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Лучевая терапия является одним из основных методов лечения злокачественных новообразований,
в том числе рака молочной железы. Однако известно, что она может приводить к увеличению коли-
чества опухолевых стволовых клеток, которые резистентны к традиционным противоопухолевым
воздействиям и, как полагают, ответственны за развитие рецидивов и метастазов. Поэтому значи-
тельный интерес представляет разработка средств элиминации опухолевых стволовых клеток, осо-
бенно в комбинации с ионизирующими излучениями. В работе изучены эффекты одиночного и
комбинированного действия новых серий узкобороздочных лигандов ДНК – димерных бисбензи-
мидазолов DBA(n) и DBPA(n) (где n – число метиленовых групп между двумя бисбензимидазоль-
ными блоками) и γ-излучения на клетки рака молочной железы человека линии MCF-7 in vitro. В
частности, выбраны соединения с максимальным цитотоксическим действием и связыванием с
клетками, а затем изучено влияние последних на популяцию CD44+CD24−/low опухолевых стволо-
вых клеток и радиационно-индуцированный эпителиально-мезенхимальный переход по критерию
экспрессии виментина. Показано увеличение уровня экспрессии этого белка и одновременно отно-
сительного количества опухолевых стволовых клеток после одиночного действия γ-излучения в до-
зе 4 Гр. Соединения DBPA (1,4) в комбинации с облучением блокировали радиационно-индуциро-
ванную экспрессию виментина и снижали относительное количество опухолевых стволовых клеток
в 1.7 и 4.1 раз по сравнению с облучением (р = 0.041 и р = 0.005) соответственно. При этом происхо-
дило уменьшение абсолютного количества опухолевых стволовых клеток в 2.8 и 12.0 раз по сравне-
нию с облучением (р = 0.029 и р = 0.004) соответственно. Напротив, одиночное и комбинированное
с γ-излучением действие DBA(5,7) увеличивало уровень экспрессии виментина и эти же соедине-
ния при комбинированном применении с облучением увеличивали относительное количество опу-
холевых стволовых клеток в 3.1 и 3.6 раза (р = 0.006 и р = 0.005) соответственно по сравнению с об-
лучением. Абсолютное количество опухолевых стволовых клеток возрастало при этом в 2.2 и 1.5 ра-
за (p = 0.017 и p = 0.032), соответственно. Полученные данные показывают тесную связь процесса
эпителиально-мезенхимального перехода и формирования пула опухолевых стволовых клеток по-
сле радиационного воздействия, а также свидетельствуют о перспективности дальнейшего изуче-
ния DBPA(1,4) как средств элиминации опухолевых стволовых клеток в условиях in vivo. 

Ключевые слова: димерные бисбензимидазолы, опухолевые стволовые клетки, эпителиально-мезенхи-
мальный переход, ионизирующее излучение, комбинированное воздействие, проточная цитометрия, ви-
ментин. 
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По данным Всемирной организации здраво-
охранения рак молочной железы является наибо-
лее часто встречающимся злокачественным но-
вообразованием среди женщин. Так, в 2020 г. бы-
ло зарегистрировано свыше 2.2 млн новых
случаев [1]. Несмотря на прогресс в лечении зло-
качественных новообразований молочной желе-
зы, основанный на применении комбинирован-
ных методов, включающих радио-, химио-, гор-
моно- и таргетную терапию, существует высокий
риск развития метастазов и рецидивов, в связи с
устойчивостью некоторых клеток опухоли к тера-
пии. Поэтому основная цель в борьбе со злокаче-
ственными новообразованиями заключается в
преодолении терапевтической резистентности и
предотвращении рецидива заболевания. В насто-
ящее время имеются убедительные доказатель-
ства того, что опухоли, в том числе и рак молоч-
ной железы, имеют иерархическую организацию
и управляются небольшой долей клеток, облада-
ющей свойствами стволовых – опухолевыми
стволовыми клетками (ОСК) или опухоль-ини-
циирующими [2, 3]. Эти клетки не только отвеча-
ют за инициацию, рост и развитие опухолей, но
также участвуют в метастазировании и формиро-
вании резистентности к лечению, включая луче-
вую терапию [4–7]. Поэтому многие исследовате-
ли полагают, что именно ОСК определяют
эффективность лечения злокачественных ново-
образований. 

Для идентификации и выделения ОСК в опу-
холях разных локализаций используется целый
ряд иммунофенотипических и функциональных
маркеров. Например, для ОСК молочной железы
характерен иммунофенотип CD44+CD24−/low [8,
9]. Показано, что клетки CD44+CD24−/low ини-
циируют развитие опухоли, являются более ра-
дио- и химиорезистентными по сравнению с
остальными (не стволовыми) клетками рака мо-
лочной железы, способствуют метастазированию
и, более того, воздействие редкоионизирующего
излучения может приводить к увеличению их ко-
личества [10–16]. Одними из основных механиз-
мов, которые участвуют в формировании пула
ОСК после облучения, являются процесс эпите-
лиально-мезенхимального перехода (ЭМП), ко-
торый усиливается под влиянием радиационного
воздействия, и радиационная инициация про-
граммы дедифференцировки опухолевых клеток
в ОСК [17–23]. 

