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Многочисленные исследования доказывают высокую резистентность опухолевых стволовых кле-
ток (ОСК) к однократному воздействию редкоионизирующего излучения in vitro. Эти данные лежат
в основе предположения о важной роли ОСК в рецидивировании опухолевого процесса после луче-
вой терапии по стандартным схемам. Однако при фракционированном облучении закономерности
и механизмы действия радиации на эту популяцию клеток изучены недостаточно, а в отношении
рака шейки матки (РШМ) имеются лишь единичные публикации. Поэтому целью данной работы
являлось выяснение количественных изменений популяции ОСК после воздействия редкоионизи-
рующих излучений в режиме стандартного фракционирования дозы in vitro (в культурах РШМ ли-
нии HeLa и SiHa) и in vivo (в соскобах с шейки матки больных плоскоклеточным РШМ в ходе луче-
вой терапии). С помощью проточной цитометрии оценивали относительное количество (долю)
ОСК в указанных клеточных культурах после каждой фракции до достижения суммарной дозы
10 Гр, а в клинических образцах 26 больных – до лечения и после облучения в суммарной очаговой
дозе (СОД) 10 Гр. ОСК в клеточных культурах идентифицировали по способности этих клеток от-
качивать флуоресцентный краситель Хёхст33342 и формировать т.н. боковую популяцию (side pop-
ulation – SP), в соскобах с шейки матки – по иммунофенотипу CD44+CD24low. Установлено стати-
стически значимое увеличение доли ОСК после фракционированного облучения клеточных куль-
тур РШМ указанных линий в диапазоне суммарных доз 2–10 Гр по сравнению с необлученным
контролем. Высокая индивидуальная вариабельность доли CD44+CD24low ОСК была обнаружена в
соскобах РШМ до лечения и после радиационного воздействия. Повышение этого показателя в ре-
зультате облучения отмечалось у 38% больных; у остальных пациентов наблюдалось уменьшение
этого показателя после радиационного воздействия в СОД 10 Гр или его сохранение на исходном
уровне. Высокая обратная корреляция была найдена между долей ОСК до лечения и ее изменением
после облучения (R = –0.71; p < 0.0001). Полученные результаты свидетельствуют о наличии суще-
ственных индивидуальных различий в ответе ОСК РШМ на радиационное воздействие, а также
обосновывают принципиальную возможность дальнейшего исследования прогностической значи-
мости количественных изменений ОСК после первых сеансов лучевой терапии в отношении бли-
жайших и отдаленных результатов лечения.
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Как свидетельствуют многочисленные данные
литературы и результаты собственных исследова-
ний, опухолевые стволовые клетки (ОСК), обна-
руженные в злокачественных новообразованиях
различных локализаций, первичных и стабиль-
ных культурах опухолевых клеток, обладают бо-
лее высокой резистентностью к редкоионизиру-
ющему излучению и многим противоопухолевым

препаратам по сравнению с остальной массой
клеток [1–6]. Поэтому в последние годы выска-
зывается предположение, что именно эта фрак-
ция клеток может определять неблагоприятные
результаты лучевого и комбинированного лечения
онкологических больных, включая возникновение
рецидивов заболевания и метастазирование. В на-
стоящее время выясняются молекулярные меха-
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низмы резистентности ОСК к различным факто-
рам физической или химической природы, и на
этой основе разрабатываются новые спосо-
бы/cредства элиминации ОСК или повышения
чувствительности этих клеток к известным про-
тивоопухолевым воздействиям, включая облуче-
ние [7–10]. Однако в подавляющем большинстве
таких исследований выяснялись эффекты и меха-
низмы ответа ОСК на однократное радиационное
воздействие in vitro. В литературе представлено
значительно меньше данных о влиянии фракцио-
нированного радиационного воздействия на
ОСК в культурах опухолевых клеток различного
происхождения, а в отношении ОСК шейки мат-
ки имеются лишь единичные публикации [11].
Вместе с тем исследование закономерностей от-
вета ОСК шейки матки на фракционированное
облучение представляется весьма актуальным,
учитывая рост заболеваемости раком этой лока-
лизации в РФ [12] и использование радиотерапии
в качестве одного из основных методов лечения
инвазивного рака шейки матки (РШМ) [13]. По-
этому целью данной работы стало выяснение ко-
личественных изменений популяции ОСК после
воздействия редкоионизирующих излучений в
режиме стандартного фракционирования дозы in
vitro (в культурах рака шейки матки линий HeLa и
SiHa) и in vivo (в соскобах с шейки матки больных
РШМ в ходе лучевой терапии). В эксперимен-
тальных условиях оценивали относительное ко-
личество (долю) ОСК в указанных клеточных
культурах без облучения и после каждой фракции
дозы до достижения суммарной дозы 10 Гр, а в
клинических условиях – в образцах РШМ до ле-
чения и после облучения в суммарной очаговой
дозе (СОД) 10 Гр.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В работе использовали два основных метода
идентификации ОСК, известные в литературе: им-
мунофенотипирование по поверхностным марке-
рам и оценка эффективности исключения из кле-
ток флуоресцентного красителя Хёхст 33342. Как
известно, ОСК (в отличие от остальных клеток)
обладают способностью исключать указанный
краситель вследствие высокой экспрессии на
плазматической мембране различных АТФ-свя-
зывающих транспортёров. Благодаря этой спо-
собности ОСК могут быть выявлены с помощью
проточной цитометрии как так называемая боко-
вая популяция (side population – SP) в ряде ста-
бильных линий опухолевых клеток, включая ис-
пользованные в данной работе [14–17]. Метод
выявления SP был использован нами при иссле-
довании клеточных культур, метод иммунофено-
типирования – при анализе соскобов с шейки
матки больных РШМ.

