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УДК 576.3:615.849.5:615.33 Е.Р. Ляпунова, Л.Н. Комарова

ВОЗДЕЙСТВИЕ ДОКСОРУБИЦИНА И ФРАКЦИОНИРОВАННОГО 
ОБЛУЧЕНИЯ НА МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ 

СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ ЧЕЛОВЕКА

ИАТЭ НИЯУ МИФИ, г. Обнинск, Россия

В настоящее время актуальной задачей ядерной медицины является разработка тера-
певтических подходов, позволяющих улучшить результаты комбинированного действия 
лучевой и химиотерапии, сократив при этом риск отдаленных последствий лечения, пре-
жде всего, путем обеспечения эффективной альтернативы радикальным дозам облучения 
и дозам препарата. В статье представлены данные о воздействии химиопрепарата док-
сорубицина с разными схемами облучения гамма-квантами мезенхимальных стволовых 
клеток человека. Показано, что выживаемость мезенхимальных стволовых клеток при 
действии облучения с разовой дозой 3 Гр на фракцию – гиперфракционировании, значи-
тельно ниже, чем при действии гамма-излучения в виде традиционного фракционирова-
ния, с разовой дозой 2 Гр на фракцию. Обнаружено, что использование последовательно-
го действия доксорубицина и гиперфракционирования оказывает большее повреждаю-
щее действие, чем применение последовательного действия препарата и традиционного 
фракционирования.

Ключевые слова: доксорубицин, фракционированное облучение, мезенхимальные 
стволовые клетки человека

Введение

Основным фактором, ограничиваю-
щим в настоящее время применение хими-
отерапии для лечения опухолевых заболе-
ваний, является недостаточная избиратель-
ность противоопухолевого действия совре-
менных лекарственных средств, оказываю-
щих повреждающее действие не только на 
опухолевые, но и на нормальные ткани и 
системы организма.

На фоне противоопухолевой химио-
терапии в организме больного образуются 
свободные радикалы и инактивируются фер-
менты антиоксидантной защиты, что уси-
ливает интоксикацию, вызывая токсическое 
повреждение клеток внутренних органов, 
что зачастую оказывается лимитирующим 
фактором для продолжения лечения [5, 6]. 

Предметом дискуссий остается опти-
мальная последовательность использова-
ния лекарственного и лучевого компонен-
тов в лечении опухолей. Высокий риск ре-
цидива при массивных опухолевых образо-
ваниях и/или появление очагов возвратного 

роста до завершения этапа первичной либо 
противорецидивной химиотерапии всегда 
делали привлекательным использование 
облучения на более ранних этапах лечения.

Одной из актуальных задач современ-
ной медицины и биологии является изуче-
ние действия хронического или фракцио-
нированного ионизирующего воздействия 
на организм как в раннем, так и в поздних 
периодах облучения [2].

Руководствуясь тем, что при облуче-
нии в культуре ткани степень лучевого 
повреждения и восстановления опухоли и 
нормальных тканей равнозначны [1], в ис-
следовании использовались здоровые ме-
зенхимальные стволовые клетки человека. 

В России в случаях радикального лече-
ния традиционным считается фракциони-
рование по 1,8-2 Гр один раз в день, 5 раз 
в неделю до суммарных доз, которые опре-
деляются морфологической структурой 
опухоли и толерантностью нормальных 
тканей, расположенных в зоне облучения 
(обычно в пределах 60-70 Гр).
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В данном исследовании изучалось вли-
яние последовательного действия противо-
опухолевого препарата доксорубицина и 
фракционированного облучения с разовой 
дозой 3 Гр (режим гиперфракционирова-
ния) за фракцию на выживаемость мезен-
химальных стволовых клеток человека в 
сравнении с традиционным фракциониро-
ванием с разовой дозой за фракцию 2 Гр.

Из-за низкого содержания мезенхи-
мальных стволовых клеток в тканях (так, 
в костном мозге человека и лабораторных 
животных их доля составляет около 0,01%, 
[3]) их основные свойства были изучены в 
основном в клеточных культурах [6].