Сокращения: ОСК – опухолевые стволовые клетки;
ЭМП – эпителиально-мезенхимальный переход; DB(n),
DBA(n), DBPA(n) – димерные бисбензимидазолы различ-
ных серий (dimeric bisbenzimidazoles, n – число метилено-
вых групп в линкере); ФИТЦ – флуоресцеинизотиоциа-
нат; МТТ – 3-(4,5-диметилтиазолил-2)-2,5-дифенилтетра-
золия бромид (methyl thiazolyl tetrazolium). 

Как известно, тесно связанные друг с другом
процессы ЭМП и дедифференцировки, опосре-
дованы сложным комплексом эпигенетических
механизмов, включая ремоделирование хромати-
на, модификации гистонов, метилирование ДНК
и др. [24–27]. Поэтому стремительно растет коли-
чество публикаций, изучающих важную роль
эпигенетических механизмов в изменениях кри-
тически важной популяции ОСК в ответ на про-
тивоопухолевые воздействия, в том числе на об-
лучение. Подобные исследования способствуют
разработке средств, направленных на элимина-
цию ОСК и/или повышение их чувствительности
к известным противоопухолевым воздействиям.
В этой связи значительный интерес представляют
оригинальные низкомолекулярные ДНК-связы-
вающие соединения из класса димерных бисбен-
зимидазолов (dimeric bisbenzimidazoles – DB), ко-
торые связываются с AT-парами двуцепочечной
ДНК по узкой бороздке. В основной структуре
DB находятся два бисбензимидазольных блока,
соединенных между собой олигометиленовым
линкером с разным числом (n) метиленовых
групп (рис. 1). Оказалось, что DB являются инги-
биторами ферментов, участвующих в ремодели-
ровании хроматина, таких как ДНК-метилтранс-
фераза и эукариотическая ДНК-топоизомераза I
[28–31]. Нами показано, что соединения, создан-
ной ранее серии DB(n) (где n = 1–11), являются
высокотоксичными для общей популяции опу-
холевых клеток рака молочной железы линии
MCF-7 [32], а DB(5,7) эффективно снижают пул
ОСК после комбинированного применения с
ионизирующим излучением и, что важно, блоки-
руют радиационно-индуцированный ЭМП [16,
33]. Однако соединения серии DB(n) труднорас-
творимы в водных растворах, что существенно
влияет на проведение клеточных исследований
in vitro и затрудняет их использование в условиях
in vivo. Поэтому в данной работе мы впервые оце-
нили и сравнили действие новых серий DB – во-
дорастворимых соединений DBA(n), где
n = 1,3,5,7,9,11, и DBPA(n), где n = 1–4 (рис. 1) –
на опухолевые клетки линии MCF-7 после оди-
ночного действия и в комбинации с ионизирую-
щим излучением. Cерия DBA(n) отличается от се-
рии DB(n) наличием на концах молекул N,N-ди-
метилпропилкарбоксамидных групп вместо
N-метилпиперазиновых, что повышает их гидро-
фильность. В свою очередь серия DBPA(n) отли-
чается от серии DBA(n) наличием в олгометиле-
новом линкере, связывающем два бисбензими-
дазольных блока, 1,4-пиперазина, что
превращает молекулы DBPA(n) при нейтральных
рН в тетракатионы, способствуя их лучшей рас-
творимости в водной среде и повышает их аффи-
ность к ДНК. Соединения DBA(5,7) и DBPA(1,4),
которые продемонстрировали максимальные ци-
тотоксические эффекты и связывание с клетка-
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ми, были изучены в плане их влияния на размер
пула ОСК и радиационно-индуцированный
ЭМП по критерию экспрессии виментина – од-
ного из основных белковых маркеров ЭМП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. Клетки аденокарци-
номы молочной железы человека линии MCF-7
были получены из Российской коллекции кле-
точных культур Института цитологии РАН
(Санкт-Петербург, Россия). Клетки культивиро-
вали в полной питательной среде DMEM
(«ПанЭко», Россия), содержащей 10% сыворотки
крупного рогатого скота (Biosera, Франция),
стрептомицин (50 мг/л, «ПанЭко», Россия), пе-
нициллин (50000 ед/л, «ПанЭко», Россия), и
L-глютамин (292 мг/л, «ПанЭко», Россия) в пла-
стиковых культуральных флаконах (Corning,
США). Инкубацию клеток проводили в СО2-ин-
кубаторе (Shellab, США) при 37°С в увлажненной

атмосфере, содержащей 5% СО2. Клетки рассева-
ли два раза в неделю, снимая с флаконов с помо-
щью растворов Версена и Трипсина («ПанЭко»,
Россия).