Идентификация клеток SP и определение
их относительного количества с помощью 

проточной цитометрии в контрольных
и облученных культурах опухолевых клеток in vitro

Объектом исследования являлись клетки
РШМ двух линий: HeLa и SiHa, культивируемые
в стандартных условиях. Известно, что эти кле-
точные культуры инфицированы вирусами па-
пилломы человека (ВПЧ) 18 и 16 типов соответ-
ственно, т.е. содержат ВПЧ тех типов, которые
наиболее часто встречаются при РШМ. Обе ли-
нии культивировали в полной питательной среде
DMEM (“ПанЭко”, РФ), содержащей 10% эмбрио-
нальной сыворотки крупного рогатого скота (“Bio-
Sera”, Франция), пенициллин (50 ед/мл), стрепто-
мицин (50 мкг/мл) и глютамин (292 мкг/мл), в CO2
инкубаторе (“Shellab”, США) в увлажненной ат-
мосфере с 5%-ным содержанием CO2 при темпе-
ратуре +37°С. Для опыта клетки рассевали в пла-
стиковые флаконы (“Corning”, США, площадь
поверхности 25 см2). По достижении 30–40%
конфлюэнтности клетки подвергали воздей-
ствию γ-излучения 60Со на установке “Рокус”
(Россия) в разовой дозе 2 Гр ежедневно до дости-
жения суммарной дозы 10 Гр (мощность дозы
0.8 Гр/мин). Относительное количество клеток
SP оценивали через 24 ч после облучения в сум-
марных дозах 2, 4, 6, 8 и 10 Гр; одновременно этот
же показатель анализировали в контрольных (необ-
лученных) образцах. Определяли общее количество
клеток в каждом флаконе с помощью камеры Горя-
ева и проводили стандартное окрашивание с при-
менением флуоресцентного красителя Хёхст33342
(“Sigma”, США) для определения доли клеток SP
в изучаемых культурах, как подробно описано в
работе [6]. Концентрация Хёхста составляла
5 мкг/мл, время инкубации – 90 мин при +37°С и
периодическом перемешивании. Для исключе-
ния из анализа мертвых и погибающих клеток в
образцы добавляли раствор йодистого пропидия
до конечной концентрации 2 мкг/мл за 10–15 мин
до анализа. Окрашенные образцы анализировали
с помощью проточного цитофлуориметра “FACS
Vantage” (“Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, BDIS”, США), оборудованного двумя
лазерами с длинами волн 364 и 488 нм. Флуорес-
ценцию Хёхста измеряли в синей (424 ± 20 нм) и
красной (675 ± 20 нм) областях спектра (при λвозб =
= 364 нм), а также регистрировали флуоресцен-
цию йодистого пропидия при длине волны 585 ±
± 20 нм (λвозб = 488 нм). Для контроля окрашива-
ния использовали параллельные образцы клеток,
инкубированных с Хёхстом 33342 в присутствии
верапамила – блокатора кальциевых каналов
I класса, препятствующего выведению Хёхста
33342 из клеток. Данные собирали в файл, кото-
рый затем обрабатывали с помощью программы
CellQuestPro (“BDIS”, США). Регион SP выделя-
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ли графически таким образом, чтобы в образцах с
верапамилом в этот регион попадало минималь-
ное количество клеток. Вычисляли относитель-
ное количество (процент) клеток SP. С каждой
линией опухолевых клеток проведено по три не-
зависимых эксперимента, результаты которых
были объединены. В каждом эксперименте ис-
пользовано по 3–5 флаконов на каждую суммар-
ную дозу облучения и соответствующий необлу-
ченный контроль.

