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Аннотация. Глиобластома – одна из самых агрессивных опухолей головного мозга человека. Прогноз неблаго-
приятный, эффективность лечения низкая, химиотерапия темозоломидом (ТМЗ) может продлить жизнь боль-
ного. 
Цель работы: изучить антиглиомную эффективность комбинации клофазимина и целекоксиба с ТМЗ на модели 
глиобластомы in vivo. 
Материалы и методы: клетки глиомы С6, обработанные трансформирующим фактором β1, стереотаксически 
имплантировали в мозг крыс породы Вистар, проводили облучение (20 Гр) в комбинации с введением ТМЗ 
и ингибиторов Wnt-сигнального пути. Использованы методы нейровизуализационного, иммуноцитохимиче-
ского, иммуногистохимического анализа, выживаемость животных оценивали по методу Каплана-Майера.
Результаты: обработка клеток С6 глиомы крысы трансформирующим фактором β1 сопровождается увеличением 
числа элементов иммунореактивных в отношении антигена CD133 и β-катенина, а также уменьшением коли-
чества PCNA+ опухолевых клеток (ОК). Наименьшие размеры неопластического узла на 30 сутки обнаружены 
у крыс, получавших химиолучевую терапию совместно с клофазимином. Также в этой группе отмечалось более 
низкое содержание β-катенина, CD133+ и пролиферирующих PCNA+ ОК в неопластической ткани по сравнению 
с другими группами. Наибольшая средняя выживаемость у животных с глиомой отмечена в 4 группе, получав-
шей химиолучевую терапию совместно с клофазимином.
Клофазимин усиливает антиглиомную активность ТМЗ в эксперименте in vivo.
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Abstract. Glioblastoma is one of the most aggressive human brain tumours. Prognosis is unfavourable, while treatment 
is relatively ineff ective; temozolomide (TMZ) chemotherapy can prolong patient's life. 
Research objective: to assess the antiglioma eff ect of clofazimine and TMZ combination in an in vivo glioblastoma 
model.
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Materials and Methods: C6 glioma cells, treated with transforming growth factor β1, were stereotactically implanted in 
the brain of Wistar rats and irradiated (20 Gy), while also administering TMZ and clofazimine.
Neuroimaging, immunocytochemical, immunohistochemical analysis methods were used, and animal survival was 
assessed, using the Kaplan-Meier curves.
Results: Treatment of rat glioma C6 cells with TGF-β1 increased the number of CD133 antigen and β-catenin immuno-
reactive elements, and decreased PCNA+ in cancer cells (CC). The smallest neoplastic node size on day 30 was found 
in the rats, treated with a combination of chemoradiotherapy and clofazimine. There was also a lower rate of β-catenin, 
CD133+ and proliferating PCNA+ CCs in the neoplastic tissue of this group compared to the other groups. The highest 
median survival for animals with glioma was observed in the group 4, which received chemoradiotherapy together with 
clofazimine.
Conclusions. Clofazimine increases the antiglioma eff ect of TMZ in an in vivo experiment.
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Глиобластома (ГБ) – агрессивная глиальная опу-
холь мозга человека. Существующие методы лечения 
малоэффективны. Химиотерапия может продлить 
жизнь больного, наиболее востребован цитотоксиче-
ский препарат – темозоломид (ТМЗ) [1]. Прогноз не 
благоприятный, медиана выживаемости – 15 меся-
цев [2]. Главной причиной резистентности к лечению 
являются опухолевые стволовые клетки (ОСК) [3]. 
Цитостатики, облучение и таргетные препараты не 
способны эффективно уничтожать ОСК в организме 
больного, что требует поиска новых лекарственных 
препаратов и их комбинаций с ТМЗ. 

Одним из главных механизмов, регулирующих 
процессы пролиферации и дифференцировки ОСК, 
является Wnt-сигнальный путь, который играет стра-
тегически важную роль в биологии неопластиче-
ских клеток [4]. Однако существуют указания [5], 
что в отличие от клеток ряда карцином, ГБ обладает

довольно низкой чувствительностью к Wnt-инги-
биторам. При этом нельзя не учесть факт, что боль-
шинство таких выводов основано на экспериментах 
с использованием стандартизованных линий ОК, без 
учета влияния ионизирующего излучения, продуциру-
емых опухолью цитокинов и других факторов, резко 
снижающего степень дифференцировки неопластиче-
ских клеток [6]. 