Исследуемые соединения. Изучаемые серии ди-
мерных бисбензимидазолов (DB) были синтези-
рованы в Институте молекулярной биологии
им. В.А. Энгельгардта РАН. Исследуемые соеди-
нения являются низкомолекулярными флуорес-
центными аналогами димеров красителя Хёхст
33258 (Bis-Ht 33258), которые способны некова-
лентно и сайт специфично связываться с AT-па-
рами малой бороздки ДНК, при этом занимая до
одного ее витка. Соединения между сериями от-
личаются структурой линкера, а внутри серии от-
личаются между собой числом n – метиленовых
групп, соединяющим два бисбензимидазольных
блока (рис. 1). 

Первая серия DB представлена флуоресцент-
ными и хорошо растворимыми в воде соединени-

Рис. 1. Химические структуры Bis-Ht 33258 и димерных бисбензимидазолов DB(n), DBA(n), DBPA(n), где n – метилено-
вые группы, соединяющие два бисбензимидазольных блока.
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ями DBА(n), где n = 1, 3, 5, 7, 9, 11. Линкерами
между двумя бисбензимидазольными блоками
являются производные алифатических дикарбо-
новых кислот, олигометиленовые цепочки кото-
рых обладают конформационной подвижностью
и низким сродством к сахаро-фосфатному остову
и парам оснований ДНК. Для улучшения раство-
римости в водных растворах и увеличения аф-
финности к ДНК гидрофобные фенильные ядра в
концевых группах Ht 33258 заменены на гидро-
фильные CONH-группы (рис. 1). Подробное
описание метода синтеза DBА(n) приведено в ра-
боте [34].

Во второй серии соединений – DBPA(n) (n = 1,
2, 3, 4) – для увеличения растворимости в воде в
структуру олигометиленового линкера введен
остаток 1,4-пиперазина, увеличивающий поло-
жительный заряд молекулы, а концевые остатки
N-метилпиперазина заменены на N-диметил-
аминопропилкарбоксамидные группы (рис. 1).
Методика синтеза DBPA(n) описана в работе [35].

Оценка одиночного действия DBA(n) и DBPA(n)
на общее количество и жизнеспособность клеток
линии MCF-7. Клетки снимали со дна культу-
ральных флаконов после 72-часовой инкубации с
изучаемыми соединениями в концентрациях 5–
100 мкМ/л в полной питательной среде и опреде-
ляли их количество с помощью камеры Горяева.

Жизнеспособность клеток, обработанных
DBA(n) и DBPA(n), оценивали с помощью стан-
дартного метилтетразолиевого теста (МТТ-теста)
через 72 ч после добавления соединений. Для это-
го клетки рассевали в 96-луночные планшеты
(Corning Costar, США) по 5000 клеток в лунку.
Через сутки в лунки вносили исследуемые соеди-
нения в концентрациях 5–100 мкМ/л. После
72-часовой инкубации клеток с соединениями в
полной питательной среде, среду с DB сливали и
добавляли к клеткам реактив MTT (Sigma, США)
по 150 мкл в лунку в концентрации 0.25 мг/мл
бессывороточной среды DMEM. Планшеты ин-
кубировали в темноте при 37°С в увлажненной ат-
мосфере, содержащей 5% СО2, в течение 3 ч. По-
сле инкубации с реактивом MTT, к клеткам до-
бавляли по 150 мкл диметилсульфоксида.
Окраску регистрировали при длине волны более
545 нм на микропланшетном фотометре для им-
муноферментного анализа STAT FAX 2100
(Awareness Tech. Inc., США). Полученные данные
использовали для определения ингибирующих
концентраций IC50 и IC30 по критериям сниже-
ния общего количества клеток и их жизнеспособ-
ности по сравнению с интактным контролем, ес-
ли удавалось добиться ингибирующего эффекта. 

Определение интенсивности связывания DBA(n)
и DBPA(n) с клетками и субклеточного распределе-
ния. Проточная цитометрия с УФ-лазером и флу-
оресцентная микроскопия были использованы

для количественной оценки связывания исследу-
емых соединений с клетками и изучения их суб-
клеточного распределения благодаря способно-
сти соединений образовывать флуоресцирующие
комплексы с двуцепочечной ДНК и при этом
иметь схожие друг с другом спектры поглощения
в УФ-области и флуоресценции [28, 34, 35]. Для
оценки количества димерных бисбензимидазо-
лов, связавшихся с клетками через 24 ч после пе-
ресева к ним добавляли DBA(1,3,5,7,9,11), или
DBPA(1,2,3,4) в концентрациях 5–100 мкМ/л.
Через 72 ч после добавления соединений клетки
извлекали из флаконов в фосфатно-солевом бу-
фере и анализировали на проточном цитофлуо-
риметре FACS Vantage (BD Biosciences, США),
оснащенном двумя лазерами с длинами волн
488 нм и 364 нм. Первый лазер использовался для
анализа светорассеяния клеток и выделения ре-
гиона для последующего изучения флуоресцен-
ции. Флуоресценцию DBA(n) и DBPA(n) измеря-
ли в синей области спектра (424/44 нм) при
λвозб = 364 нм. 

