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УДК 599.323.4:616 -006]:507.081 Е.С. Пашинская, В.В. Побяржин

СПОСОБ ВОСПРОИЗВЕДЕНИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ 
КРЫСИНОЙ ГЛИОМЫ С6 in situ

УО «Витебский государственный медицинский университет», г. Витебск, Беларусь

Статья содержит подробное описание способа воспроизведения экспериментальной 
крысиной глиомы С6 in situ. 

Глиома – первичная опухоль головного мозга, возникающая из клеток нейроглии.
Экспериментальная глиома крыс С6 соответствует наиболее злокачественной опухо-

ли мозга человека, содержит P-гликопротеин и рецептор стволовых клеток CD133 про-
минин. CD133 в сочетании с клетками глиомы С6 дает устойчивость к апоптозу.

Модель глиомы крысы C6 in situ может использоваться в экспериментальной нейро-
онкологии для оценки терапевтической эффективности химиотерапии, антиангиогенной, 
генной терапии, фотодинамической и лучевой. 

Разработка высоко воспроизводимой опухолевой модели глиомы С6 in situ в экспери-
менте даст возможность изучить основные механизмы канцерогенеза и прогрессии глио-
мы  с точки зрения общебиологического процесса, а также разработать методы прогнози-
рования, профилактики и лечения с применением молекулярно-генетических аспектов.

Ключевые слова: способ, крыса, глиома C6 

Введение

На долю глиом среди всех опухолей 
головного мозга приходится около 60%. 
Наиболее часто встречающаяся локали-
зация опухоли ‒ область хиазмы и стен-
ки желудочков мозга [1, 2, 3]. Немногим 
реже глиомы могут возникать в нервных 
стволах. Очень редко глиомы прорастают 
в мозговые оболочки и кости черепа. По 
структуре эти опухоли веретенообразной 
или округлой формы, от 2 миллиметров до 
10 сантиметров в диаметре. Для глиом ха-
рактерен медленный рост и отсутствие ме-
тастазирования, но при этом эти опухоли 
способны к прорастанию в окружающие 
ткани. Нередко даже при помощи микро-
скопа найти границу между здоровыми 
тканями и глиомой не удается. Развитие 
дегенеративных процессов в окружающих 
тканях является еще одной особенностью 
опухоли. За счет этого может наблюдаться 
несоответствие между размерами глиомы 
и неврологическим симптомокомплексом 
[4, 5, 6, 7].

Глиомные новообразования способны 
возникать в любом возрасте. Известно, что 

именного глиома находится на втором ме-
сте после лейкозов у детей.

На данный момент существует огром-
ное количество теорий онкогенеза [8, 9, 
10]. Однако, несмотря на это, точной при-
чины появления опухоли в организме не 
обнаружено. Чаще всего при обнаружении 
новообразования головного или спинного 
мозга выделяют следующие факторы их 
развития: нарушения гисто- и органогене-
за в антенатальный период развития; вли-
яние на организм ионизирующего излуче-
ния, химических веществ, биотических и 
абиотических факторов; черепно-мозго-
вые травмы; мутации наследственного ма-
териала; дисфункции иммунной системы, 
длительные персистенции нейроинфекций 
[11, 12, 13].

Глиома C6 впервые была получена 
Benda et al. и Schmidek et al. (1968, 1970) 
у крыс Wistar. Когда у животных развива-
лось новообразование, опухоли вырезали 
и переводили в тканевую культуру. Глио-
ма C6 состоит из плеоморфной популяции 
клеток с ядрами разной формы. Первона-
чально опухоль была гистопатологически 
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классифицирована как астроцитома, но в 
последующем она была обозначена как 
глиальная опухоль и присоединена к Аме-
риканской коллекции типовых культур, 
Rockville, MD (ATCC # CCL-107). Извест-
но, что клетки имеют мутантный локус p16 
/ Cdkn2a / Ink4a без экспрессии мРНК p16 
и p19ARF и дикого типа p53. Позднее, при 
сравнении молекулярных характеристик со 
стороны экспрессии генов между глиомой 
C6 и астроцитами стволовых клеток кры-
сы, выяснено, что изменения экспрессии 
генов, наблюдаемые в клеточной линии 
C6, имеют 98% схожесть с такими же про-
цессами в опухолях головного мозга чело-
века. В клетках опухоли С6 наблюдается 
гиперэкспрессия PDGFβ, IGF-1, EGFR и 
Erb3/Her3- генов, которые часто избыточ-
но экспрессируются при глиоме человека. 
Было показано, что полученные клетки мо-
гут продуцировать белок S-100 [14, 15]. 

При помощи экспериментального вос-
произведения процесса канцерогенеза на 
примере глиомы С6 возможны проведение 
доклинических исследований на живот-
ных, разработка инновационных методов 
изучения основных механизмов канце-
рогенеза и прогрессии опухолей с точки 
зрения общебиологического процесса, а 
также прогнозирования, профилактики и 
лечения онкозаболеваний с применением 
различных подходов.