Предложено множество перспективных ингибито-
ров Wnt сигнального пути, но особый интерес в кон-
тексте рассматриваемой проблемы представляют 
репо зиционируемые лекарственные препараты с дока-
занной Wnt-ингибирующей активностью: клофазимин 
[7], и целекоксиб [8]. 

Цель работы: изучить возможность усиления про-
тивоопухолевого действия ТМЗ в комбинации с кло-
фазимином и целекоксибом на экспериментальной 
модели глиобластомы in vivo.

Материалы и методы
В работе использована культура клеток крысиной 

глиомы С6 (ATCC® CCL-10, США). 
Культивирование и обработка ОК трансфор-

мирующим фактором роста β1 (TGFβ1). После раз-
морозки клетки культивировали в среде «Dulbecco's 
Modifi ed Eagle Medium» (DMEM), содержащей 10 % 
фетальной бычьей сыворотки (FBS) и 1 % антибио-
тика-антимикотика (Gibco, США). После третьего 
пассажа прикапывали 10 мкм/л TGFβ1(Merck KGaA, 
Darmstadt, Germany) инкубировали 48 часов при стан-
дартных условиях (Т 37 °C, 5 % CO2) и после образо-
вания монослоя клетки снимали с помощью фермен-
тативной диссоциации (0,25 % трипсин ЭДТА, Thermo 
Fisher Scientifi c, США, 37 °С, 10 мин.), центрифугиро-
вали (120 g, 3 мин.) отмывали свежей средой и исполь-
зовали в эксперименте.

Проточная цитометрия. После стандартной 
схемы пробоподготовки клетки обрабатывали моно-
клональными антителами против антигенов CD133, 
β-катенина и PCNA с доокрашиванием Dapi до 
и после обработки TGFβ1 (AB_467471, AB_11219471, 

AB_2536771, AB_763613, соответственно, Thermo 
Fisher Scientifi c) и проводили анализ позитивных по 
маркерам клеток на проточном цитометре CytoFlex 
(Beckman Coulter). Данные обрабатывали с помо-
щью программного обеспечения «Kaluza Software, 10 
UserNetworkPack» (FullVersion) и «ModFit TL» (Verity 
Software House). Результат выражали в виде процента 
позитивных по каждому маркеру ОК в образцах до и 
после обработки TGFβ1.

Моделирование ГБ у животных
Работа выполнялась на 84 крысах породы Вистар, 

массой 200–220 г. Содержание и уход за животными 
осуществлялся в соответствии с требованиями GLP 
и «Хельсинской декларации о гуманном отношении 
к животным». Работа одобрена «Комиссией по биоме-
дицинской этике» Института наук о жизни и биомеди-
цины ДВФУ (протокол № 1 от 13.05.2023).

Животных наркотизировали путем в/б введения 
смеси (содержащей 200 мкл Золетил/Рометар 1:4). 
Клетки глиомы (0,3×106 в 5 мкл) имплантировали в 
область каудопутамена с помощью стереотаксического 
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аппарата (Narishige, Токио, Япония) в соответствии 
со стереотаксическими координатами атласа крыс 
Swanson: Ар-1; Л 3,0; V 4,5, ТБС-2,4 мм. Клетки вво-
дили шприцем Hamilton со скоростью 5 мкл /мин. 
Опухоль была подтверждена через 10 дней с помо-
щью магнитно-резонансной томографии на аппарате 
«Bruker’s PharmaScan®» (Массачусетс, США).

Нейровизуализация
МРТ головного мозга проводили на МР-томографе 

«Bruker’s PharmaScan®» (Массачусетс, США) под 
общим наркозом с применением специальной маг-
нитной катушки для мелких лабораторных живот-
ных. МРТ выполняли на 10, 20, 30, 40, 50, 60 и 70 дни 
исследования.

Морфометрия опухоли
Расчет объема опухолевого узла определяли по 

формуле: V=4/3π×abc где a, b, c – полуоси эллипсоида. 
Находили срез с максимальной площадью неопласти-
ческого очага, на котором определяли большую полу-
ось (а) и малую полуось эллипсоида (б). Затем путем 
суммирования толщины фронтальных срезов на рас-
стоянии от переднего до заднего полюса опухолевого 
узла находили переднезаднюю полуось (с) и произво-
дили вычисления объема опухоли.