Субклеточное распределение DBA(n) изучали
с помощью лазерной сканирующей микроскопии
через 72 ч инкубации этих соединений в концен-
трации 20 мкМ/л с клетками. Анализ проводили
на лазерном конфокальном микроскопе TCS SPE
4000 (Leica Microsystems, Германия). Для возбуж-
дения флуоресценции DBА(n) использовали
твердотельный лазер с длиной волны 405 нм. Диа-
пазон регистрации флуоресценции был задан в
пределах 410–550 нм. Субклеточное распределе-
ние DBPA(n) изучали через 72 ч инкубации этих
соединений в концентрации 20 мкМ/л с клетка-
ми с помощью флуоресцентной микроскопии
(из-за отсутствия технической возможности ра-
ботать на конфокальном микроскопе). Анализ
проводили на флуоресцентном микроскопе
Optiphot-2 (Nicon, Япония) при увеличении объ-
ектива 40× с использованием блока флуоресцент-
ных фильтров UV-2А (длина волны возбуждения
флуоресценции составляла 330–380 нм, реги-
страции – более 420 нм).

Отдельно оценивали связывание DBA(5,7) и
DBPA(1,4) с CD44+СD24−/low ОСК и остальными
клетками. Через 72 ч после инкубации с соедине-
ниями в концентрации 20 мкМ/л клетки извлека-
ли из флаконов, затем окрашивали с помощью
антител к CD44 и CD24, меченных флуоресцеи-
низотиоцианатом (ФИТЦ) и фикоэритрином,
как подробно описано ниже, и анализировали с
помощью проточного цитофлуориметра FACS
Vantage. Для измерения флуоресценции ФИТЦа
и фикоэритрина использовали стандартные све-
тофильтры 530/30 и 585/42 нм соответственно
(при λвозб= 488 нм). Интенсивность флуоресцен-
ции DBA(n) и DBPA(n) измеряли в синей области
спектра (424/44 нм) при λвозбуждения= 364 нм.
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Данные о флуоресценции ФИТЦа, фикоэритри-
на и изучаемых соединений записывали в файл.
При последующей обработке данных с помощью
программы CellQuestPro (BD Biosciences, США)
выделяли регион клеток CD44+СD24−/low, после
чего анализировали интенсивность флуоресцен-
ции DBA (5,7) и DBPA(1,4) в этом регионе и в
остальных клетках отдельно. 

Определение количества опухолевых стволовых
клеток CD44+СD24−/low после одиночного и комби-
нированного действия DBA(5,7) или DBPA(1,4) и
ионизирующего излучения. Через 24 ч после посева
к клеткам добавляли указанные соединения в ко-
нечной концентрации 20 мкМ/л. Клетки инкуби-
ровали с соединениями 24 ч в стандартных усло-
виях и подвергали воздействию γ-излучения на
установке «Рокус-АМ» (Россия) в дозе 4 Гр при
мощности дозы 1.5 Гр/мин. Часть образцов толь-
ко облучали, часть – только инкубировали с ис-
следуемыми соединениями в течение 72 ч. Кон-
тролем служили интактные клетки. 

Через 48 ч после облучения клетки извлекали
из флаконов в холодный раствор Хэнкса и инку-
бировали со смесью моноклональных антител к
CD44, меченных ФИТЦем (BD Biosciences,
США), и антител к CD24, меченных фикоэритри-
ном (BD Biosciences, США), из расчета по 20 мкл
антител на 1 млн клеток. Для контроля неспеци-
фического связывания использовали монокло-
нальные антитела соответствующих изотипов к
гемоцианину улитки, конъюгированные с теми
же флуорохромами, что и антитела к указанным
поверхностным маркерам (BD Biosciences,
США). Пробы инкубировали с антителами в те-
чение 30 мин на льду в темноте, затем отмывали в
фосфатно-солевом буфере и анализировали на
проточном цитофлуориметре FACS Vantage. Для
измерения флуоресценции ФИТЦа использова-
ли узкополосные фильтры 530/30 нм, для фикоэ-
ритрина – 585/42 нм. Полученные данные об ин-
тенсивности прямого и бокового светорассеяния,
флуоресценции ФИТЦа и фикоэритрина запи-
сывали в файл, который обрабатывали с помо-
щью программы CellQuestPro (BD Biosciences,
США). Определяли относительное количество
(в %) ОСК с иммунофенотипом CD44+СD24−/low

среди неповрежденных клеток, выделенных по
параметрам прямого и бокового светорассеяния
по общепринятой методике. Абсолютное количе-
ство ОСК CD44+СD24−/low определяли путем
умножения доли этих клеток на общее количе-
ство клеток во флаконе, определенное с помо-
щью камеры Горяева.

