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Содержание глутамина играет важную роль в опухолевом метаболизме. Известно, что в толще 
солидных опухолей происходит депривация глутамина, которая влияет на рост и распростра-
нение опухоли. В работе было исследовано влияние депривации глутамина на клеточный 
метаболизм и чувствительность клеток глиобластомы человека U87MG и T98G к препаратам 
различной природы: алкилирующему цитостатику темозоломиду; цитокину TRAIL DR5-B  –  
агонисту рецептора смерти  5 (DR5); а также GMX1778  – таргетному ингибитору фермента ни-
котинамидфосфорибозилтрансферазы (NAMPT), лимитирующего биосинтез NAD. Биоинформа-
тический анализ транскриптома показал, что клетки U87MG обладают более дифференциро-
ванным фенотипом относительно T98G, а также отличаются по профилю экспрессии генов, 
ассоциированных с метаболизмом глутамина. При депривации глутамина скорость роста 
клеток U87MG и T98G снижалась. Исходя из анализа клеточного метаболизма методом флуо-
ресцентной время-разрешённой микроскопии (FLIM) NADH и оценки содержания лактата в 
среде, депривация глутамина смещала метаболический статус клеток U87MG в сторону глико-
лиза. Это сопровождалось повышением экспрессии маркера стволовости CD133 (проминина-1),  
что совокупно может свидетельствовать о дедифференцировке этих клеток. При этом повы-
шались экспрессия рецептора DR5 и чувствительность клеток U87MG к DR5-B. Однако в клет-
ках T98G депривация глутамина, наоборот, индуцировала сдвиг метаболизма в сторону окис-
лительного фосфорилирования, снижение экспрессии DR5 и устойчивость к DR5-В. Эффекты 
ингибирования NAMPT также отличались в разных линиях и были противоположны эффек-
там DR5-B: при депривации глутамина клетки U87MG становились более резистентными,  
а  T98G  – более чувствительными к GMX1778. Таким образом, фенотипические и метаболиче-
ские отличия между двумя клеточными линиями глиобластомы человека послужили причиной 
разнонаправленных метаболических изменений и контрастных ответов на воздействия раз-
личными таргетными препаратами при депривации глутамина. Эти данные следует учитывать 
при разработке стратегий лечения глиобластомы путём лекарственной депривации аминокис-
лот, а  также при исследовании новых потенциальных терапевтических мишеней.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: депривация глутамина, глиобластома, дифференцировка, CD133, TRAIL, DR5, 
NADH, FLIM-микроскопия, NAMPT, GMX1778.
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Принятые сокращения: CD133  – проминин-1; DR5  – рецептор смерти 5; FLIM  – флуоресцентная время-раз-
решённая микроскопия; GSEA  – Gene Sets Enrichment Analysis, анализ обогащения групп генов по функцио-
нальной принадлежности; NAMPT  – никотинамидфосфорибозилтрансфераза; TRAIL  – лиганд, вызывающий 
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ВВЕДЕНИЕ

Для опухолевых клеток характерны интен-
сивные метаболические процессы, которые 
требуют повышенного расходования питатель-
ных веществ. Глутамин является наиболее рас-
пространённой заменимой аминокислотой в 
организме  [1]. Высокое потребление глутамина 
опухолевыми клетками является адаптивным ме-
таболическим механизмом, который способствует 
пролиферации в условиях гипоксии и дефицита 
питательных веществ. В процессе глутаминолиза 
глутамин конвертируется в глутамат и α-кето-
глутарат. Глутамин является донором углерода и 
азота для синтеза восстановленного глутатиона 
(GSH), таким образом регулируя окислительно-
восстановительный статус опухолевых клеток [2]. 
Показано, что глутамин является анаплеротиче-
ским предшественником для цикла трикарбоно-
вых кислот; кроме того, продуктом глутамино-
лиза является NAD(P)H, который обеспечивает 
другие анаболические процессы  [3]. Отсутствие 
глутамина может влиять на рост опухоли: к при-
меру, депривация глутамина в клетках остеосар-
комы вызывала увеличение секреции провоспа-
лительного хемокина интерлейкина-8 (IL-8)  [4]; 
также недостаток глутамина способствовал c-MYC-
опосредованному клеточному апоптозу  [5]. Мета-
болизм глутамина может перепрограммироваться 
онкогенами c-MYC, KRAS, PI3K/AKT/mTOR, а также 
опухолевым супрессором р53  [2].

В солидных опухолях существует простран-
ственная неоднородность в распределении кис-
лорода и питательных веществ, которая при-
водит к локальной гипоксии. Подобно этому в 
опухолях существует и локальный дефицит глу-
тамина, который может служить одним из фак-
торов устойчивости к химиотерапии  [6]. Среди 
солидных опухолей глиобластома особенно зави-
сит от метаболизма глутамина, поскольку для 
нормальной функции мозга необходим гомео-
стаз нейротрансмиттера глутамата, источником 
которого является глутамин. При глиобластоме 
также была показана локальная депривация глу-
тамина, которая была более выражена в глубине 
опухоли  [7,  8]. Лекарственная терапия глиобла-
стомы в настоящее время ограничивается пре-
имущественно темозоломидом, цитостатическим 
химиопрепаратом алкилирующего типа. Однако 
ввиду его недостаточной эффективности необхо-
дим поиск новых перспективных молекулярных 
мишеней  [9]. Известно, что рецептор смерти  5 
(DR5) является прогностическим маркером для 
пациентов с глиобластомой  [10], а также исследу-
ется применение агонистов DR5 в терапии глио-
бластомы  [11]. Другой перспективной мишенью 
является никотинамидфосфорибозилтрансфераза 

(NAMPT)  – фермент, катализирующий синтез 
никотинамидмононуклеотида, который является 
лимитирующей стадией биосинтеза NAD. Инги-
биторы NAMPT обладают потенциалом для лече-
ния солидных опухолей, в том числе глиобласто-
мы  [12].