Цель – разработать способ воспроизве-
дения опухолевой модели глиомы С6 in situ 
в эксперименте. 

Материал и методы исследования 

Эксперимент выполняли по разрабо-
танному нами способу на 10 самках крыс 
линии Wistar, массой 180-200 г. За две не-
дели до начала опыта подопытные живот-
ные проходили карантин и содержались на 
стандартном рационе в сухом помещении с 
искусственным освещением.

Все манипуляции с животными про-
водились в соответствии с рекомендаци-
ями Конвенции Совета Европы по охране 
позвоночных животных, используемых в 
экспериментальных и других научных це-

лях (European Convention for the Protection 
of Vertebrate Animals for Experimental 
and Other Scientific Purposes: Strasbourg, 
Council of Europe, 51 pp; 18.03.1986), Ди-
рективе Совета ЕЭС от 24.11.1986 (Council 
Directive on the Approximation of Laws, 
Regulations and Administrative Provisions of 
the Member States Regarding the Protection 
of Animal Used for Experimental and Other 
Scientific Purposes), рекомендациями 
FELASA Working Group Report (1994- 
1996), ТКП 125- 2008 и методическими 
указаниями «Положение о порядке ис-
пользования лабораторных животных в 
научно-исследовательских работах и педа-
гогическом процессе УО «Витебский госу-
дарственный медицинский университет», 
и мерами по реализации требований био-
медицинской этики» 2010.

Животным осуществляли перевивку 
культуры онкоклеток С6 (происхождение: 
крыса, глиома). Перевиваемая культура 
онкоклеток С6 обладает следующими ха-
рактеристиками: происхождение – крыса, 
глиома; моноклональная клеточная линия; 
морфология: фибробластоподобная; спо-
соб культивирования: монослойный. 

Перевивку производили в боксе. Ин-
струменты, посуду, руки дезинфицировали. 

Перед началом работы определяли 
жизнеспособность культуры клеток С6 
путем окраски трипановым синим для по-
следующего расчета дозы введения. Для 
этого суспензию живых клеток смешива-
ли с 0,5% раствором трипанового синего 
в соотношении 1:1. Полученный раствор 
переносили в камеру Горяева и выполня-
ли подсчет количества окрашенных и не-
окрашенных клеток в 25 заштрихованных 
квадратах (стандартным способом). Жиз-
неспособность клеток (ЖК) определяли по 
формуле:

ЖК=(1-(N1 / N2)) × 100 %

где ЖК – жизнеспособность клеток (%);
N1 – количество окрашенных клеток;
N2 – общее количество клеток;
Количество жизнеспособных клеток 

на 1 мл культуры определяли по формуле:
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 С= N3 × 104 × R
где С ‒ количество жизнеспособных 

клеток (кл/мл);
N3 – жизнеспособные неокрашенные 

клетки;
R ‒ 1,1 – коэффициент разведения при 

подсчете в камере Горяева.
При подсчете учитывали клетки с не-

окрашенными (неповрежденными) мем-
бранами. Окрашенные клетки или клетки 
с небольшими включениями красителя в 
цитозоле считали поврежденными и в рас-
чет не брали [16].

После расчета дозы в концентрации 
10×106 клеток на особь полученную су-
спензию набирали в стерильный шприц 
для подкожной инъекции.

Затем готовили инъекцию дексамета-
зона (РУП «Белмедпрепараты», Беларусь, 
4 мг/мл) из расчета 0,001 мл на 1 грамм 
веса животного. Для этого ампулу вскры-
вали и набирали содержимое в шприц для 
внутримышечной инъекции.

Крыс, которым производили перевив-
ку, фиксировали в положении на спине. 
Внутреннюю область бедра освобождали 
от шерсти, смазывали раствором с неболь-
шим содержанием йода. С соблюдением 
правил асептики взвесь опухолевых клеток 
в концентрации 10×106 вводили подкожно. 
Место прокола плотно зажимали ватным 
тампоном со спиртовым раствором и удер-
живали в течение 1 минуты.

Далее животным обрабатывали спир-
товым раствором с небольшим содержани-
ем йода внутреннюю поверхность другого 
бедра, куда ставили инъекцию предвари-
тельно подготовленного дексаметазона. 
Место прокола зажимали ватным тампо-
ном со спиртовым раствором и удерживали 
в течение 1 минуты.

Инъекции дексаметазона в дозировке 
0,001 мл на 1 грамм веса животного про-
водили ежедневно в течение 7 дней после 
перевивки, а с 8 дня – с кратностью через 
сутки в течение 14 дней. 

Во время развития опухолевого узла у 
самок наблюдалась тусклость шерсти, сни-
жение подвижности и веса. На месте вве-

дения культуры опухолевых клеток через 
25-30 дней фиксировали новообразование 
и уплотнение от 3 до 5 см3.