Определение экспрессии виментина после оди-
ночного и комбинированного действия DBA(5,7)
или DBPA(1,4) и ионизирующего излучения. Ис-
пользовали те же условия комбинированного

воздействия, что при исследовании количествен-
ных изменений пула ОСК, т.е. концентрация со-
единений составляла 20 мкМ/л, доза облучения –
4 Гр, а время после облучения (48 ч) было выбра-
но по результатам проведенных ранее исследова-
ний [16, 33]. По окончании инкубации с исследу-
емыми соединениями клетки снимали со дна
культуральных флаконов, из каждого флакона от-
бирали аликвоты по 250 тыс. клеток, которые
фиксировали и до анализа хранили в ацетоне при
–20°С. Перед окрашиванием клетки трехкратно
отмывали в фосфатно-солевом буфере c 1%-м
бычьим сывороточным альбумином, после чего
инкубировали с моноклональными антителами к
виментину, меченными фикоэритрином
(BD Biosciences, США), в течение 1ч при комнат-
ной температуре в соотношении 5 мкл
антител/250 тыс. клеток. Для контроля неспеци-
фического связывания использовали монокло-
нальные антитела того же изотипа к гемоцианину
улитки, конъюгированные с фикоэритрином (BD
Biosciences, США). После инкубации клетки от-
мывали от несвязавшихся антител в фосфатно-
солевом буфере и немедленно анализировали с
помощью проточного цитофлуориметра FACS
Calibur (BD Biosciences, США) по показателям
интенсивности прямого и бокового светорассея-
ния и флуоресценции фикоэритрина. C помо-
щью программы CellQuestPro определяли сред-
нюю интенсивность флуоресценции фикоэ-
ритрина в клетках после исключения дебриса по
показателям светорассеяния. 

Статистическая обработка результатов. Стати-
стическую обработку результатов проводили по
критерию Манна–Уитни, с помощью программы
Statistica 6.0 (StatSoft Inc., США). Для построения
графиков и определения IC30 и IC50 использовали
программу Origin 6.0 (Microcal Software Inc.,
США). Все эксперименты выполнены не менее
чем в трех повторах. Полученные результаты объ-
единяли. Различия считали значимыми при
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Цитотоксическое действие DBA(n) и DBPA(n)
на общую популяцию клеток MCF-7 при их одиноч-
ном применении. Как установлено с помощью
МТТ-теста, инкубация клеток MCF-7 с
DBA(1,3,5,7,9,11) не влияла на жизнеспособность
общей массы опухолевых клеток (табл. 1). Но ко-
личество клеток, которые оставались на дне куль-
туральных флаконов после обработки трипсином
и версеном, снижалось после инкубации с
DBA(n), причем этот эффект был выражен в наи-
большей степени в случае DBA(5,7). Значения
IC30 и IC50 для соединений серии DBA(n), кото-
рые соответствуют концентрациям, вызываю-



534

БИОФИЗИКА  том 68  № 3  2023

ЧУРЮКИНА и др.

щим снижение количества клеток во флаконе на
30 и 50% соответственно, приведены в табл. 1. 

Соединения DBPA(1,2,3,4) оказались цито-
токсичными для общей популяции клеток
MCF-7. Все соединения этой серии DB значи-
тельно уменьшали как количество опухолевых
клеток, так и их жизнеспособность по данным
МТТ-теста. Как показано в табл. 2, соединения
DBPA(1,4) продемонстрировали наиболее выра-
женное ингибирующее действие на клетки линии
MCF-7 по обоим используемым критериям (жиз-
неспособности и количеству клеток). 

Интенсивность связывания с клетками и субкле-
точное распределение DBA(n) и DBPA(n). При
оценке интенсивности связывания с клетками
первой серии изучаемых соединений – DBA(n) –
результаты проточной цитофлуориметрии пока-
зали, что флуоресценция клеток возрастала после
инкубации с любым из соединений DBA(1–11), а
при использовании концентрации 40 мкМ/л и
более была выше по сравнению с контрольной
аутофлуоресценцией (рис. 2). Наблюдалась ли-
нейная зависимость интенсивности флуоресцен-
ции клеток от концентрации этих соединений в
среде культивирования. При этом интенсивность
флуоресценции клеток, инкубированных с
DBА(5,7,9) была существенно выше, чем при ин-

кубации с DBА(1,3,11). Однако по данным лазер-
ной сканирующей микроскопии изучаемые со-
единения практически не проникали в клетки и
соответственно не накапливались в ядрах, но
DBА(5,7,9) образовывали ярко светящиеся кон-
гломераты с наружной стороны клеточной мем-
браны и в межклеточном пространстве (рис. 3).