Разрабатывается ряд стратегий лекарствен-
ной депривации глутамина в сочетании с други-
ми противоопухолевыми препаратами для повы-
шения терапевтической эффективности  [13,  14]. 
Целью данной работы было исследование влия-
ния депривации глутамина на метаболизм кле-
ток глиобластомы человека и чувствительность 
к терапевтическому воздействию препаратами 
разной природы: конвенциональным химиопре-
паратом темозоломидом  [15], агонистом рецепто-
ра DR5  – модифицированным цитокином TRAIL 
(лиганд, вызывающий апоптоз, из семейства 
цитокинов фактора некроза опухоли) DR5-B  [16], 
а  также низкомолекулярным таргетным ингиби-
тором NAMPT GMX1778  [17].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Клеточные линии 
глиобластомы U87MG и T98G были получены 
из Американской коллекции типовых клеточ-
ных культур (ATCC, США) и культивировались в 
питательной среде DMEM («ПанЭко», Россия, кат. 
№  С420п), содержащей 4,5  г/л глюкозы и 110 мг/мл 
пирувата натрия, с добавлением 10%-ной эмбрио-
нальной телячьей сыворотки («HyClone», США, 
кат. №  К052/SV30 160.03), 2  мМ L-глутамина («Пан-
Эко», кат. №  Ф032), пенициллина (100  мкг/мл)  
и стрептомицина (100  мкг/мл) («ПанЭко», кат. 
№  А073п) при 37  °C и 5%  CO2. Для моделирования 
депривации глутамина клетки инкубировали 
в  среде без L-глутамина в течение не менее 72  ч.

Секвенирование транскриптомов. Секвени-
рование РНК проводили в ООО «Геноаналитика» 
на приборе HiSeq1500 («Illumina», США) с генера-
цией не менее 40  млн коротких чтений длиной 
150  нуклеотидов. С помощью программы STAR 
(версия 2.7.9а) исходные чтения картировались 
на геном GRCh38, после чего подсчитывалось 
количество чтений, картированных на отдель-
ные гены (аннотация Ensembl, версия  99) с не 
более чем тремя несоответствиями. Секвениро-
вание РНК каждой из групп проводили в двух  
экземплярах.

Анализ дифференциальной экспрессии ге-
нов. Дифференциальная экспрессия генов культу-
ры клеток U87MG относительно T98G была посчи-
тана с помощью пакета DEseq2 версии 1.28.1  [18] 
для языка программирования R версии 4.2.2.  
Анализ обогащения по функциональной принад-
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Таблица 1. Праймеры, используемые для проведения ПЦР в реальном времени.

№ Название Последовательность (5′  →  3′)

1
р21Waf1 (CDKN1A-F110) прямой AGTCAGTTCCTTGTGGAGCC

р21Waf1 (CDKN1A-R110) обратный CATTAGCGCATCACAGTCGC

2
р27KIP1 (CDKN1B-F115) прямой TGTTTCAGACGGTTCCCCAAA

р27KIP1 (CDKN1B-R115) обратный CCATTCCATGAAGTCAGCGAT

3
CD133 прямой ACTCCCATAAAGCTGGACCC

CD133 обратный TCAATTTTGGATTCATATGCCTT

4
DR5 прямой TGGAACAACGGGGACAGAACG

DR5 обратный GCAGCGCAAGCAGAAAAGGAG

5
cFLIP прямой GGCTCCCCCTGCATCACATC

cFLIP обратный CCGCAGTACACAGGCTCCAGA

6
18S прямой GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC

18S обратный CCAAGATCCAACTACGAGCTT

лежности групп генов (GSEA, Gene Sets Enrich
ment Analysis) производился по базе данных 
молекулярных сигнатур MsigDB (Molecular Signa- 
ture DataBase)  [19] с использованием библиоте- 
ки для языка программирования Python версии 
3.11.7, GSEApy версии 1.0.6  [20]. Для анализа ис- 
пользовался ранжированный список генов, отсор-
тированный по уменьшению кратности измене-
ния экспрессии, полученный при расчёте диффе-
ренциальной экспрессии генов (GSEA preranked). 
Для детального изучения изменения транскрип-
ционной активности клеток был проведён GSEA 
с использованием наборов генов из курируемых 
баз данных GeneOntology (субколлекции: GO: 
Biological Processes GO:BP, GO: Cellular Components 
GO:CC и GO: Molecular Functions GO:MF)  [21], Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)  [22], 
Reactome  [23], WikiPathways (WP)  [24], Protein 
Interaction Database (PID)  [25], Transcription Factor 
Targets Legacy (TFT Legacy)  [26]. Для оценки из
менения транскрипционной активности генов,  
ассоциированных с метаболизмом глутамина,  
был получен список генов из набора генов 
базы данных Reactome Glutamate and Glutamine 
Metabolism, для которого использовались зна-
чения кратности изменения экспрессии (logFC). 
Для оценки достоверности изменения экспрес-
сии генов с использованием DESeq2 использо-
вался тест Вальда с поправкой на множествен-
ное тестирование Беньямини–Хохберга (FDR)  [27]. 
Все данные представлены для результатов  
FDR  ≤  0,05.

Количественная ПЦР с обратной транскрип-
цией. Выделение тотальной РНК проводили с 

использованием реагента для выделения РНК 
ExtractRNA («Евроген», Россия). Концентрацию 
РНК определяли на спектрофотометре Nanodrop 
One  C («Thermo Fisher Scientific», США). Суммар-
ную РНК использовали в качестве матрицы для 
построения кДНК с помощью набора MMLV RT 
kit («Евроген»), по инструкции производителя. 
Амплификация проводилась в течение 5  мин 
при 10  °С, а затем по 25  мин при 37  °С и 42  °С 
соответственно, при 70  °С в течение 10  мин для 
инактивации фермента. ПЦР в реальном време-
ни проводили на приборе LightCycler  96 («Roche», 
Австрия) с использованием реагента qPCRmix-HS 
SYBR («Евроген»), согласно инструкции произво-
дителя по следующей программе: 95  °C в тече-
ние 150  с, затем 45  циклов: 95  °C в течение 20  с, 
60  °C в течение 20  с и 72  °C в течение 20  с. Сбор 
данных осуществлялся с помощью программно-
го обеспечения LightCycler Software (версия  4.1).  
Отсутствие побочных продуктов ПЦР определяли 
по кривой плавления. Для каждой пары прай-
меров во всех образцах наблюдали одинаковые 
пики плавления ПЦР каждого образца в трёх по-
вторах. Полученные значения Ct (cycle threshold) 
для каждого образца не превышали 35. В качестве 
внутреннего контрольного образца использова-
ли ген рибосомальной 18S РНК. Относительные 
уровни экспрессии генов рассчитывали методом 
2−ΔΔCT. Визуализация и статистическая обработка 
данных проводилась с использованием програм-
мы GraphPad Prism  9.3.1 («GraphPad Software», 
США). Выборки клеток сравнивали между собой 
с помощью однофакторного дисперсионного ана-
лиза. Значимыми считали различия при р  <  0,05. 
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Праймеры для детекции экспрессии генов р21Waf1, 
р27KIP1, CD133 (проминина-1), DR5 и cFLIP приве-
дены в табл.  1.