Выявление и количественная оценка ОСК
в соскобах с шейки матки больных РШМ

Группу исследования составили 26 пациенток
с гистологически подтвержденным диагнозом
плоскоклеточный РШМ IB-IVA стадий по клас-
сификации Международной федерации акуше-
ров-гинекологов (FIGO). Средний возраст (±SE)
больных составил 47.5 ± 2.2 лет (от 28 до 70 лет).
Всем пациенткам проводились радикальные кур-
сы специализированного лечения в отделении лу-
чевых и комбинированных методов лечения гине-
кологических заболеваний МРНЦ им. А.Ф. Цыба –
филиал ФГБУ “НМИЦ радиологии” Минздрава
России: сочетанная лучевая терапия (СЛТ) про-
водилась шести больным; химиолучевая терапия
(ХЛТ) – 20 больным. Лечение в обеих группах па-
циентов начинали с дистанционного облучения
первичного очага и зон регионарного метастази-
рования на линейном ускорителе электронов SL-
75-5 (“Philips”, Англия) в режиме фракциониро-
вания фотонного излучения (6 МэВ) в разовой
очаговой дозе 2.0 Гр ежедневно до СОД 30.0 Гр.
В случае ХЛТ дополнительно проводились еже-
недельные внутривенные инфузии препарата ци-
сплатин из расчета 40 мг/м2.

Соскобы с шейки матки получали до лечения и
через 24 ч после облучения в СОД 10 Гр. Получен-
ный материал помещали в пробирки с полной пи-
тательной средой DMEM и транспортировали в
лабораторию в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре. Далее получали суспензию клеток, опре-
деляли концентрацию ядросодержащих клеток с
помощью камеры Горяева и отбирали аликвоты
по 200–300 тыс. клеток.

ОСК идентифицировали методом иммунофе-
нотипирования с помощью четырехцветной про-
точной цитофлуориметрии на приборе “FACS
Vantage” (“BDIS”, США). Полученную суспен-
зию клеток окрашивали с помощью ДНК-связы-
вающего красителя Хёхст 33342 и моноклональ-
ных антител, меченных разными флуорохрома-
ми, к следующим поверхностным маркерам:
CD44 (клон L178, связывающий различные изо-
формы этого белка), CD24, CD45 по стандартной
методике, рекомендованной фирмой-производи-
телем (“BD Biosciences”, США). Для контроля
неспецифического связывания использовали мо-

ноклональные антитела соответствующего изо-
типа к гемоцианину улитки, конъюгированные с
теми же флуорохромами, что и антитела к указан-
ным поверхностным маркерам (“BD Biosciences”,
США). Выбор маркеров для идентификации
ОСК РШМ был сделан на основе данных литера-
туры о высокой экспрессии CD44 [18–20] и низ-
кой экспрессии CD24 [21–23] на поверхности
ОСК шейки матки. Окрашивание антителами к
CD45 использовали для отрицательной селекции
лимфоидных клеток, связывание с ДНК-связы-
вающим красителем – для положительной селек-
ции ядросодержащих клеток и отрицательной се-
лекции дебриса и эритроцитов. Вычисляли долю
CD44+CD24low ОСК среди CD45-Хёхст 33342+ яд-
росодержащих клеток.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программ “Origin 6.0”
(Microcal Software, Inc.) и “Statistica 6.0” (Stat-
Soft., Inc.). Приведены средние значения доли
ОСК ± SE в сравниваемых группах.

Данное исследование было одобрено Этиче-
ским комитетом МРНЦ им. А.Ф. Цыба, от паци-
енток получено информированное согласие на
исследование.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Доля клеток SP в интактных культурах линий
HeLa и SiHa существенно различалась, составляя
в среднем (±SE) 5.40 ± 0.60 и 0.25 ± 0.02% соот-
ветственно. Интересно, что при этом скорость
удвоения общего числа клеток в использованных
культурах практически не отличалась.