Для изучения стволовых элементов 
в системах клеточного обновления ис-
пользуются в основном методики разви-
тия, поэтому ионизирующие излучения, 
способные лишать клетки способности 
к бесконечному размножению, оказа-
лись одним из наиболее эффективных 
инструментов при исследовании раз-
личных свойств и характеристик клеток 
стволового типа. В исследованиях радио-
чувствительности мезенхимальных ство-
ловых клеток, подвергаемых облучению 
в условиях in vitro, было показано [4, 
10], что величина средней клеточной ле-
тальной дозы D0 составляет 1,8-2 Гр для 
редкоионизирующей радиации (гамма- и 
рентгеновские лучи).

Доксорубицин является одним из наи-
более эффективных противоопухолевых 
антибиотиков антрациклинового ряда и 
широко используется в лечении онкологи-
ческих заболеваний. 

Материал и методы исследования

При получении культур мезенхималь-
ных стволовых клеток источником кост-
ного мозга служили стерильные пунктаты 
из грудины или гребня подвздошной кости 
взрослых гематологически здоровых па-
циентов, которым проводилось плановое 
диагностическое исследование в клинике 
МРНЦ им. А. Ф. Цыба (г. Обнинск).

Клеточный материал (0,5-1,0 мл кост-
ного мозга) брали в строго стерильных ус-

ловиях и помещали в пробирки с раство-
ром гепарина в ростовой среде (100 ЕД/мл 
пунктата). При клеточности полученного 
материала порядка 107 клеток содержание 
исходных мезенхимальных стволовых 
клеток составляет примерно 103 клеток 
стволового типа, что вполне достаточно 
для начала культивирования. После полу-
чения исходного пунктата костного мозга 
и отстаивания эритроцитов в течение 1-2 
часов при комнатной температуре супер-
натант отсасывали пастеровской пипет-
кой, выделенные клетки отмывали в среде 
RPMI 1640, центрифугировали при 1000 
об/мин в течение 10 мин и ресуспендиро-
вали осадок в ростовой среде. В качестве 
начальной ростовой среды служила среда 
RPMI-1640 («Sigma», USA), содержащая 
пенициллин (100 ЕД/мл), стрептоми-
цин (100 мкг/мл), амфотерицин (100 нг/
мл), L-глютамин 2 мМ («Sigma», USA), 
15% эмбриональной телячьей сыворотки 
(«Sigma», USA). 

Культивирование проводилось в пла-
стиковых флаконах Карреля («Sigma») с 
площадью дна 25 см2, в которые вносили 
5×102 мезенхимальных стволовых клеток в 
12 мл ростовой среды. Флаконы продували 
газовой смесью, содержащей 5% углекис-
лого газа и 95% воздуха, и помещали в тер-
мостат при температуре 37°С. Во флаконах 
продолжали культивирование со сменой 
среды, которую проводили каждые 4-5 су-
ток. При достижении сливного (конфлю-
энтного) монослоя (более 80% площади 
матраса) клетки пересевали с использова-
нием 0,25% раствора трипсина («Sigma», 
USA) во флаконы с той же площадью дна 
(25 см2) – пассаж 1 (P1). Клетки культиви-
ровали до получения нужного количества 
для эксперимента. 

За состоянием культур следили с по-
мощью инвертированного микроскопа 
Axiovert 40 C (Сarl Zeiss).

Для изучения радиочувствительности 
использовали клетки 6 пассажа от начала 
культивирования. По 1 мл клеточной су-
спензии (исходная концентрация – 5×102 
клеток на 1 мл, что не приводило к созда-
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нию клеточной гипоксии в процессе облу-
чения), находившейся при комнатной тем-
пературе в стерильных пенициллиновых 
флаконах, проводили фракционированное 
облучение на аппарате «Рокус АМ» (гам-
ма-кванты 60Со, мощность дозы 1,419 Гр/
мин). Разовая очаговая доза составляла 
2 Гр. Через час после первого облучения 
клетки снова облучали в дозе 2 Гр, сум-
марно накопленная доза составила – 4 Гр, 
через два часа после первого облучения – 
6 Гр, через 4 часа – 8 Гр и 10 Гр через 6 
часов после первого облучения. Вторую 
группу клеток облучали через такие же 
временные интервалы разовой очаговой 
дозой в 3 Гр. Суммарно накопленная доза 
через шесть часов после первоначального 
облучения составила 15 Гр. Третья группа 
клеток не подвергалась облучению – чи-
стый контроль. Через 15-20 мин после об-
лучения все группы клеток высевали во 
флаконы Карреля и инкубировали в тече-
ние 10 суток при температуре 37°С. Об-
разовавшиеся колонии клеток фиксирова-
ли этанолом, красили по Романовскому-
Гимза и проводили визуальный подсчет 
количества выросших колоний. При этом 
колонии, содержащие менее 50 фибробла-
стов, рассматривали как клеточные кла-
стеры [8, 9]. Для обеспечения репрезен-
тативности материалов при проведении 
опытов для каждой экспериментальной 
точки каждого типа клеток использовали 
3 повторности посева клеток в отдельные 
культуральные флаконы.