Флуоресцентная время-разрешённая мик-
роскопия (FLIM). Микроскопию метаболическо-
го кофактора NADH с временным разрешением 
(fluorescence lifetime imaging microscopy, FLIM) 
проводили с помощью лазерного сканирующе-
го микроскопа LSM  880 («Cаrl Zeiss», Германия). 
В  качестве источника возбуждения использовали 
фемтосекундный Τi:Sa-лазер («Spectra Physics», 
США) с частотой следования импульсов 80  МГц и 
длительностью 120  фс. Детекцию времён жизни 
флуоресценции осуществляли с помощью FLIM-
модуля TCSPC («Becker  & Hickl GmbH», Германия), 
основанного на время-коррелированном счёте 
единичных фотонов. Для получения изображений 
использовали масляный иммерсионный объек-
тив 40×/1.3. Возбуждение флуоресценции NAD(P)H 
осуществляли в двухфотонном режиме на длине 
волны 750  нм, сигнал принимали в диапазоне 
450–490  нм. Мощность возбуждающего излучения 
составила 7  мВт. Время сбора фотонов состав-
ляло 60  с. Количество фотонов в пикселе было  
не менее 5000. Во время эксперимента клетки 
находились в инкубаторе при 37  °С, 5%  СО2. Дан-
ные FLIM обрабатывали в программе SPCImаge 
(«Becker  & Hickl GmbH»). Для получения пара
метров кривых затухания в каждом пикселе ис-
пользовали аппроксимацию методом наимень-
ших квадратов. Кривые затухания флуоресценции 
NAD(P)H были аппроксимированы биэкспонен- 
циальной моделью. Точность аппроксимации оце-
нивали посредством параметра  χ2. Для всех дан-
ных χ2 лежал в диапазоне от 0,8 до 1,2. Были оце-
нены короткая и длинная компоненты затухания 
(τ1 и τ2 соответственно), относительные ампли-
туды этих компонент (α1 и α2), а также среднее 
время жизни флуоресценции (τm  =  α1τ1  +  α2τ2). 
Анализ аутофлуоресценции проводили покле-
точно в области цитоплазмы клетки. Для каждой 
группы были получены не менее 5  изображений 
с общим числом клеток не менее 30.

Оценка гликолитической активности кле-
ток по содержанию лактата в культуральной 
среде. Клетки U87MG и T98G высевали на 6-лу-
ночный планшет по 5  ×  105  клеток на лунку и 
культивировали в среде с глутамином либо без 
глутамина в течение 20  ч. Затем культуральную 
среду собирали и депротеинизировали с помо-
щью набора для депротеинизации (ab204708, 
«Abсam», США), по инструкции производителя. 
Образцы анализировали с помощью набора для 
колориметрического анализа лактата (MAK064, 
«Sigma-Aldrich», США), по протоколу произво-
дителя. Количество лактата оценивали по оп-
тической плотности раствора на длине вол- 

ны 570  нм с помощью микропланшетного риде- 
ра SYNERGYmx («BioTek», США).

Проточная цитометрия. Для анализа поверх-
ностной экспрессии рецептора DR5 клетки U87MG 
и T98G высевали в 6-луночные планшеты по  
2  ×  105  клеток на лунку и культивировали при 
37  °C, 5%  CO2 с добавлением либо в отсутствие  
глутамина в течение не менее 72  ч. Клетки 
открепляли раствором Версена, промывали ле-
дяным PBS, ресуспендировали в буфере FACS  
(1%-ный БСА в PBS) и инкубировали в течение 
1  ч при 4  °C с моноклональными антителами  
(5 мкг/мл) к DR5. После этого клетки дважды про-
мывали и инкубировали в течение 1 ч при 4  °С со 
вторичными антителами Dylight 488 (20  мкг/мл), 
промывали и ресуспендировали в буфере FACS с 
йодидом пропидия. Экспрессию рецептора DR5 
определяли с помощью проточного цитометра 
CytoFlex («Beckman Coulter», Бреа, Индиана, США) 
с использованием мышиного IgG1 в качестве изо-
типического контроля.

Получение рекомбинантного DR5-специ-
фичного варианта TRAIL DR5-B. Рекомбинант-
ный белок DR5-B был экспрессирован в клетках 
E.  coli SHuffle B и очищен из растворимой кле-
точной фракции с помощью никель-аффинной 
и ионообменной хроматографии, как описано  
ранее  [28].

Тест на цитотоксичность. Клетки U87MG 
либо T98G рассаживали в 96-луночные планше-
ты по 1  ×  104 клеток на лунку. Спустя 24  ч к клет-
кам добавляли темозоломид («Macklin», Китай), 
DR5-B либо GMX1778 в указанных концентрациях 
и инкубировали в течение 72  ч. Темозоломид 
и  GMX1778 предварительно растворяли в ДМСО 
в концентрации 1  М и 100  мМ соответственно  
и добавляли к клеткам таким образом, чтобы ито-
говое содержание ДМСО в лунке не превышало 
0,5% и не проявляло цитотоксического эффекта. 
Затем к клеткам добавляли 0,05%-ный МТТ, ин-
кубировали 4  ч и растворяли образовавшиеся 
кристаллы в ДМСО (100  мкл на лунку). Измеряли 
поглощение при 570  нм на планшетном спектро-
фотометре iMark («Bio-Rad», США).