Общее количество клеток уменьшалось с на-
коплением дозы радиационного воздействия в
клеточных культурах обеих линий, притом эф-
фекты фракционированного облучения были вы-
ражены сильнее в случае линии SiHa (рис. 1, p <
< 0.01 при сравнении коэффициентов В наклона
линейных регрессий). Средняя доля клеток SP в
обеих клеточных культурах статистически значи-
мо превышала контрольный уровень уже после
первой фракции дозы (рис. 2, 3). При этом форма
дозовой зависимости этого показателя отлича-
лась для разных линий: в культуре SiHa доля кле-
ток SP возрастала с увеличением накопленной
дозы во всем изученном диапазоне (до 10 Гр), в то
время как в культуре HeLa доля клеток SP увели-
чивалась после каждой фракции до суммарной
дозы 6 Гр, после чего происходило уменьшение
этого показателя. Однако в обоих случаях доля
клеток SP после облучения в суммарной дозе
10 Гр была выше, чем в необлученном контроле.
Максимальная величина этого показателя после
облучения составила 14% для линии HeLa и 7%
для линии SiHa, что соответствует увеличению в
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2.6 и 28.0 раз по сравнению с соответствующим
контролем.

Доля CD44+CD24low ОСК изучалась в соскобах
с шейки матки больных РШМ до лечения и после
воздействия редкоионизирующего излучения
(фотонного пучка с энергией 6 МэВ, генерируе-
мого линейным ускорителем электронов) в СОД
10 Гр. В исследование были включены две группы
больных: к моменту повторного исследования и в
той, и в другой группе было проведено дистанци-
онное облучение первичного опухолевого очага в
режиме стандартного фракционирования дозы,
но в группе СЛТ дополнительные воздействия не
применялись, а в группе ХЛТ перед первым сеан-
сом облучения было выполнено однократное вве-
дение противоопухолевого химиопрепарата цис-
платин. Исходная доля CD44+CD24low клеток со-
ставила в среднем 6.2 ± 2.3% в группе СЛТ и 4.9 ±
± 0.9% в группе ХЛТ (р = 0.52); после облучения в
дозе 10 Гр – 3.6 ± 1.2% и 4.5 ± 1.1% соответственно
(р = 0.67). Поскольку значимых различий между
сравниваемыми группами обнаружено не было, в
дальнейшем анализе эти группы были объедине-
ны. В объединенной группе средняя доля
CD44+CD24low клеток составила 5.2 ± 0.9% до ле-
чения и 4.3 ± 0.9% после облучения в СОД 10 Гр
(р = 0.46). Отмечалась высокая индивидуальная
вариабельность изучаемого показателя в диапазо-
не 0.4–16.7% до лечения и 0.6–19.3% после облу-
чения в указанной дозе. Повышение доли

CD44+CD24low клеток наблюдалось у 10 больных,
снижение этого показателя – у 14 больных, и у
остальных двух больных изменений этого показа-
теля не было выявлено.

Рис. 1. Влияние фракционированного γ-облучения на
общее количество опухолевых клеток линий HeLa и
SiHa через 24 ч после воздействия в сравнении с необ-
лученным контролем, принятым за 100%.
Fig. 1. The effects of fractionated γ-radiation exposure on
the total number of cancer cells of the HeLa and SiHa lines
24 hours after exposure in comparison with the unirradiat-
ed control, taken as 100%.
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Рис. 2. Изменение доли клеток SP линии SiHa после
фракционированного облучения в суммарных дозах
до 10 Гр. * p < 0.01 по сравнению с контролем;
** p < 0.001 по сравнению с контролем.
Fig. 2. Proportion of SiHa SP cells after fractionated radi-
ation exposure at cumulative doses up to 10 Gy. * p < 0.01
in comparison with control; ** p < 0.001 in comparison
with control.
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Рис. 3. Изменение доли клеток SP линии HeLa после
фракционированного облучения в суммарных дозах
до 10 Гр. *p < 0.05 по сравнению с контролем;
** p < 0.01 по сравнению с контролем.
Fig. 3. Proportion of HeLa SP cells after fractionated radi-
ation exposure at cumulative doses up to 10 Gy. * p < 0.05
in comparison with control; ** p < 0.01 in comparison with
control.
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Исходная доля CD44+CD24low клеток стати-
стически значимо не коррелировала с клинико-
морфологическими показателями опухолевого
процесса, но отмечена некоторая тенденция к по-
вышению доли изучаемых клеток на поздних стади-
ях заболевания, при вовлечении в процесс регио-
нарных лимфатических узлов и в случае ороговева-
ющего РШМ (по сравнению с неороговевающим)
(табл. 1). Из-за небольшого количества больных в
сравниваемых подгруппах (особенно при неоро-
говевающем РШМ) полученные результаты явля-
ются предварительными. Требуются дальнейшие
исследования для выяснения возможной ассоци-
ации исходной доли ОСК РШМ с клинико-мор-
фологическими показателями.