Лекарственные препараты. Информация о 
тестируемых лекарственных препаратах представлена 
на таблице 1.

Дизайн эксперимента
Животных с перевитой опухолью мозга разделили 

на четыре равные группы ((n=7, по каждой группе):

1 – контрольная группа;
2 – крысы, получавшие облучение в дозе 20 Гр 

однократно в сочетании с пероральным приемом ТМЗ 
20 мг/кг ежедневно, в течение 7 дней; 

3 – крысы, получавшие облучение в дозе 20 Гр 
однократно в сочетании с пероральным приемом ТМЗ 
20 мг/кг и целекоксиба, 30 мг/кг, ежедневно в течение 
7 дней;

4 – животные, получавшие облучение в дозе 20 Гр 
однократно в сочетании с пероральным приемом ТМЗ 
20 мг/кг и клофазимина 30 мг/кг, ежедневно в течение 
7 дней.

Гистологическое исследование. Срезы толщи-
ной 40 мкм окрашивали гематоксилином и эозином 
(Sigma-Aldrich) по стандартным протоколам. Срезы 
головного мозга изучали на приборе Leica DM 6000 
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).

Иммуногистохимическая характеристика опу-
холевых узлов в мозге крыс. Cрезы опухолевой 
ткани крыс инкубировали со специфическими гисто-
химическими антителами PCNA, β-катенин, CD133 
(ThermoFisher Scientifi c) в соответствии с инструк-
циями фирмы производителя. Препараты изучали с 
помощью микроскопа AxioScope A1 и фотографиро-
вали при помощи цифрового фотоаппарата AxioCam 
ICc3 (Carl Zeiss, Германия).

Оценка выживаемости экспериментальных 
животных с перевиваемой опухолью проводилась 
построением кривой Каплана-Майера. 

Результаты и обсуждение
1. Иммуноцитохимическая характеристика 

кле ток глиомы С6
Трансформирующий фактор роста β – один из 

ключевых цитокинов, продуцируемых ОК. Обработка 
TGFβ1 приводила к некоторому увеличению в куль-
туре числа элементов иммунореактивных в отношении 
основного маркера опухолевых стволовых клеток – 
CD133, что сопровождалось снижением пролиферации 
и увеличением числа ОК иммунореактивных в отноше-
нии β-катенина (рис. 1, 2). Клетки контрольной культуры 
сохраняли типичную для глиомы С6 веретеновидную

форму, при этом клетки, обработанные TGFβ1, быстро 
распластывались по поверхности планшета, что веро-
ятно является частью программы эпителиально-мезен-
химального перехода, запускаемого этим цитокином. 
Обогащение пула ОК иммунофенотипа CD133+ при 
увеличении числа β-катенин+ элементов в культуре 
после обработки TG Fβ1 свидетельствует в пользу сни-
жения общей степени дифференцировки неопластиче-
ских клеток и возможной активации в них генов Wnt-
сигнального пути, что создает оптимальные условия 
для опухолеообразования in vivo.

Таблица 1 – Короткая характеристика лекарственных препаратов, используемых в эксперименте

Международное непа-
тентованое название Производитель Фармакотерапев-

тическая группа IC50 Ссылка Формула

Темозоломид Merck (Герма-
ния)

Противо опухолевое 
средство, 

алкили рую щее 
соединение

111,6 мкмоль/л He C et al 2021

Целекоксиб Pfi zer (США)
НПВС. Высокосе-
лективный ингиби-

тор ЦОГ-2
>40 мкмоль/л  Xiaohong Fan, 

et al 2021

Клофазимин Merck (Герма-
ния

Средства, актив-
ные в отношении 

микобактерий; 
противолепрозные 

средства

≥25 мкмоль/л Poon, et al 2021
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Рис. 1. Иммуноцитохимическая характеристика клеток глиомы С6 
до и после обработки TGFβ. *Различия являются статистически 
значимыми при p<0,05; М±m, n=3

Согласно литературным данным, содержание 
β-катенина в CD133+ ОСК выделенных из глиомасфер 
в 6–12 раз выше, чем в дифференцированных CD133-

клетках ГБ [9]. Более того, рецептор CD133 может 
напрямую активировать сигнальную ось PI3K/AKT/
mTOR [10], что ведет к накоплению β-катенина в цито-
плазме ОК, что и наблюдалось в нашем исследовании. 
В свою очередь, увеличение содержания β-катенина 
активизирует систему TERT киназ, что обеспечивает 
иммортализациию ОК.