Статистический анализ. Полученные данные 
имели нормальное распределение и выражались 
как среднее или среднее  ± стандартное отклоне-
ние. Нормальность распределения оценивалась 
по критерию Шапиро–Уилка. Значимых выбро-
сов не наблюдалось. Статистический анализ всех  
результатов, кроме дифференциальной экспрес-
сии генов, проводился с использованием t-кри-
терия Стьюдента. Эксперименты проводились в 
трёх повторностях. Результаты были обработа-
ны с помощью программы GraphPad Prism  8.0.1 
(«GraphPad Software»). Значимыми считались раз-
личия при р  <  0,05.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Клетки глиобластомы человека U87MG 
обладают более дифференцированным фено-
типом по сравнению с T98G. В работе были ис-
следованы клеточные линии глиобластомы чело-
века U87MG и T98G. Для сравнения особенностей 
и различий двух линий было проведено секвени-
рование транскриптомов в стандартных условиях 
культивирования. Анализ GSEA дифференциаль-
ной экспрессии генов между клеточными линия-
ми U87MG и T98G из базы данных GO:BP показал 
повышенную активность генов, связанных с глав-
ным комплексом гистосовместимости II  класса в 
клетках U87MG относительно T98G (рис.  1,  а). По-
хожие результаты были получены при анализе 
генов из субколлекций GO:CC и GO:MF (рис.  1,  б). 
Это может свидетельствовать о том, что эти 
клетки обладают более дифференцированным 
фенотипом по сравнению с T98G  [29,  30]. Анализ 

с использованием наборов генов из коллекций 
KEGG, WP, Reactome и PID (рис.  2,  а) показал в 
клетках U87MG повышенную активность генов, 
участвующих в процессах передачи сигнала за 
счёт генерации вторичных сигнальных молекул, 
а также в сигнальном пути PD-1, который может 
служить одним из факторов клеточной резис-
тентности к действию TRAIL  [31]. Кроме того, 
был проведён анализ GSEA с использованием 
наборов генов-мишеней транскрипционных фак-
торов (TF) (коллекция TFT-Legacy), которые могут 
косвенно указывать на активность генов, находя-
щихся под контролем определённых TF (рис. 2, б). 
Транскрипционная активность генов под кон-
тролем TF EN, RSRFC4 (MEF2A), EVI1 (MECOM), 
FOXJ2, CDPCR3 (CUTL1, CUX1), RORA2 (RORA), NKX25 
(NKX2-5), PAX4, HFH1 (FOXQ1) и FOXD3 была по-
вышена в клетках U87MG относительно T98G. 
Активность этих TF важна для регуляции клеточ-
ной дифференцировки, что указывает на более  

Рис. 1. Сравнительный анализ наборов генов GSEA в клетках U87MG относительно T98G. Результаты GSEA: 
a  –  для коллекций GO:BP; б  –  для GO:CC и GO:MF. Диаметр круга пропорционален количеству генов с раз-
ным уровнем экспрессии по сравнению с общим количеством генов в наборе. NES  – нормализованный 
показатель обогащения. FDR  ≤  0,05
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Рис. 2. Сравнительный анализ наборов генов GSEA в клетках U87MG относительно T98G. Результаты GSEA: 
а – для коллекций KEGG, PID, Reactome, WP; б – TFT Legacy. Диаметр круга пропорционален количеству генов 
с разным уровнем экспрессии по сравнению с общим количеством генов в наборе. NES – нормализованный 
показатель обогащения. FDR  ≤  0,05. в  –  Кратность изменения экспрессии генов, ассоциированных с метабо-
лизмом глутамина, из базы данных Reactome Glutamate and Glutamine Metabolism в культуре клеток U87MG 
относительно T98G (logFC). *  FDR  ≤  0,05, **  FDR  ≤  0,01

дифференцированный фенотип U87MG по сравне-
нию с T98G.

Клетки U87MG и T98G отличаются по уров-
ню транскрипционной активности генов, ассо-
циированных с метаболизмом глутамина. Ана-
лиз изменения транскрипционной активности 
генов, ассоциированных с метаболизмом глу-
тамина, из базы данных GSEA MSigDB Reactome 
Glutamate and Glutamine Metabolism показал, что 
в клетках U87MG относительно T98G статисти-
чески значимо повышена экспрессия глутамат-
дегидрогеназы  1 (GLUD1), участвующей в катабо-
лизме глутамата  [32], но не её паралога GLUD2 
(рис.  2,  в). В то же время экспрессия ряда других 
генов в клетках U87MG была значимо ниже, чем 
в T98G, а именно: митохондриальной аспартат-
аминотрансферазы (GOT2), что ассоциировано 
со сниженным метаболизмом глутамина и кле-
точной сенесцентностью  [33]; цитоплазматиче-
ской (PYCR3) и митохондриальной (PYCR1) пир-
ролин-5-карбоксилатредуктаз, катализирующих 
биосинтез пролина из глутамата в качестве пре-

курсора  [34]; глутамин-синтетазы (GLUL), ката-
лизирующей эндогенный синтез глутамина из 
глутамата  [32]; и N-ацетил-аспартил-глутамат-
синтазы  А (NAAGSA, RIMKLA), метаболизирующей 
глутамат [35]. Достоверных изменений экспрессии 
других генов, участвующих в метаболизме глута-
мина, не наблюдалось (рис.  2,  в).

