 1640/F12 (Sigma-Al-
drich, США) с добавлением 10% эмбриональной
телячьей сыворотки (Gibco, США), 40 мкг/мл
гентамицина сульфата (Sigma-Aldrich, США) при
37°С, в условиях 5%-го содержания СО2 в воздухе.

Клетки высевали в количестве 5·103 в 100 мкл
питательной среды в лунки U-образного 96 лу-
ночного культурального планшета. Через сутки
после посева количество клеток в лунке увеличи-
валось до 1·104 (1·105 кл/мл), и мы использовали
их как культуры низкой плотности. Через 4 и 5 су-
ток культивирования без смены питательной сре-
ды количество клеток в лунке вырастало до 5·104

(5·105 кл/мл) и 1·105 (1·106 кл/мл) соответственно,
формируя трехмерный многоклеточный агрегат
– высокоплотную клеточную культуру (далее
ВПК).

Анализ жизнеспособности. Жизнеспособность
клеток после 24 ч инкубации с химиотерапевти-
ческими агентами (топотекан, цитарабин, этопо-
зид и цисплатин) определяли по отношению ко-
личества живых клеток в опытных и контрольных
(без добавления химиотерапевтическиx агентов)
условиях. Количество живых клеток после инку-
бации с химиотерапевтическими агентами оце-
нивали по интенсивности восстановления реза-
зурина (Sigma-Aldrich, США). Для этого к клет-
кам добавляли резазурин (30 мкг/мл), инкубиро-
вали с красителем в течение 4 ч при 37°С и 5% СО2
в инкубаторе и измеряли интенсивность флуо-
ресценции при длине волны возбуждения 532 нм
и длине волны испускания 590 нм с использова-
нием планшетного спектрофлюориметра Infinite
F200 (Tecan, Швейцария).

Анализ распределения клеток по фазам клеточ-
ного цикла. Для изучения распределения по фазам
клеточного цикла клетки отмывали в фосфатно-
солевом буфере (300 g, 5 мин), фиксировали
70%-м этанолом (24 ч, –20°C). Окрашивание
проводили в течение 15 мин при 37°C в среде сле-
дующего состава: фосфатно-солевой буфер, 0.1%
тритона Х-100, 10 мкг/мл йодида пропидия,
100 мкг/мл РНКазы (Биолот, Россия). Анализ
проводили с помощью проточного цитометра BD

Accuri C6 (BD Bioscience, США). Полученные ре-
зультаты обрабатывали в программе ModFit
LT 4.1.

Анализ митотической активности. Для опреде-
ления митотической активности клетки отмыва-
ли в фосфатно-солевом буфере (300 g, 5 мин),
фиксировали 70%-м этанолом (24 ч, –20°C). За-
тем окрашивали флуоресцентным красителем
bisBenzimide H 33342 в концентрации 1 мкг/мл в
течение 10 мин при комнатной температуре и
проводили подсчет числа митотических клеток с
помощью флуоресцентного микроскопа DM 6000
(Leica, Германия), анализировали не менее
500 клеток.

Статистический анализ. Результаты представ-
ляли в виде среднего ± стандартное отклонение
(M ± SD). Опыты проводили не менее, чем в трех
повторностях (n ≥ 3). Статистическую значи-
мость отличия определяли с использованием дис-
персионного анализа (ANOVA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

В высокоплотных клеточных культурах повы-
шается устойчивость клеток острого лимфоидного
лейкоза к действию химиотерапевтических препа-
ратов. Нами показано, что у клеток острого лим-
фоидного лейкоза человека линии Jurkat при
культивировании в высокоплотных клеточных
культурах происходит повышение устойчивости
к клеточной гибели, индуцированной действием
химиотерапевтических препаратов. При культи-
вировании клеток Jurkat в течение суток при низ-
кой плотности культуры (1·105 кл/мл) величина
IC50 для топотекана составляла 0.005 ±
0.001 мкМ, этопозида – 0.13 ± 0.06 мкМ, а при
концентрациях цитарабина 26 мкМ количество
живых клеток составляло 60.2 ± 2.5%. На 4-е сут-
ки при культивировании клеток Jurkat при высо-
кой плотности культуры (5·105 кл/мл) величина
IC50 для топотекана составляла 6.1 ± 0.1 мкМ, для
этопозида – 9.2 ± 1.1 мкМ, а при концентрации
цитарабина 26 мкМ число живых клеток состав-
ляло более 80 ± 5%. В свою очередь, при культи-
вировании клеток Jurkat в течение 5 суток при вы-
сокой плотности культуры 1·106 кл/мл с топоте-
каном и цитарабином число живых клеток
составляло более 85 ± 2%, с этопозидом – 60 ± 5%
относительно необработанных клеток (рис. 1). 

Сходное повышение устойчивости к действию
использованных в работе химиотерапевтических
препаратов было показано также и для клеточных
линий ОЛЛ человека MOLT 3 и MOLT 4, культи-
вируемых в культурах высокой плотности
(рис. 2). Исходя из полученных результатов, наи-
более выраженный эффект показали клетки



БИОФИЗИКА  том 69  № 4  2024

ПОВЫШЕНИЕ ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ КЛЕТОК 807

Рис. 1. Жизнеспособность клеток Jurkat после 24 ч инкубации с топотеканом, цитарабином и этопозидом,
добавленных к культуре после 1, 2, 3, 4 и 5 суток от момента посева клеток. Данные представлены в виде среднего
значения ± стандартное отклонение (n ≥ 3).