Как и в общей группе больных, доля
CD44+CD24low клеток в подгруппах с разными
стадиями заболевания или гистологическими ти-
пами РШМ не изменялась статистически значи-
мо после первых сеансов облучения в СОД 10 Гр
(рис. 4). Однако доля таких клеток статистически
значимо уменьшалась в первичном очаге боль-
ных, у которых опухолевые клетки были обнару-
жены в регионарных лимфатических узлах (ста-
дия N+).

Величина изменений, наблюдаемых на инди-
видуальном уровне, была обратно пропорцио-
нальна исходной доле ОСК до лечения (R = –0.71;
p < 0.0001; рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о на-

личии существенных различий в относительном
количестве ОСК в интактных культурах РШМ из-
вестных линий, а также в соскобах с шейки матки
больных плоскоклеточным РШМ до лечения.
В условиях in vitro поддерживается динамическое
равновесие между популяциями стволовых и не

стволовых клеток как за счет регуляции асиммет-
ричного деления и дифференцировки ОСК, так и
за счет перехода части не стволовых опухолевых
клеток в пул стволовых [24, 25]. Причем доля
ОСК является стабильной величиной в каждой

Таблица 1. Сравнение средней доли CD44+CD24low клеток в соскобах с шейки матки больных РШМ до лечения
в подгруппах с различными клинико-морфологическими показателями опухолевого процесса
Table 1. Comparison of the average proportion of CD44+CD24low cells in cervical scrapings from patients with cervical can-
cer before treatment in subgroups with different clinical and morphological parameters

Клинико-морфологические показатели Число больных
Доля CD44+CD24low 

клеток, % среднее 
значение ± SE

p

Стадия FIGO I + II 13 4.4 ± 0.9 0.32
III + IV 13 6.1 ± 1.5

Наличие опухолевых клеток в 
регионарных лимфатических узлах

N0 18 4.4 ± 0.7
0.13

N+ 8 7.2 ± 2.0

Гистологический тип плоскокле-
точного РШМ (данные получены 
для 23 больных)

Ороговевающий 
РШМ 17 7.7 ± 1.8

0.11
Неороговевающий 

РШМ 6 4.5 ± 0.9

Рис. 4. Средняя доля CD44+CD24low клеток в соско-
бах с шейки матки до лечения и после облучения в
СОД 10 Гр в подгруппах больных РШМ с различными
клинико-морфологическими показателями опухоле-
вого процесса. *р = 0.048 по сравнению с исходной
долей CD44+CD24low клеток у больных со стадией
N+ до лечения.
Fig. 4. The average proportion of CD44+CD24low cells in
cervical scrapings before the treatment and after irradia-
tion at a cumulative dose of 10 Gy in subgroups of cervical
cancer patients with different clinical and morphological
parameters. *p = 0.048 in comparison with the initial pro-
portion of CD44+CD24low cells in patients with stage N+
before the treatment.
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клеточной культуре, поскольку возвращается к
своему гомеостатическому уровню в течение 2–
3 нед после сортировки на стволовые и не стволо-
вые клетки или после увеличения доли ОСК в от-
вет на радиационное воздействие [26]. Среди ме-
ханизмов регуляции пула ОСК в злокачествен-
ных опухолях/линиях опухолевых клеток
эпителиального происхождения, включая РШМ,
важное место занимает эпителиально-мезенхи-
мальная трансзиция (ЭМТ). Как показано для
различных локализаций, формирование, по
крайней мере, части ОСК зависит от этого про-
цесса [17, 27–30], при этом ЭМТ сопровождается
повышением пролиферативной активности кле-
ток [31–33]. Поэтому можно предположить, что
многократные различия в доле ОСК, выявленные
нами методом SP в культурах HeLa и SiHa (5.40 и
0.25% соответственно), могут объясняться раз-
ным уровнем ЭМТ в этих культурах, причем про-
лиферативная активность ОСК может быть выше
в линии HeLa, чем в SiHa. Действительно, уро-

вень экспрессии одного из основных маркеров
ЭМТ – виментина – на уровне мРНК выше в пер-
вой из них [34].