При депривации глутамина снижается 
скорость роста клеток U87MG и T98G и повы-
шается экспрессия маркера стволовых клеток 
CD133 и ингибиторов циклин-зависимых киназ 
p21Waf1 и р27KIP1 в клетках U87MG. Культивиро-
вание клеток в отсутствие глутамина в разной 
степени приводило к снижению скорости роста 
исследуемых клеточных линий U87MG и T98G 
(рис.  3,  а), что соответствует ранее опубликован-
ным данным  [36,  37]. Поскольку клетки U87MG 
и T98G отличались по исходной степени диффе-
ренцировки, мы оценили изменение экспрессии 
маркера стволовых клеток глиомы CD133 при де-
привации глутамина с помощью ПЦР в реальном 
времени. Уровень экспрессии CD133 возрастал 
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Рис. 3. Влияние депривации глутамина на линии клеток U87MG и T98G. а  –  Скорость роста клеток U87MG 
и T98G в отсутствие либо в присутствии глутамина. Изменение уровней экспрессии на уровне мРНК, опре-
делённое методом ПЦР в реальном времени: б  –  CD133, в  –  р21Waf1 и р27KIP1. ****  р  <  0,005

Таблица  2. Параметры аутофлуоресценции NADH в клетках U87MG и T98G в отсутствие либо в присутствии 
глутамина (среднее значение  ±  стандартное отклонение)

Клеточная линия Глутамин τm, нс τ1, нс τ2, нс α1, %

U87MG
+ 0,84  ±  0,07 0,42  ±  0,03 2,47  ±  0,19 79,31  ±  1,74

− 0,74  ±  0,07*
p  <  0,001

0,37  ±  0,04
p  <  0,001

2,32  ±  0,18
p  <  0,001

81,16  ±  1,60*
p  <  0,001

T98G
+ 0,86  ±  0,08 0,46  ±  0,04 2,46  ±  0,21 79,84  ±  1,95

− 0,99  ±  0,10*
p  <  0,001

0,51  ±  0,05*
p  <  0,001

2,73  ±  0,24
p  <  0,001

77,56  ±  2,07*
p  <  0,001

Примечание. τ1 и τ2  – времена жизни флуоресценции свободной и связанной с белком формы NADH со-
ответственно, τm  – среднее время жизни флуоресценции NADH, α1  – процентный вклад свободной формы 
NADH. *  Достоверное отличие от контроля, p  <  0,001.

в клетках  U87MG, что может указывать на про-
цесс дедифференцировки этих клеток. В клетках  
T98G маркер CD133 не определялся независимо 
от присутствия глутамина (рис.  3,  б). Аналогич-
ный эффект наблюдался для экспрессии ингиби-
торов циклин-зависимых киназ р21Waf1 и р27KIP1: 
значимое повышение экспрессии наблюдалось в 
U87MG, но не T98G (рис.  3,  в).

Депривация глутамина вызывает контраст-
ные метаболические эффекты в клетках U87MG 
и T98G, выявленные методом FLIM. Изменения 
в метаболизме опухолевых клеток U87MG и T98G 
при депривации глутамина исследовали с помо-
щью метаболического имиджинга на основе двух-
фотонной FLIM по аутофлуоресценции кофер-
мента NADH. Фосфорилированной формы NADPH, 

которая характеризуется наибольшим временем 
жизни флуоресценции ~4,4  нс  [38], в проанализи-
рованных клеточных культурах обнаружено не 
было. При культивировании с глутамином про-
центные вклады свободной (α1) и связанной форм 
NADH для клеток U87MG и T98G исходно не отли-
чались (табл.  2). Анализ параметров аутофлуо-
ресценции NADH показал, что времена жизни 
свободной (τ1) и связанной с белком (τ2) форм со-
ответствовали типичным значениям  [39,  40]. При 
депривации глутамина у клеток U87MG наблюда-
лось снижение среднего времени жизни флуорес-
ценции (τm), времени жизни свободной формы 
(τ1) и повышение вклада свободной формы (α1), 
что в совокупности может говорить о сдвиге мета-
болического статуса клеток в сторону гликолиза. 
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Рис. 4. Исследование метаболического статуса клеток U87MG и T98G при депривации глутамина. а  –  Мик-
роскопические псевдоокрашенные FLIM-изображения отношения вклада свободной формы NADH, α1, мас-
штабная линейка  =  50  мкм для всех изображений. б  –  Количественная оценка NADH, α1, методом FLIM. 
Столбчатые диаграммы отражают среднее значение  ± стандартную ошибку среднего. *  Статистически зна-
чимое отклонение от группы «глутамин+», р  <  0,005. в  –  Оценка содержания лактата в культуральной среде 
колориметрическим методом при длине волны 570 нм. Столбчатые диаграммы отражают среднее значение 
оптической плотности раствора  ± стандартное отклонение, *  р  <  0,001

Рис. 5. Исследование экспрессии DR5 и cFLIP в линиях клеток U87MG и T98G. а  –  Экспрессия cFLIP; б  –  экс-
прессия DR5 на уровне мРНК, **** р < 0,005. в – Экспрессия DR5 на поверхности клеток, * р < 0,05. MFI – сред-
няя интенсивность флуоресценции

При этом время жизни связанной с белком формы 
(τ2) оставалось без изменений. У клеток линии 
T98G, наоборот, наблюдалось увеличение парамет-
ров τm и τ1 и значимо снижался вклад свободной 
компоненты  α1, ассоциированной с гликолизом, 
что позволяет делать вывод о сдвиге метаболиз-
ма в сторону окислительного фосфорилирования 
(OXPHOS)  [41] (рис.  4,  а, б, табл.  2).

Депривация глутамина по-разному моду-
лирует содержание лактата в культуральной 
среде клеток U87MG и T98G. Наблюдалось зна-
чимое увеличение продукции лактата клетками 
U87MG, культивируемыми в среде без глутамина: 
при оценке колориметрическим методом опти-
ческая плотность составила 1,99  ±  0,04 против 
1,42  ±  0,07 в присутствии глутамина (р  <  0,01). 
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Рис. 6. Цитотоксическая активность темозоломида, TRAIL DR5-B и ингибитора NAMPT GMX1778 на линиях 
клеток глиобластомы U87MG и T98G в стандартных условиях и при депривации глутамина, МТТ-тест. Зна-
чимость по сравнению с контролем: *  p  <  0,05; **  p  <  0,005

Для клеток  T98G, напротив, при депривации глу-
тамина наблюдалось снижение оптической плот-
ности раствора с 1,55  ±  0,05 до 0,96  ±  0,07, р  <  0,01 
(рис.  4,  в). Полученные данные подтверждают из-
менения, наблюдаемые с помощью FLIM.