Таблица 1. Ингибирующие концентрации IC30 и IC50 (мкМ/л) соединений DBA(n) по двум критериям оценки
эффектов после инкубации с клетками МСF-7 в течение 72 ч

Критерии оценки 
эффектов

DBA(1) DBA(3) DBA(5) DBA(7) DBA(9) DBА(11)

IC30 IC50 IC30 IC50 IC30 IC50 IC30 IC50 IC30 IC50 IC30 IC50

Количество клеток 
(подсчет клеток в 
камере Горяева)

24 1 43 6 27 7 55 0 21 0 40 2 19 7 36 3 24 4 44 0 30 2 45 7

Жизнеспособность 
(МТТ-тест)

Ингибирование жизнеспособности клеток не установлено, поэтому IC30 и IC50 
не вычисляли

Таблица 2. Ингибирующие концентрации (мкМ/л) IC30 и IC50 соединений DBРA(n) по двум критериям оценки
эффектов после инкубации с клетками МСF-7 в течение 72 ч

Критерии оценки эффектов
DBPA(1) DBPA(2) DBPA(3) DBPA(4)

IC30 IC50 IC30 IC50 IC30 IC50 IC30 IC50

Количество клеток (подсчет клеток 
в камере Горяева) 15 5 24 9 21 1 45 2 27 5 47 6 20 0 34 5

Жизнеспособность клеток (МТТ-тест) 32 5 55 4 52 3 87 5 60 1 100 0 37 4 61 3

Рис. 2. Зависимость средней интенсивности флуорес-
ценции клеток линии MCF-7 от концентрации
DBA(n), где n = 1, 3, 5, 7, 9, 11. 



БИОФИЗИКА  том 68  № 3  2023

ВЛИЯНИЕ ДНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ ЛИГАНДОВ 535

Следует отметить что, если до анализа на флуо-
ресцентном микроскопе не отмывать клетки от
среды культивирования, содержащей DBA(n), то
визуализируются массивные скопления флуорес-
цирующего материала, который распределяется
независимо от клеток, что является характерным
признаком агрегации DBA(n) в культуральной
среде. 

По данным проточной цитометрии интенсив-
ность флуоресценции клеток, инкубированных с

DBPA(1,2,3,4), была статистически значимо вы-
ше таковой в контроле при всех использованных
концентрациях (рис. 4). Наблюдалась линейная
зависимость интенсивности флуоресценции кле-
ток от концентрации этих соединений в среде
культивирования. Наибольшее связывание про-
демонстрировали два соединения – DBPA(1) и
DBPA(4). При этом оба соединения проникали в
клеточные ядра, где распределялись достаточно
равномерно (рис. 5). Цитоплазма относительно
слабо окрашивалась этими соединениями, кото-
рые распределялись там в виде небольших гранул.
Интересно, что спектр флуоресценции цитоплаз-
матических гранул смещался в более длинновол-
новую область по сравнению с ядерной флуорес-
ценцией. DBPA(2,3) связывались с клетками зна-
чительно слабее, чем остальные соединения
(p < 0.01 при концентрации 40 мкМ/л). При этом
интенсивность флуоресценции ядер при приме-
нении DBРА(2,3) была значительно ниже по
сравнению с таковой после инкубации с
DBРА(1,4). 

Таким образом, для дальнейшего исследова-
ния эффектов действия серии соединений
DBA(n) на ОСК и ЭМП были выбраны DBA(5) и
DBA(7) в концентрации 20 мкМ/л, которые в
наибольшей степени снижали количество кле-
ток, оставшихся на дне культуральных флаконов
при высоком связывании с клеточной поверхно-
стью. По совокупности свойств (высокое связы-
вание с клетками, накопление в ядрах и наиболее
выраженное ингибирующее действие) из серии

Рис. 3. Фотографии клеток линии МСF-7, инкубированных с DBA(n), где n = 1,3,5,7,9,11, в концентрации 20 мкМ/л
в течение 72 ч, полученные с помощью лазерной сканирующей микроскопии (увеличение объектива ×63,
λвозб = 405 нм, λэмис = 410–550 нм).

Рис. 4. Зависимость средней интенсивности флуорес-
ценции клеток линии MCF-7 от концентрации DBPA(n),
где n = 1, 2, 3, 4.
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DBPA(n) были выбраны два соединения –
DBPA(1) и DBPA(4) в концентрации 20 мкМ/л. 

Интенсивность связывания DBA(5,7) и
DBPA(1,4) с опухолевыми стволовыми и остальны-
ми клетками. Результаты проточноцитометриче-
ского исследования интенсивности связывания
соединений DBA(5,7) отдельно с ОСК и осталь-
ными клетками представлены на рис. 6. Показа-
но, что инкубация как с DBA(5), так и с DBA(7)
приводит к значительному увеличению флуорес-
ценции ОСК и остальных клеток по сравнению с
контролем (p < 0.001), что соответствует результа-
там исследования общей популяции клеток
(рис. 2 и 3). При этом установлено, что ОСК свя-
зывают DBA(5) в 4.9 раза, а DBA(7) – в 4.2 раза
интенсивнее, чем остальные клетки (р < 0.005 в
обоих случаях).

Соединения DBPA(1,4), также как и первая се-
рия DBA(n), более эффективно окрашивали
ОСК, чем остальные клетки (р < 0.001). Важно,
что, несмотря на высокую экспрессию в ОСК
транспортеров откачки многих химических ве-
ществ, исследуемые DBPA(1) и DBPA(4) накап-
ливались в ОСК интенсивнее в 3.8 и 4.0 раза, чем
в остальных клетках соответственно (p < 0.01 в
обоих случаях) (рис. 7).