Обращает внимание некоторое снижение проли-
феративной активности ОК после стимуляции TGFβ. 
Данный факт ранее описан в литературе как один из 
вариантов реакции ОК на воздействие разных концен-
траций этого цитокина, который в норме оказывает 
антипролиферативной действие на ОК [11]. Мутации 
компонентов сигнальных путей TGFβ позволяют ОК 
уклониться от влияния этого цитокина. В свою оче-
редь распластывание ОК по поверхности планшета 
указывает на усиление продукции компонентов ВКМ, 
а также активацию механизмов адгезии, непосред-
ственно связанных с сигнальным путем Wnt. 

Рис. 2. Иммуноцитохимическая характеристика клеток C6 глиомы крысы после обработки TGFβ1, окраска антителами против – PCNA; 
β-катенина; СД133. Также показаны объединенные изображения для окрашивания с DAPI. Флуоресцентная лазерная микроскопия
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2. Морфометрическая характеристика опухоли 
в мозге животных

Имплантация клеток глиомы С6 в область каудо-
путамена приводила к быстрому формированию объ-
емной опухоли в мозге крысы (рис. 3А, 3Б), хорошо 
визуализируемой на 14 сутки эксперимента с помо-
щью МРТ. Наименьшие размеры неопластического 
узла на 30 сутки эксперимента были обнаружены у 
крыс (рис. 3В), получавших темозоломидом с клофа-
зимином (98,23±10,7 мм3); в группе темозоломид + 
целекоксиб (114,65±9,8 мм3), размеры опухоли были 
достоверно (р<0,05) меньше чем в контрольной группе 
(226,13±19,11 мм3) но, были сопоставимы с группой 
животных получавших ТМЗ (124,56±10,9 мм3). 

3. Морфологическая и иммуногистохимическая 
характеристика

К 14 дню эксперимента у крыс контрольной 
группы неопластический узел был представлен ско-
плением клеток различной формы, с ядрами разной 
величины (рис. 4). В центре опухолевого узла, среди 
единичных очагов некроза, формировались плотные 
клеточные конгломераты, в центре которых возникали 
кровеносные сосуды. По периферии опухоль без чет-
ких границ вторгалась в вещество мозга, в котором 
среди многочисленных участков баллонной дистро-
фии формировались сателлитные очаги неоплазии, 
окруженные солитарными ОК. 

К 25 дню эксперимента веду щее место в мор-
фологической картине неопластического процесса 
у животных контрольной группы занимали обширные 
зоны некроза, окружающие плотные, розеткообразные 

скопления ОК вокруг запустевших кровеносных сосу-
дов (рис. 5А). Граница между опухолью и веществом 
мозга практически отсутствовала, при этом обширные 
клеточные тяжи вторгались из узла глиомы в прилежа-
щую мозговую ткань, диффузно усеянную ОК. Имму-
ногистохимическое исследование выявило немного-
численное скопление клеток иммунореактивных в 
отношении антигенов CD133 и β-катенина, локализо-
ванных в периферии опухоли. PCNA+ клетки к этому 
времени были сосредоточены на границе опухоли или 
равномерно распределены в прилежащем к ней веще-
стве мозга (рис. 5Б, 5В, 5Г). 

К 25 дню наблюдений во второй группе, у живот-
ных, получавших химиолучевую терапию, плотность 
группировки CD 133+ клеток и β-катенин+ ОК в центре 
опухоли уменьшалась, обнаруживая обширные зоны 
запустевания и некроза, при этом скопления клеток 
иммунореактивных к CD 133+ клеток и β-катенину 
выявлялись как по краям опухоли, так и далеко 
в ткани мозга за пределами неопластического узла 
(рис. 6А, 6Б, 6В). 