Депривация глутамина модулирует экспрес-
сию компонентов сигнального пути цитокина 
TRAIL. В недавней работе депривация глутамина 
в клетках рака поджелудочной железы приводи-
ла к снижению экспрессии антиапоптотического 
белка cFLIP, гомолога каспазы-8 без протеазной ак-
тивности, тем самым повышая чувствительность 
клеток к цитотоксическому действию цитокина 
TRAIL; при этом не изменялась поверхностная 
экспрессия рецептора DR5, мишени TRAIL  [42]. 
Однако в наших экспериментах на клетках глио-
бластомы наблюдались разнонаправленные эф-
фекты: при депривации глутамина экспрессия 
cFLIP в клетках U87MG повышалась, а в клетках 
T98G не изменялась (рис.  5,  а).

При этом в U87MG также наблюдалось повы-
шение экспрессии рецептора DR5 как на уровне 
мРНК, что было определено с помощью ПЦР в 
реальном времени (рис.  5,  б), так и на поверх-
ности клеток, что было определено с помощью 
проточной цитометрии (рис.  5,  в), тогда как для 
T98G наблюдалась противоположная тенденция 
(рис.  5,  б,  в). Это говорит о том, что не только 
клетки разных типов опухолей, но также разные 
линии одного типа опухоли могут по-разному 
отвечать на депривацию глутамина.

Депривация глутамина в клетках U87MG и 
T98G приводит к противоположным эффектам 
при терапевтических воздействиях. Несмотря 
на предполагаемую взаимосвязь депривации 

глутамина с химиорезистентностью опухолей, в 
наших экспериментах депривация глутамина не 
влияла на чувствительность клеток обеих линий 
к темозоломиду (рис.  6,  а). Однако чувствитель-
ность клеток к таргетному DR5-специфичному 
цитокину TRAIL DR5-B существенно отличалась: 
депривация глутамина сенсибилизировала DR5-B-
резистентные клетки U87MG, тогда как исходно 
DR5-B-чувствительные клетки T98G, напротив, 
стали более устойчивы к DR5-опосредованной 
клеточной гибели (рис.  6,  б). Подобный гетеро-
генный ответ клеток U87MG и T98G на DR5-B 
коррелирует с разнонаправленным изменением 
экспрессии DR5 и cFLIP в этих клетках (рис.  5). 
Под действием ингибитора NAMPT GMX1778 так-
же наблюдался контрастный эффект: в отсутствие 
глутамина повысилась резистентность клеток 
U87MG, но при этом клетки T98G сенсибилизиро-
вались к GMX1778 (рис.  6,  в).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Метаболизм аминокислот, в частности глута-
мина, играет важную роль в развитии опухолей. 
В связи с этим исследование влияния депривации 
глутамина на опухолевые клетки важно как для 
выявления биохимических процессов, протекаю-
щих в опухолях, так и для разработки новых 
потенциальных методов терапии путём лекар-
ственной депривации аминокислот. В данной 
работе было исследовано влияние депривации 
глутамина на две клеточные линии глиобластомы 
человека, U87MG и T98G, отличающиеся по ряду 
характеристик. Транскриптомный анализ выявил 
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исходно более дифференцированный фенотип 
клеточной линии U87MG по сравнению с T98G. 
Также данные о дифференциальной активности 
генов, ассоциированных с метаболизмом глу-
тамина, из базы данных GSEA MSigDB Reactome 
Glutamate and Glutamine Metabolism в клетках 
U87MG относительно T98G (повышенная экспрес-
сия GLUD1 и пониженная экспрессия GOT2, PYCR3, 
PYCR1, GLUL, RIMKLA) указывали на возможные 
различия в восприимчивости клеток к деприва-
ции глутамина, что и наблюдалось в последую-
щих экспериментах.

В частности, при культивировании в отсут-
ствие глутамина в клетках U87MG, в отличие от 
T98G, наблюдалось повышение экспрессии марке-
ра стволовых клеток CD133. Это может указывать 
на процесс дедифференцировки клеток U87MG, 
что поддерживается рядом исследований. К при-
меру, в исследовании Pan et  al. региональный де-
фицит глутамина в глубине опухоли приводил к 
гиперметилированию гистонов и вызывал дедиф-
ференцировку опухолевых клеток [6]. Кроме того, 
была показана дедифференцировка дифференци-
рованных клеток глиобластомы в центральной 
зоне опухоли в результате гипоксии, что сопрово-
ждалось повышением экспрессии маркеров ство-
ловости и закислением коровой области  [43,  44]. 
В целом, процесс дедифференцировки опухолевых 
клеток при различных воздействиях c активаци-
ей генов стволовости и приобретением свойств, 
подобных свойствам раковых стволовых клеток, 
описан в литературе  [45].

Существуют противоречивые данные относи-
тельно влияния глутамина на степень стволово-
сти опухолевых клеток. К примеру, депривация 
глутамина или ингибирование глутаминазы  1 
(GLS1), конвертирующей глутамин в глутамат, 
снижали экспрессию генов, связанных со ство-
ловостью, в клетках гепатоцеллюлярной карци-
номы  [46]. Аналогично депривация глутамина 
ингибировала самообновление опухолевых кле-
ток и снижала экспрессию генов, связанных со 
стволовостью, в стволовых клетках рака под-
желудочной железы  [47]. Напротив, в другой 
работе наблюдалось, что недостаток глутамина в 
клетках рака яичника и толстой кишки вызывал 
метаболическое перепрограммирование, приводя 
к усилению гликолиза, снижению пролиферации 
и увеличению популяции опухолевых стволовых 
клеток  [48]. Подобные противоречивые эффекты 
наблюдались нами в линиях U87MG и T98G.