Изменение относительного и абсолютного количе-
ства опухолевых стволовых клеток CD44+СD24−/low

после одиночного и комбинированного действия
DBA(5,7) или DBPA(1,4) и γ-излучения. Эффекты
одиночного и комбинированного действия ис-
следуемых DB и γ-излучения на ОСК оценивали
через 48 ч после облучения по изменению отно-
сительного и абсолютного количества клеток с

иммунофенотипом CD44+СD24−/low, который
часто используется для выявления ОСК молоч-
ной железы, в том числе в культуре линии MCF-7. 

Установлено, что однократное облучение в до-
зе 4 Гр приводит к увеличению относительного
количества клеток CD44+СD24−/low в среднем в
2.0 раза по сравнению с контролем (p = 0.04)
(риc. 8 и 9). 

Рис. 5. Фотографии клеток линии МСF-7, инкубированных с DBPA(n), где n = 1, 2, 3, 4, в концентрации 20 мкМ/л в
течение 72 ч, полученные с помощью флуоресцентной микроскопии (увеличение объектива ×40, λвозб = 330–380 нм,
λэмис > 420 нм). 

Рис. 6. Средняя интенсивность флуоресценции
CD44+CD24−/low ОСК и остальных клеток линии
MCF-7, инкубированных с DBA(5) или DBA(7) в
концентрации 20 мкМ/л, по данным витального ис-
следования с помощью проточной цитофлуоримет-
рии: * – р < 0.001 при сравнении с интенсивностью
контрольной аутофлуоресценции, ^ – p < 0.005 при
сравнении с флуоресценцией соответствующего со-
единения в популяции ОСК.
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Для соединений DBA(5) и DBA(7) показано,
что, как после одиночного, так и после комбини-
рованного действия с γ-излучением, относитель-
ное количество ОСК статистически значимо
возрастает (рис. 8). Так, DBA(5) и DBA(7) в
комбинации с ионизирующим излучением уве-
личивают относительное количество клеток
CD44+СD24-/low в 3.1 и 3.6 раза по сравнению  с
облучением (р = 0.006 и р = 0.005 соответственно).

По сравнению с интактным контролем эффект
выражен еще сильнее: DBA(5) и DBA(7) в комби-
нации с облучением увеличивают относительное
количество ОСК в 6.6 и 7.6 раза соответственно
(р < 0.001 в обоих случаях). Одиночное действие
DBA(5) и DBA(7) также приводит к значительно-
му увеличению относительного количества ОСК

Рис. 7. Средняя интенсивность флуоресценции
CD44+CD24−/low ОСК и остальных клеток линии
MCF-7, инкубированных с DBPA(1) или DBPA(4) в
концентрации 20 мкМ/л, по данным витального ис-
следования с помощью проточной цитофлуоримет-
рии: * – р < 0.001 при сравнении с интенсивностью
контрольной аутофлуоресценции, ^ – p < 0.01 при
сравнении с флуоресценцией соответствующего со-
единения в популяции ОСК. 

Рис. 8. Изменение относительного количества
CD44+СD24−/low ОСК после одиночного и комбини-
рованного действия DBA(5) или DBA(7) в концентра-
ции 20 мкМ/л и γ-излучения в дозе 4Гр. Указаны ве-
личины р при сравнении экспериментальных групп,
продемонстрировавших статистически значимые
различия.

Рис. 9. Изменение относительного количества CD44+СD24−/low ОСК после одиночного и комбинированного действия DB-
PA(1) или DBPA(4) в концентрации 20 мкМ/л и γ-излучения в дозе 4 Гр. Указаны величины р при сравнении эксперименталь-
ных групп, продемонстрировавших статистически значимые различия.
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по сравнению с интактным контролем – в 2.3 и
3.2 раза (p = 0.003 и p = 0.028 соответственно).

Напротив, для соединений DBPA(1) и
DBPA(4) из второй серии DB показана способ-
ность снижать относительное количество клеток
CD44+СD24-/low после облучения (рис. 9). Так,
предварительная инкубация клеток с DBPA(1)
перед облучением снижает долю ОСК в 1.7 раза
по сравнению с одиночным действием облучения
(р = 0.041), с DBPA(4) – в 4.1 раза (р = 0.005). Ин-
тересно, что и одиночное действие DBPA(1) при-
водит к значительному снижению относительно-
го количества ОСК в 3.7 раза по сравнению с ин-
тактным контролем (р = 0.015).

На рис. 10 представлено изменение абсолют-
ного количества клеток CD44+СD24-/low после
комбинированного действия DBA(5,7) и облуче-
ния. Показано, что комбинированное действие
DBA(5) или DBA(7) и облучения в дозе 4 Гр зна-
чимо увеличивает абсолютное количество клеток
CD44+СD24−/low по сравнению с одиночным
действием облучения в 2.2 и 1.5 раза соответ-
ственно (p = 0.017 и p = 0.032). Кроме того наблю-
дается тенденция к повышению абсолютного ко-
личества ОСК при одиночном применении как
DBА(5), так и DBA(7) при сравнении с интакт-
ным контролем. 