После радиационного воздействия доля ОСК
увеличивалась в культурах обеих линий, но этот
эффект был выражен лучше в культуре SiHa, в ко-
торой доля ОСК максимально увеличивалась в
28 раз по сравнению с контролем (в то время как
максимальное увеличение этого показателя в
культуре HeLa составляло лишь 2.6 раза по срав-
нению с контролем). Эти результаты свидетель-
ствуют, с одной стороны, о более высокой радио-
резистентности популяции ОСК по сравнению с
остальными клетками в обеих клеточных культу-
рах, а с другой стороны, о том, что это различие в
радиорезистентности между ОСК и остальными
клетками выражено сильнее в культуре SiHa, воз-
можно, из-за низкой пролиферативной активности
ОСК именно в этой культуре. В целом механизмы
радиорезистентности ОСК весьма разнообразны и,
конечно, не исчерпываются относительно низкой
пролиферативной активностью этих клеток по
сравнению с основной массой опухолевых кле-
ток, как показано нами и другими авторами [1, 35,
36]. Такие особенности ОСК как относительно
небольшое количество радиационно-индуциро-
ванных первичных повреждений ДНК, высокая
эффективность репарации повреждений ДНК,
особое состояние системы окислительно-восста-
новительного гомеостаза, низкий уровень апо-
птотической гибели и др. приводят к преимуще-
ственному выживанию именно этих клеток после
радиационного воздействия, что регистрируется
по увеличению доли ОСК после облучения. Вме-
сте с тем пострадиационное повышение доли
ОСК может являться следствием не только сохра-
нения жизнеспособности этих клеток после облу-
чения, но также их пролиферации и, как стало
понятно в последние годы, следствием дедиффе-
ренцировки не стволовых клеток под влиянием
ЭМТ, которая усиливается под воздействием
ионизирующих излучений [37–39].

Резистентность ОСК к однократному острому
воздействию редкоионизирующего излучения
является широкоизвестным фактом, обнаружен-
ным в культурах опухолевых клеток различного
происхождения in vitro, опухолях эксперимен-
тальных животных и ксенографтах опухолевой
ткани человека в организме иммунодефицитных
мышей. Культура РШМ линий HeLa и SiHa не
является исключением: резистентность ОСК к
однократному облучению была продемонстриро-
вана по многим критериям, включая увеличение
доли ОСК, экспрессии генов, вовлеченных в фор-
мирование и поддержание стволовых свойств, ко-
личества сфероидов после такого воздействия, а
также более высокую клоногенную выживае-

Рис. 5. Корреляция доли CD44+CD24low клеток в со-
скобах с шейки матки больных РШМ до лечения с из-
менением этого показателя после облучения в сум-
марной дозе 10 Гр. По оси ординат показан результат
вычитания доли ОСК до лечения из доли ОСК после
облучения в указанной дозе. Пунктирные линии по-
казывают границы 95%-ного доверительного интер-
вала для линейной регрессии.
Fig. 5. Correlation of the proportion of CD44+CD24low

CSCs in cervical scrapings from patients with cervical can-
cer before the treatment with a change in this indicator af-
ter irradiation at a cumulative dose of 10 Gy. The ordinate
axis shows the residual after subtraction of the pretreat-
ment CSC proportion from the proportion of the CSCs af-
ter the radiation exposure. Dotted lines indicate the
boundaries of the 95% confidence interval for linear re-
gression.
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мость облученных ОСК по сравнению с осталь-
ными клетками [15–17, 40]. Значительно меньше
данных представлено в литературе о влиянии
фракционированного облучения на ОСК, причем
они касаются, в основном, рака молочной желе-
зы, рака предстательной железы и глиомы [41–
46], в то время как для РШМ данных крайне мало
[11]. В последнем исследовании продемонстри-
ровано более чем 20-кратное повышение доли
ОСК в культуре SiHa после фракционированного
облучения в суммарной дозе 30 Гр. На примере
рака предстательной железы, головы и шеи пока-
зано, что длительное фракционированное облу-
чение в суммарных дозах, соответствующих кли-
ническому диапазону (50–70 Гр) и выше него
(90 Гр), с успехом может быть использовано для
получения радиорезистентных клеточных линий,
обогащенных ОСК [47, 48]. Вместе взятые, дан-
ные литературы и результаты наших исследова-
ний свидетельствуют о резистентности ОСК раз-
ных локализаций не только к однократному, но и
фракционированному воздействию редкоиони-
зирующего излучения.