Снижение скорости пролиферации при де-
привации глутамина в наших экспериментах 
наблюдалось в обеих линиях, но было сильнее 
выражено для клеток T98G, чем для U87MG. Име-
ются данные о различной зависимости скорости 
роста клеток глиобластомы от глутамина: отсут-

ствие экзогенного глутамина ограничивало про-
лиферацию клеточных линий глиом D-54  MG, 
U-118  MG и U-251  MG, но не U-373  MG, D-245  MG и 
D-259  MG  [36]. Позже было показано, что стволо-
вые клетки глиом способны расти независимо от 
экзогенного глутамина, что связано с повышен-
ной экспрессией в них GLUL [49]. Однако в недав-
ней работе было показано, что опухоль из клеточ-
ной линии U87MG, наоборот, является зависимой 
от глутамина  [50], что коррелирует с понижен-
ным уровнем экспрессии GLUL и повышенным 
уровнем экспрессии GLUD1 (рис.  2,  в), также де-
терминирующей зависимость от глутамина  [51]. 
Это может свидетельствовать об отсутствии в ней 
популяции стволовых клеток, поддерживая наши 
выводы о высокой степени дифференцировки 
U87MG. К сожалению, в клетках T98G не наблю-
далось экспрессии CD133, что, однако, не противо-
речит её более низкой степени дифференцировки, 
так как степень стволовости и дифференцировки 
определяется по экспрессии целого ряда марке-
ров, среди которых CD133 не является наиболее 
специфическим  [45].

Известно, что ингибиторы циклин-зависи-
мых киназ p21Waf1 и р27KIP1 препятствуют проли-
ферации и тем самым поддерживают дормантное 
состояние стволовых клеток и их способность к 
самообновлению  [52]. Следовательно, повышение 
экспрессии р21Waf1 и р27KIP1 в клетках U87MG, на-
ряду с повышением CD133, коррелирует с литера-
турными данными, по которым активация р21Waf1 
и р27KIP1 поддерживала дормантное состояние 
CD133+ стволовых клеток [53]. Это также подтвер-
ждает нашу гипотезу о дедифференцировке кле-
ток U87MG при депривации глутамина. При этом 
в клетках T98G, в отличие от U87MG, повышение 
экспрессии р21Waf1 и р27KIP1 не было статистически 
значимым. Это может быть связано с наличием у 
них мутации в гене TF р53  [54], поскольку в T98G 
пролиферация была тем не менее ингибирована 
с  помощью альтернативных механизмов.

Выявленные нами различия между клеточ-
ными линиями U87MG и T98G при культивиро-
вании в отсутствие глутамина сопровождались 
противоположными метаболическими процесса-
ми. Наши результаты по исследованию аутофлуо-
ресценции кофермента NADH с помощью метабо-
лического имиджинга на основе FLIM показали 
сдвиг метаболической активности в сторону гли-
колиза в клетках U87MG, который был также под-
тверждён повышением продукции лактата. Этот 
результат коррелирует с ранее опубликованны-
ми данными: например, в недавней работе было 
показано, что депривация глутамина в клетках 
колоректального рака и рака поджелудочной же-
лезы приводит к закислению лизосом и индук-
ции аутофагии, способствующей выживанию.  
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Там же был показан метаболический сдвиг в 
сторону гликолиза при недостатке глутамина с 
помощью стресс-теста на гликолиз SeahorseТМ и 
с помощью платформы для мультисенсорного 
клеточного анализа  CYRIS®  flox  [37]. Также было 
показано усиление гликолиза в качестве адаптив-
ного ответа на недостаток глутамина в клетках 
глиобластомы  [8]. Поскольку ранее было пока-
зано переключение метаболической активности 
в сторону OXPHOS при дифференцировке стволо-
вых  [55,  56] и индуцированных плюрипотентных 
клеток  [57,  58], наблюдаемый нами противопо-
ложный сдвиг в сторону гликолиза при депри-
вации глутамина в U87MG является независимым 
подтверждением обратного процесса, т.е. дедиф-
ференцировки этих клеток.

В клетках T98G, в отличие от U87MG, мета-
болические изменения при депривации глута-
мина были ассоциированы со сдвигом в сторону 
OXPHOS – как по аутофлуоресценции NADH, так и 
по снижению продукции лактата. Ранее нами и 
другими исследователями было показано, что эти 
изменения коррелируют со стрессовой реакцией 
клеток в ответ на неблагоприятное воздействие. 
В частности, сдвиг в сторону OXPHOS является 
типичной реакцией на воздействие химиопре-
паратов, в том числе для клеток глиом  [59,  60]. 
Возможно, разнонаправленные сдвиги в сторону 
гликолиза либо OXPHOS, наблюдаемые при депри-
вации глутамина в линиях U87MG и T98G соот-
ветственно, обусловлены метаболической плас-
тичностью опухолевых клеток, которая может 
определять чувствительность опухолевых клеток 
к терапии. К примеру, в метформин-чувствитель-
ной линии колоректального рака HT29 наблю-
дался высокий уровень OXPHOS, тогда как мет-
формин-устойчивые клетки линии SW620 имели 
низкий уровень OXPHOS, но при депривации глу-
тамина приобретали чувствительность к метфор-
мину [61]. Также есть данные о противоположном 
влиянии глутамина на чувствительность клеток 

нейробластомы к химиопрепаратам: депривация 
глутамина подавляла апоптоз, индуцированный 
этопозидом, но стимулировала апоптоз, индуци-
рованный цисплатином  [62].

С учётом этих данных на следующем этапе ра-
боты была исследована чувствительность линий 
U87MG и T98G к терапевтическим воздействиям 
препаратами различной природы: конвенцио-
нальным препаратом темозоломидом, DR5-спе-
цифичным цитокином TRAIL DR5-B и таргетным 
ингибитором NAMPT. Депривация глутамина не 
оказывала влияния на чувствительность ни кле-
ток U87MG, ни T98G к темозоломиду, но при этом 
существенно изменялась чувствительность обеих 
линий к двум другим таргетным препаратам.