Для исследования количественных 
характеристик радиочувствительности 
мезенхимальных стволовых клеток после 
воздействия доксорубици-
на к растущей культуре на 
стадии 60-80% конфлюэнт-
ности с первоначальной 
концентрацией 5×102 кле-
ток прибавляли раствор 
доксорубицина в концен-
трации 0,001 мг/мл (что 
соответствует 45 мг/ м2, 
средней концентрации пре-
парата, используемой в хи-

миотерапии). После внесения препарата 
продолжали культивировать клетки в те-
чение 1 суток, обеспечивая накопление 
максимальной концентрации препарата. 
После этого готовили суспензии клеток 
и подвергали облучению согласно схеме, 
описанной выше: 1-ая группа клеток – 
традиционному фракционированию, 2-ая 
группа клеток – гипофракционированию, 
3-я группа клеток – клетки, подвергнутые 
воздействию только препарата на про-
тяжении 24 ч. Сразу после облученные 
и контрольные клетки высевали в новую 
культуральную посуду со стандартной 
питательной средой для оценки выживае-
мости. Культивировали в течение 10 дней. 
Выживаемость определяли по числу ко-
лоний, формируемых к 10 суткам после 
высева как число выживших клеток в экс-
периментальной группе к числу клеток в 
контрольной. 

Степень разброса данных относитель-
но среднего оценивали с помошью стан-
дартного отклонения М±δ. Достоверность 
различий сравниваемых выборок оценива-
ли с помощью Критерия Крамера-Уэлча. 

Результаты исследования 

В таблице 1 представлены данные по 
выживаемости мезенхимальных стволо-
вых клеток после фракционированного 
облучения разовой дозой 2 Гр на фракцию 
(ТФ) и последовательного действия док-
сорубицина в течение 24 часов в концен-
трации и фракционированного облучения 
разовой дозой 2 Гр на фракцию. 

Видно, что комбинированное действие 
излучения и химиопрепарата оказывает 

Таблица 1 – Данные по выживаемости мезенхимальных 
стволовых клеток при действии ТФ и последовательного 
действия доксорубицина (0,001 мг/мл) и ТФ

Время от начала 
облучения, t

Доза 
облучения, Гр

 S, % от контроля
ТФ Доксорубицин +ТФ

18± 0,86
0 2 53 ± 4,02 9 ± 0,51
1 4 46 ± 0,51 11 ± 0,29
2 6 40 ± 2,74 10 ± 0,49
4 8 38 ± 2,52 9 ± 0,30
6 10 28 ± 4,19 5 ± 0,25
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большее повреждающее действие, чем 
только облучение, что может быть обу-
словлено действием только препарата, а не 
совместным повреждающим действием. 

В таблице 2 представлены данные по 
выживаемости мезенхимальных стволо-
вых клеток после гиперфракционирован-
ного (ГФ) облучения c разовой дозой 3 Гр 
и последовательного действия доксоруби-
цина в течение 24 часов в концентрации и 
фракционированного облучения c разовой 
дозой 3 Гр.

Также как и в предыдущем случае, 
видно, что последовательное действие ока-
зывает более губительное воздействие на 
клетки, чем только облучение, но это дей-
ствие тоже обусловлено действием доксо-
рубицина, а не совместным действием гам-
ма-излучения и химиопрепарата.

При сравнении уровня выживаемости 
мезенхимальных стволовых клеток при 
разных режимах облучения показано, что 
использование комбинированного дей-
ствия гиперфракционирования совместно 
с доксорубицином оказывает большее по-
вреждающее действие, чем последователь-
ное действие препарата и применение тра-
диционного фракционирования.