Интересно, что в ряде исследований проводи-
лось сопоставление эффектов острого однократ-
ного и фракционированного облучения in vitro по
критерию изменения доли ОСК, выявляемых по
иммунофенотипу в клеточных культурах глиомы
[43, 44], или по критерию количества маммосфер,
образующихся после облучения стабильных
культур рака молочной железы [41]. В этих иссле-
дованиях показаны более выраженные эффекты
фракционированного облучения по сравнению с
однократным. Так, например, в работе Kim et al.,
2011 [44] установлено, что доля CD133+ ОСК
глиомы повышается по сравнению с контролем
примерно в 3 раза при однократном облучении в
дозе 6 Гр, и в 6 раз при фракционированном облу-
чении в режиме 3 × 2 Гр. Кроме того, именно по-
сле фракционированного облучения авторы по-
казали наибольшее увеличение экспрессии генов
Sox2, Notch2, β-катенина и др., связанных со
стволовым состоянием клеток. К числу возмож-
ных причин более выраженного повышения ко-
личества ОСК при фракционированном облуче-
нии по сравнению с однократным можно отнести
дополнительную индукцию радиорезистентно-
сти ОСК между фракциями дозы, многократный
пострадиационный отбор наиболее резистентных
клеток, многократную индукцию дедифференци-
ровки не стволовых клеток после каждой фрак-
ции дозы.

Несомненно, регуляция пула ОСК в условиях
in vivo до использования противоопухолевых воз-
действий и, особенно, после их применения –
значительно более сложный процесс, чем в кле-
точных культурах in vitro, поскольку включает

влияние множества сигнальных молекул (напри-
мер, TGF-b1, FGF, IL-6, HIF, Wnt лиганды и т.д.),
секретируемых не только опухолевыми, но и раз-
личными стромальными клетками, в том числе
эндотелиальные, иммунные клетки, опухоль-ас-
социированные макрофаги, фибробласты, нор-
мальные стволовые клетки [48, 49]. Кроме кле-
точных и гуморальных факторов, в формирова-
нии пула и биологических свойств ОСК
участвуют такие физические факторы как кон-
центрация кислорода и рН внеклеточной среды,
влияющие на радиочувствительность. Поэтому
выяснение закономерностей радиационного от-
вета ОСК в злокачественных новообразованиях
in vivo представляет отдельный интерес. В данной
работе впервые исследовано изменение доли
ОСК после первых сеансов дистанционной луче-
вой терапии РШМ. Доля ОСК была определена в
соскобах с шейки матки среди всех ядросодержа-
щих клеток (за исключением лимфоидных) с по-
мощью проточной цитометрии, которая не поз-
воляет проводить одновременный морфологиче-
ский анализ и идентифицировать опухолевые
клетки, поэтому изменение доли ОСК в исследу-
емом материале после радиационного воздей-
ствия может отражать изменение соотношения
опухолевые/нормальные клетки и соотношения
ОСК/общая масса опухолевых клеток. Тем не ме-
нее, хотя относительное количество опухолевых
клеток в исследованных соскобах могло умень-
шиться после облучения в СОД 10 Гр по сравне-
нию с исходным уровнем, у части (38%) больных
зарегистрировано возрастание доли ОСК в ходе
лучевой терапии. Причем такое повышение было
выражено в наибольшей степени у больных с ис-
ходно низким количеством ОСК и, напротив,
при высокой доле ОСК до лечения отмечалось
снижение этого показателя после облучения (рис. 5).
Аналогичная закономерность была продемон-
стрирована нами ранее в группе больных раком
верхних дыхательных путей, у которых сравнива-
ли долю ОСК в биопсийном материале до лече-
ния и после облучения в СОД 10 Гр [50]. В целом
такая закономерность согласуется с результатами,
полученными in vitro на культурах HeLa и SiHa,
свидетельствующими о более выраженном повы-
шении доли ОСК после облучения именно в
культуре с исходно низким уровнем ОСК, воз-
можно, из-за относительно низкой пролифера-
тивной активности этих клеток, определяющей
их высокую радиорезистентность. В дальнейшем
несомненно важной задачей является выяснение
прогностического значения количественных из-
менений ОСК РШМ после первых сеансов луче-
вой терапии в отношении ближайших и отдален-
ных результатов лечения. О перспективности ра-
боты в этом направлении свидетельствуют
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результаты, полученные недавно индийскими ав-
торами. В этом исследовании рассматривается
значимость маркеров ОСК РШМ (их экспрессия
изучалась в биопсийном материале больных по-
сле проведения дистанционной лучевой терапии
в СОД 46–50 Гр на фоне еженедельного введения
цисплатина) для прогноза эффективности пол-
ного курса лечения, включающего после дистан-
ционной лучевой терапии проведение внутрипо-
лостной брахитерапии до СОД 83 Гр [51, 52].