Клетки U87MG исходно резистентны к цито-
кину TRAIL DR5-B, в отличие от T98G, что корре-
лирует с их высокой степенью дифференцировки, 
т.к. известно, что по мере дифференцировки кле-
ток снижается поверхностная экспрессия рецепто-
ров смерти TRAIL  [63,  64]. В соответствии с этим, 
при депривации глутамина в клетках U87MG на-
блюдалось повышение экспрессии DR5 и усиле-
ние DR5-опосредованной клеточной гибели, хотя 
сенсибилизирующий эффект не был ярко выра-
жен, по-видимому, за счёт повышения сFLIP либо 
из-за наличия мутации в гене, кодирующем фос-
фатазу PTEN  [54]. Эти результаты коррелируют с 
данными о повышении чувствительности клеток 
рака молочной железы (РМЖ)  [65] и рака подже-
лудочной железы к TRAIL-опосредованному апоп-
тозу при депривации глутамина  [42]. Аналогично 
острая депривация глутамина вызывала апоптоз 
опухолевых клеток, запускаемый CD95-опосре-
дованным каспазным каскадом  [66]. Однако сле-
дует заметить, что клеточная линия T98G, исход-
но высокочувствительная к DR5-опосредованной 
клеточной гибели, напротив, в отсутствие глу-
тамина становилась более устойчивой к DR5-B, 
что сопровождалось снижением экспрессии DR5. 
Интересно, что похожие результаты были ранее 

Рис. 7. Схематическое изображение противоположных эффектов, наблюдаемых в клеточных линиях глио-
бластомы человека U87MG и T98G при депривации глутамина
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получены на линиях РМЖ: депривация глутамина 
в клетках трижды негативного РМЖ с базальным 
(мезенхимным) фенотипом увеличивала их чув-
ствительность к TRAIL, тогда как линии клеток 
РМЖ с люминальным фенотипом были рефрак-
терны к сенсибилизации к TRAIL при депривации 
глутамина [67]. Поскольку сигнальный путь TRAIL 
играет важную роль в иммунологическом надзо-
ре за опухолевыми клетками, наши результаты 
дополняют известный факт, что метаболизм глу-
тамина может модулировать противоопухолевый 
иммунный ответ  [68].

NAMPT также является перспективной мише-
нью в глиобластоме: в частности, её экспрессия 
коррелирует со степенью стволовости глиобласто-
мы и прогнозом для пациентов [69]. Поскольку глу-
тамин является одним из источников NAD(P)H  [3], 
а  NAMPT является лимитирующей стадией био-
синтеза NAD, катализируя образование его про-
межуточного продукта никотинамидмононук-
леотида, очевидно, что эти метаболические пути 
взаимосвязаны. Свежие данные говорят о том, что 
одновременное лекарственное ингибирование 
глутаминолиза и синтеза NAD может быть успеш-
ной стратегией терапии рака  [70]. Как и в случае 
с TRAIL DR5-B, при культивировании в отсутствие 
глутамина в клетках U87MG и T98G также наблю-
дались контрастные эффекты: клетки T98G сенси-
билизировались к ингибитору NAMPT GMX1778, 
тогда как U87MG приобретали устойчивость. Этот 
результат коррелирует с опубликованными дан-
ными о том, что устойчивость опухолевых клеток 
к ингибитору NAMPT связана со сдвигом в сторо-
ну гликолиза [71], который мы наблюдали в клет-
ках U87MG. Важно отметить, что изменения чув-
ствительности клеток U87MG и T98G к GMX1778 
при депривации глутамина были противополож-
ны изменениям чувствительности к DR5-опосре-
дованной клеточной гибели, однако механизмы 
данного явления ещё предстоит изучить.

Схематическое изображение эффектов, на-
блюдаемых в клеточных линиях U87MG и T98G 
при депривации глутамина, показано на рис.  7.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На примере двух клеточных линий, U87MG 
и T98G, была показана фенотипическая и мета-
болическая гетерогенность клеток глиобластомы 
человека. При депривации глутамина различия 
этих клеточных линий в исходной степени диф-
ференцировки и метаболическая пластичность 
послужили причиной разнонаправленных мета-
болических изменений и контрастных ответов на 
воздействия различными таргетными препарата-
ми. Наши данные в перспективе послужат эффек-
тивному подбору пациентов, способных ответить 
на различные виды таргетной терапии, на осно-
вании фенотипического и метаболического стату-
са опухоли. Кроме того, полученные результаты 
могут помочь выявлению механизмов резистент-
ности опухолей, ассоциированных с метаболиз-
мом глутамина, и способствовать разработке схем 
лекарственной депривации глутамина для усиле-
ния эффективности противоопухолевой терапии.
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Glutamine plays an important role in tumor metabolism. It is known that the core region of the 
solid tumors is deprived of glutamine which affects tumor growth and spread. Here we investigated 
the effect of glutamine deprivation on cellular metabolism and sensitivity of human glioblastoma 
cells U87MG and T98G to drugs of various origin: alkylating cytostatic agent temozolomide; cyto-
kine TRAIL DR5-B – agonist of the DR5 receptor; and GMX1778 – a targeted inhibitor of the enzyme 
nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT), limiting NAD biosynthesis. Bioinformatics analysis  
of the cell transcriptomes showed that U87MG cells have a more differentiated phenotype than T98G, 
and also differ in the expression profile of genes associated with glutamine metabolism. Upon  glu-
tamine deprivation, the growth rate of U87MG and T98G cells decreased. Analysis of cellular me-
tabolism by FLIM microscopy of NADH as well as assessment of the lactate content in the medium 
showed that glutamine deprivation shifted the metabolic status of U87MG cells towards glycolysis. 
This was accompanied by an increase in the expression of the stemness marker CD133, which collec-
tively may indicate the de-differentiation of these cells. At the same time, we observed an increase 
in both the expression of DR5 receptor and the sensitivity of U87MG cells to DR5-B. On the contrary, 
glutamine deprivation of T98G cells induced a metabolic shift towards oxidative phosphorylation, a 
decrease in DR5 expression and resistance to DR5-B. The effects of NAMPT inhibition also differed 
across two cell lines and were opposite to those of DR5-B: upon glutamine deprivation, U87MG cells 
acquired resistance, while T98G cells were sensitized to GMX1778. Thus, phenotypic and metabolic 
differences between two human glioblastoma cell lines resulted in divergent metabolic changes and 
contrasting responses to different targeted drugs during glutamine deprivation. These data should 
be considered when developing treatment strategies for glioblastoma via drug deprivation of amino 
acids, as well as when exploring novel therapeutic targets.

Keywords: glutamine deprivation, glioblastoma, cell differentiation, CD133, TRAIL, DR5, NAD(P)H, FLIM 
microscopy, NAMPT, GMX1778
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