Для количественной обработки зависи-
мости логарифма клеточной выживаемости 
(lоgS) от дозы облучения (D) использовали 
«многомишенную, одноударную модель», 
позволяющую вычислить два параметра, 
характеризующих экспериментально полу-
ченную кривую «доза-эффект» – величину 
средней клеточной летальной дозы D0 и ве-
личину экстраполяционного числа – n [4]. 

В результате в группе Док-
сорубицин + ТФ величины 
D0 и n составили, соответ-
ственно, 3,4 Гр и 2,9 Гр, что 
свидетельствует о повыше-
нии радиочувствительно-
сти МСК; в группе Доксо-
рубицин + ГФ величины D0 
и n составили соответствен-
но, 3,9 Гр и 3,8 Гр, что сви-
детельствует о повышенной 
радиочувствительности 

МСК по сравнению с ГФ.

Заключение

В работе оценивалась эффективность 
последовательного действия двух фак-
торов – химиопрепарата и облучения. 
Анализ кривых выживаемости мезен-
химальных стволовых клеток человека 
после действия гамма-излучения и хи-
миопрепарата позволил оценить эффек-
тивность последовательного действия 
доксорубицина и гиперфракционирова-
ния, эффективность последовательного 
действия доксорубицина и распростра-
ненного традиционного фракционирова-
ния. Обсуждая полученные результаты 
можно предположить, что повышение 
выживаемости клеток в группе традици-
онного фракционирования в сравнении с 
гиперфракционированием отражает об-
щую закономерность повышения интен-
сивности репаративных процессов в про-
цессе дифференцировки стволовых кле-
ток взрослого организма, подобно тому, 
что уже ранее было показано для других 
типов стволовых клеток [4]. 

Можно предположить, что повышение 
радиорезистентности связано не только с 
повреждениями гена р53, который блоки-
рует проявления апоптоза в этом типе ство-
ловых клеток, но и проявление так называ-
емого «байстендер-эффект», связанного с 
поставкой соседними клетками продуктов 
и сигналов, которые повышают выживае-
мость клеток, подвергшихся действию ио-
низирующей радиации [7]. 

Таблица 2 – Данные по выживаемости МСК 
при действии ГФ и последовательного действия 
доксорубицина и ГФ

Время от начала 
облучения, t

Доза 
облучения, Гр

S, % от контроля
ГФ Доксорубицин + ГФ

18 ± 0,86
0 3 28 ± 2,19 8 ± 1,12
1 6 23 ± 3,87 9 ± 1,32
2 9 14 ± 1,89 7 ± 0,71
4 12 20 ± 0,69 6 ± 0,74
6 15 19 ± 1,63 2 ± 0,57
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Выводы

Показано, что выживаемость мезенхи-
мальных стволовых клеток при действии 
облучения с разовой дозой 3 Гр на фрак-
цию – гиперфракционировании, значи-
тельно ниже, чем при действии гамма-из-
лучения в виде традиционного фракциони-
рования, с разовой дозой 2 Гр на фракцию.

Продемонстрировано, что выживае-
мость клеток при последовательном дей-
ствии доксорубицина и традиционного 
режима фракционирования значительно 
ниже, чем при действии одного облучения, 
при этом снижение выживаемости обу-
словлено в основном действием препарата.

Выявлено, что выживаемость клеток 
при последовательном действии доксо-
рубицина и гиперфракционирования зна-
чительно ниже, чем при действии одного 
гиперфракционированного облучения, при 
этом снижение выживаемости обусловле-
но в основном действием препарата. При 
суммарной дозе в 15 Гр наблюдается незна-
чительный синергический эффект.

Обнаружено, что использование по-
следовательного действия доксорубицина 
и гиперфракционирования оказывает боль-
шее повреждающее действие, чем приме-
нение последовательного действия препа-
рата и традиционного фракционирования.
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EFFECT OF DOXORUBICIN AND FRACTIONATED IRRADIATION 
ON HUMAN MESENCHYMAL STEM CELLS

Currently, an urgent task is to develop therapeutic approaches that improve the results of 
the combined effects of radiation therapy and chemotherapy, while reducing the risk of long-
term effects of treatment, primarily by providing an effective alternative to radical doses of the 
drug and doses of the drug. Expanding radiobiological knowledge of radiation damage will 
help develop more adequate tests to predict the severity of radiation damage to healthy tissues. 
The article presents data on the effects of doxorubicin chemotherapy with different schemes of 
irradiation with gamma quanta of human mesenchymal stem cells.
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