Опухоль с прилегающими участками 
мышечной ткани и кожи забирали для фик-
сации в растворе забуференного формалина 
с целью проведения макроскопических, ги-
стологических, иммуногистохимических ис-
следований (GFAP; белок S-100, Ki-67) для 
подтверждения глиобластомы in situ [17].

Для проведения иммуногистохимиче-
ских исследований (ИГХ) проводили фикса-
цию кусочков ткани в забуференном форма-
лине в течение 24 часов [9]. Далее осущест-
вляли заливку материала в парафин. Полу-
чали серийные парафиновые срезы на сте-
клах, обработанных поли-L-лизином, тол-
щиной 5-7 мкм с помощью микротома Leica 
RM 2125 RT (Германия). Депарафинирова-
ние и обезвоживание проводили ксилолом, 
этанолом. Предобработку срезов с целью 
демаскировки антигенов, направленную на 
восстановление структуры белка, осущест-
вляли демаскировочным буфером (Wuhan 
Elabscience Biotechnology Incorporated 
Company). Иммуногистохимическую ре-
акцию в готовом материале к рецепторам 
GFAP (E-AB-10345), S100 (E-AB-32841), Ki-
67 (E-AB-22027) проводили в соответствии 
с инструкциями фирмы-производителя и 
системы визуализации 2-step plus Poly-HRP 
Anti Rabbit/Mouse IgG Detection System 
(with DAB Solution, Wuhan Elabscience 
Biotechnology Incorporated Company, Китай, 
E-IR-R213) [1]. Оценку результатов ИГХ-
окрашивания проводили с применением 
светового микроскопа Leica DM 2500 в 1000 
клетках в каждом срезе. Для всех маркеров 
проводили оценку локализации окрашива-
ния в клетке (ядро, цитоплазма и/или мем-
брана), интенсивность пероксидазной метки 
(в области с максимальной экспрессией) и 
процент окрашенных клеток [17]. 

Для получения Immune reactivity 
SCORE (IRS) суммировали баллы доли 
окрашенных клеток и интенсивности их 
окраски. Опухоль считали позитивной 
при суммарном балле более или равном 3 
(SCORE) [17].
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Различия между группами оценивали 
по критерию Манна-Уитни (Mann-Whitney, 
U-test) и считали статистически значимы-
ми при p<0,05. Обработку данных прово-
дили с помощью программы Statistica 10.

Результаты исследования

При вскрытии новообразования чаще 
всего имели несколько полостей, запол-
ненных прозрачной красновато-желтой 
жидкостью; рисунок мышечного строения 
сглажен, поверхность разреза – влажная, 
блестящая, шероховатая с полнокровными 
сосудами.

Гистологическая характеристика об-
разцов: волокна поперечно-полосатой 
мышечной ткани представлены в виде от-
дельных фрагментов по краю гистосреза, 
которые сдавлены в результате пролифе-
рации опухолевых клеток, формирующих 
комплексы с очагами некроза в глубине. 
Вокруг некротических очагов опухолевые 
клетки располагались в виде частокола. 
Отмечалась высокая степень васкуляриза-
ции опухолевых очагов, отдельные сосуды 
сужены из-за внутрисосудистой пролифе-
рации эндотелиальных клеток. Опухоль 
полиморфноклеточная, включала мелкие 
клетки с гиперхроматическими ядрами и 
частые митозы. Гистологическое заклю-
чение: глиома. 

Иммуногистохимически: экспрессия 
GFAP оценивалась в 2 балла (2++; IRS = 5); 
степень экспрессии S 100 в 1 балл (1+; IRS 
(immune reactivity SCORE) = 4). 

Результаты оценки маркера пролифера-
тивной активности: Ki-67 составила 15%.

Иммуногистохимическое заключение: 
глиома.

Заключение

Предложенный способ воспроизве-
дения глиомы С6 in situ является высоко 
воспроизводимым и может использоваться 
в экспериментах медицинского и биоло-
гического профиля для разработки новых 
подходов в борьбе с онкологическими за-
болеваниями.
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V.V. Pabiarzhyn, E.S. Pashinskaya 

METHOD OF REPRODUCTION OF EXPERIMENTAL RAT GLIOMA C6 in situ

The article contains a detailed description of the method of reproduction of experimental 
rat glioma C6 in situ. 

Glioma is a primary brain tumor arising from neuroglial cells.
Experimental glioma of rats C6 corresponds to the most malignant tumor of the human 

brain, contains P-glycoprotein and CD133 Promin stem cell receptor. CD133 in combination 
with C6 glioma cells gives resistance to apoptosis.

The C6 in situ rat glioma model can be used in experimental neurooncology to evaluate the 
therapeutic efficacy of chemotherapy, antiangiogenic, gene therapy, photodynamic and radio-
therapy. 

The development of a highly reproducible tumor model of glioma C6 in situ in the experi-
ment will provide an opportunity to study the basic mechanisms of carcinogenesis and progres-
sion of glioma in terms of the General biological process, as well as to develop methods of 
prediction, prevention and treatment using molecular genetic aspects.
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