Рис. 5. Морфологическая и иммуногистохимическая 
характеристика опухоли в группе контроль на 25 день
после имплантации ОК. А – окраска гематоксилин-эозином; 
Б – окрашивание антителами против PCNA, В – CD133, 
Г – β-катенина

Рис. 3. А, Б – Опухоль в мозге крысы контрольной группы 
на 14 день с момента имплантации ОК линии C6; В – динамика 
роста опухоли в контрольной группе, группе 2, группе 3, группе 4. 
*Различия являются статистически значимыми при p<0,05; М±m, 
n=3

Рис. 4. Морфологическая характеристика неопластического очага 
в группе контроль на 14 сутки, окраска гематоксилин и эозином
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Рис. 8. Иммуногистохимическая характеристика опухоли в четвертой группе, получавшей химиолучевую терапию совместно 
с клофазимином, на 25 день после имплантации ОК. Окрашивание антителами против: А – PCNA, Б – CD133, 
В – β-катенина

Рис. 7. Иммуногистохимическая характеристика опухоли в третьей группе, получавшей химиолучевую терапию совместно 
с целекоксибом, на 25 день после имплантации ОК. Окрашивание антителами против: А – PCNA, Б – CD133, В – β-катенина

Рис. 6. Иммун огистохимическая характеристика опухоли во второй группе, получавшей химиолучевую терапию, на 25 день после 
имплантации ОК. Окрашивание антителами против: А – PCNA, Б – CD133, В – β-катенина

К 25 дню наблюдений в третьей группе, у крыс, 
получавших химиолучевую терапию совместно с 
целекоксибом содержание β-катенина в опухолевой 
ткани, было ниже по сравнению с контролем и со 
второй группой, но выше, по сравнению с четвертой 
группой. Количество CD133+ и PCNA+ клеток также 
было ниже по сравнению с контролем и другими 
группами животных, задействованных в эксперименте 
(рис. 7А, 7Б, 7В).

К 25 дню наблюдений в четвертой группе, у живот-
ных, получавших химиолучевую терапию совместно 
с клофазимином, содержание β-катенина и количество 
CD133+ ОК в неопластической ткани заметно ниже 
по сравнению с контролем, при этом число пролифе-
рирующих элементов, иммунореактивных в отноше-
нии PCNA было ниже, чем в первой и второй группах 
(рис. 8А, 8Б, 8В).

Согласно данным литературы [7], текущие резуль-
таты лечения крыс четвертой группы могут быть 
связаны с механизмом подавления клофазимином 

Wnt-сигнального пути, а именно с дестабилизацией 
комплекса β-катенин с Т-клеточным фактором/лимфо-
идным – энхансерным фактором (TCF/LEF), что пре-
пятствует экспрессии Wnt-зависимых генов. При этом 
размер опухоли в мозге крыс, получавших химиолу-
чевую терапию и целекоксиб был сопоставим с ана-
логичными результатами, полученными у животных, 
получавших только химиолучевую терапию. Подоб-
ный эффект целекоксиба обусловлен дефосфорилиро-
ванием GSК-3β, реактивирующей комплекс разруше-
ния β-катенина [9].

4. Выживаемость
Медиана выживаемости у крыс четвертой группы 

составляла 63,2±1,2 дня. В группе крыс, получавших 
химиолучевую терапию совместно с целекоксибом, 
медиана выживаемости составляла 45,2±1,2 дня, сред-
няя выживаемость была достоверно (р<0,05) выше, 
чем в контрольной группе (23,2±5,2 дня) но, была 
сопоставима с группой животных, получавших только 
химиолучевую терапию (43,2±5,2 дня) (рис. 9).
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Рис. 9. Выживаемость живо тных экспериментальных групп 
по Каплану-Майеру

Выводы
1. Обработка клеток С6 глиомы крысы трансфор-

мирующим фактором β1 сопровождается увеличением 
числа элементов иммунореактивных в отношении 
антигена CD133 и β-катенина, а также уменьшением 
количества PCNA+ОК.

2. Наименьшие размеры неопластического узла 
на 30 сутки были обнаружены у крыс, получавших 
химиолучевую терапию совместно с клофазимином.

3. В группе животных, получавших химиолуче-
вую терапию совместно с клофазимином, содержание 
β-катенина, CD133+ и пролиферирующих PCNA+ ОК 
в неопластической ткани было заметно ниже по срав-
нению с другими группами.

4. Наибольшая средняя выживаемость у живот-
ных с глиомой отмечалась в 4 группе, получавшей 
химиолучевую терапию совместно с клофазимином.

Результаты текущего исследования свидетель-
ствуют о правильности выбранного пути и требует 
дальнейших исследований в этом направлении.
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