Таким образом, установлено статистически
значимое увеличение доли ОСК (SP) после фрак-
ционированного воздействия γ-излучения на
клеточные культуры РШМ линий HeLa SiHa в
диапазоне суммарных доз 2–10 Гр по сравнению
с контролем. Проточноцитометрический анализ
доли CD44+CD24low ОСК в соскобах с шейки мат-
ки 26 больных плоскоклеточным РШМ до лече-
ния и после воздействия высокоэнергетического
фотонного излучения в СОД 10 Гр (в режиме
стандартного фракционирования дозы по 2 Гр)
продемонстрировал повышение изучаемого по-
казателя у 38% больных после облучения; у
остальных больных наблюдалось уменьшение
этого показателя или его сохранение на исходном
уровне. При сравнении доли ОСК после облуче-
ния в подгруппах больных, у которых лучевая те-
рапия проводилось одновременно с еженедель-
ным введением препарата цисплатин (n = 20) или
без него (n = 6), различий не обнаружено. Однако
из-за относительно небольшого количества боль-
ных сравнительные данные о динамике ОСК при
СЛТ и ХЛТ следует считать предварительными.
В целом полученные результаты свидетельствуют
о наличии существенных индивидуальных разли-
чий в ответе ОСК РШМ на радиационное воздей-
ствие, а также обосновывают принципиальную
возможность дальнейшего исследования прогно-
стической значимости количественных измене-
ний ОСК после первых сеансов лучевой терапии
в отношении ближайших и отдаленных результа-
тов лечения.
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Effect of Fractionated Low-LET Radiation Exposure on Cervical Cancer Stem Cells 
under Experimental and Clinical Conditions
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Numerous studies have proven a high resistance of cancer stem cells (CSCs) to a single-dose low-LET ioni-
zing radiation exposure in vitro. These data are the basis for the assumption about the important role of CSCs
in cancer recurrence after conventional radiation therapy. However, the patterns and mechanisms of frac-
tionated radiation effects on this population of cells have not been studied enough, and there are only a few
publications regarding cervical cancer. Therefore, the purpose of this work is to elucidate the quantitative
changes of CSC population after low-LET radiation exposure using conventional fractionation regimen in vitro
(in cervical cancer cell lines HeLa and SiHa) and in vivo (in cervical scrapings from patients with squamous
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cell cervical cancer during radiation therapy). Using f low cytometry, the proportion of CSCs was measured
in these cell lines after each dose fraction until a cumulative dose of 10 Gy was reached, and in clinical samples
of 26 patients before treatment and after irradiation at a cumulative dose of 10 Gy to point A. CSCs were iden-
tified in cell cultures by the ability of these cells to pump out the f luorescent dye Hoechst33342 and form a
side population (SP), in cervical scrapings – by CD44+CD24low immunophenotype. A statistically signifi-
cant increase in the proportion of CSCs was found after fractionated irradiation of cervical cell cultures in the
range of 2–10 Gy, as compared with the unirradiated control. High individual variability in the proportion of
CD44+CD24low CSCs was detected in cervical scrapings before treatment and after radiation exposure. Ra-
diation-induced increase in this indicator was observed in 38% of patients; in other patients, a decrease in this
indicator was found after irradiation at a cumulative dose of 10 Gy or its preservation at the initial level. A high
inverse correlation was observed between the CSC proportion before treatment with its change after irradia-
tion (R = –0.71; p < 0.0001). The obtained results indicate the significant individual differences in the re-
sponse of cervical CSCs to radiation treatment and substantiate the fundamental possibility of further inves-
tigation of the prognostic significance of CSC quantitative changes after the first sessions of radiotherapy with
regard to the short- and long-term results of treatment.

Keywords: cervical cancer, cancer stem cells, side population, HeLa, SiHa, ionizing radiation, radiosensiti-
vity, f low cytometry, immunophenotyping
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