Рис. 2. Жизнеспособность клеток MOLT 3 (а) и MOLT 4 (б) после 24 ч инкубации с топотеканом, цитарабином и
этопозидом, добавленных к культуре через 1, 2, 3, 4 и 5 суток от момента посева клеток. Данные представлены в виде
среднего значения ± стандартное отклонение (n ≥ 3).
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Jurkat, поэтому все дальнейшие исследования
проводили именно на этой клеточной линии. 

Повышение лекарственной устойчивость клеток
острого лимфоидного лейкоза Jurkat в высокоплот-
ных клеточных культурах может опосредоваться
изменением их пролиферативной активности. В ря-
де публикаций формирование резистентности у
клеток солидных опухолей (карциномы, сарко-
мы, глиомы и т.д.) в высокоплотных культурах
(конфлюэнт, агрегат, сфероид) к противоопухо-
левым препаратам связывают с выходом клеточ-
ной культуры в стационарную фазу клеточного
цикла и изменением пролиферативной активно-
сти [7, 8]. В связи с этим мы провели исследова-
ние пролиферативной активности клеток ОЛЛ
Jurkat в высокоплотных клеточных культурах.
Пролиферативную активность клеток оценивали
по анализу кривой роста, распределению клеток
по фазам клеточного цикла и митотической ак-
тивности. 

Анализ кривой роста клеточной линии Jurkat
показал, что на 4-е сутки культивирования клет-
ки находятся в экспоненциальной фазе, а на 5-е
сутки выходят в стационарную фазу (рис. 3а). До-
полнительно мы исследовали митотическую ак-
тивность и распределение по фазам клеточного
цикла клеток Jurkat, культивированных в течение
4 суток (далее ВПК-4с) и 5 суток (далее ВПК-5с),
в сравнении с клетками, культивированными при
низкой плотности клеточной культуры. Анализ
распределения клеток по фазам клеточного цикла
показал, что количество клеток в популяции Jur-
kat ВПК-4с уменьшалось в S-фазе с 35.7 ± 1.8% до
24.7 ± 0.6% (р < 0.05) и в G2/М-фазе – с
20.3 ± 1.4% до 17.7 ± 0.19% (р < 0.05), увеличива-
лось в G0/G1-фазе с 43.9 ± 2.4% до 57.6 ± 0,43%
(р < 0.05) и не изменялось в М-фазе относительно

клеток, культивируемых при низкой плотности
культуры. В свою очередь, количество клеток в
популяции Jurkat ВПК-5с увеличивалось в
G0/G1-фазе с 43.9 ± 2.4% до 61.9 ± 1.2% (р < 0.05),
уменьшалось в S-фазе с 35.7 ± 1.8% до 20.5 ± 0.5%
(р < 0.05), не изменялось в G2/М-фазе и снижа-
лось с 3.5 ± 0.4% до 2.6 ± 0.3% в М-фазе относи-
тельно клеток, культивируемых в культуре низ-
кой плотности (рис. 3б). 

Полученные данные указывают на то, что по-
вышение лекарственной устойчивости клеток
Jurkat в высокоплотных клеточных культурах мо-
жет быть связано со снижением их пролифера-
тивной активности. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном исследовании показана возмож-
ность повышения устойчивости к действию хи-
миотерапевтических препаратов у клеток острого
лимфоидного лейкоза человека в высокоплотных
клеточных культурах. Повышение лекарственной
устойчивость клеток ОЛЛ в высокоплотных кле-
точных культурах может опосредоваться измене-
нием их пролиферативной активности. Выясне-
ние механизмов лекарственной устойчивости,
опосредованной условиями микроокружения,
важно для выявления новых фармакологических
мишеней консервативной терапии направленно-
го действия.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена в рамках государственного
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Рис. 3. Пролиферативная активность клеток Jurkat в высокоплотных клеточных культурах. Кривая роста (а),
распределение по фазам клеточного цикла (б) и митотическая активность (в) клеток Jurkat в культурах низкой и
высокой плотности. Данные представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение (n ≥ 3); * – р < 0.05 в
сравнении с клетками, культивированными 1 сутки.
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 Increased Drug Resistance in Acute Lymphoblastic Leukemia Cells
in Three-Dimensional High-Density Cell Cultures
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In this study, the development process of drug resistance in acute lymphoblastic leukemia cells (Jurkat,
MOLT 3, and MOLT 4 cell lines) was examined in high-density cell cultures. It has been shown that in high-
density cultures of acute lymphoblastic leukemia cells resistance to the action of chemotherapeutic drugs in-
creases comparing to the cells cultured under low-density conditions. The results obtained after investigation
of  the mechanism underlying increased drug resistance in acute lymphoblastic leukemia cells in high-density
cell cultures showed that an increase in drug resistance in high-density cultures of cells can be mediated by a
change in their proliferative activity. These findings can be applied in developing a strategy to overcome drug
resistance in acute lymphoblastic leukemia cells, which depends on the density of the cell culture.
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