В отношении второй серии DB установлено,
что в комбинации с ионизирующим излучением
как DBPA(1), так и DBPA(4) значительно снижают

абсолютное количество клеток CD44+СD24−/low по
сравнению с одиночным облучением и контро-
лем (рис. 11). Так, DBPA(1) в комбинации с облу-
чением приводит к снижению абсолютного коли-
чества ОСК в 3.0 раза по сравнению с контролем
и в 2.8 раза по сравнению с облучением (р = 0.027
и р = 0.029 соответственно). Использование DB-
PA(4) в комбинации с облучением приводит к
еще более выраженному эффекту: различия по
сравнению с одиночным облучением достигают
12 раз (р = 0.004).

Изменение белковой экспрессии виментина по-
сле одиночного и комбинированного действия
DB(5) или DB(7) и γ-излучения.  Результаты оцен-
ки белковой экспрессии виментина в общей
культуре опухолевых клеток MCF-7 представле-
ны на рис. 12 и 13. Из рисунков следует, что в ин-
тактном контроле связывание антител к вимен-
тину не отличалось от неспецифического связы-
вания, что указывает на отсутствие экспрессии
виментина в общей массе опухолевых клеток
этой линии. При этом через 48 ч после облучения
в дозе 4 Гр наблюдалось специфическое связыва-
ние антител с виментином – одним из основных
маркеров ЭМП (р = 0.03), что свидетельствует об
индукции ЭМП под влиянием γ-излучения. 

Отмечалась тенденция к повышению экспрес-
сии виментина по сравнению с интактным кон-
тролем после инкубации клеток с соединениями
DBА(5) и DBА(7) в течение 72 ч, а также в течение
24 ч перед облучением и 48 ч после него (рис. 12).

Рис. 10. Изменение абсолютного количества
CD44+СD24−/low ОСК после одиночного и
комбинированного действия DBA(5) или DBA(7) в
концентрации 20 мкМ/л и γ-излучения в дозе 4 Гр.
Указаны величины р при сравнении экспериментальных
групп, продемонстрировавших статистически значимые
различия.

Рис. 11. Изменение абсолютного количества
CD44+СD24−/low ОСК после одиночного и
комбинированного действия DBPA(1) или DBPA(4) в
концентрации 20 мкМ/л и γ-излучения в дозе 4 Гр.
Указаны величины р при сравнении экспериментальных
групп, продемонстрировавших статистически значимые
различия.
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В случае DBA(7) различия достигали статистиче-
ской значимости (р = 0.03). Как было показано
выше, под влиянием этих же соединений проис-
ходило увеличение количества ОСК как при их
одиночном действии, так и при комбинирован-
ном применении с ионизирующим излучением
(рис. 8 и 9). Напротив, соединения из второй изу-

чаемой серии DBPA(1,4) блокировали радиаци-
онно-индуцированный ЭМП, снижая уровень
связывания антител к виментину до контрольных
значений неспецифического связывания
(рис. 13). Интересно, что эти же соединения в
комбинации с облучением снижали относитель-
ное и абсолютное количество ОСК по сравнению

Рис. 12. Интенсивность связывания клеток линии MCF-7 с антителами к виментину после одиночного и комбиниро-
ванного действия DBА(5) или DBА(7) и облучения в дозе 4 Гр по данным проточной цитометрии. Сплошная горизон-
тальная линия показывает среднюю интенсивность флуоресценции клеток после обработки контрольными иммуно-
глобулинами (изотипический контроль неспецифического связывания), пунктирные линии отмечают стандартную
ошибку (± SE) средней интенсивности флуоресценции в контроле неспецифического связывания. Указаны величины
p при сравнении с необлученным контролем (образцами после инкубации с антителами к виментину).

Рис. 13. Интенсивность связывания клеток линии MCF-7 с антителами к виментину после одиночного и комбиниро-
ванного действия DBPА(1) или DBPА(4) и облучения в дозе 4Гр по данным проточной цитометрии. Сплошная гори-
зонтальная линия показывает среднюю интенсивность флуоресценции клеток после обработки контрольными имму-
ноглобулинами (изотипический контроль неспецифического связывания). Пунктирные линии отмечают стандарт-
ную ошибку (± SE) средней интенсивности флуоресценции в контроле неспецифического связывания; * – p = 0.03
при сравнении с интактным контролем, ^ – p = 0.02 при сравнении с контролем неспецифического связывания.
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с одиночным действием ионизирующего излуче-
ния (рис. 9 и 11). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Перспективным направлением развития про-
тивоопухолевой терапии является разработка со-
единений, связывающихся с узкой бороздкой
двуцепочечной ДНК, которая важна для функци-
онирования большого числа ДНК-зависимых
ферментов и аллостерической регуляции тран-
скрипционных факторов [36–39]. Известно, что
узкобороздочные лиганды, нековалентно взаи-
модействующие с ДНК и занимающие специфи-
ческие последовательности в промоторах генов,
приводят к обратимому нарушению связывания с
ДНК факторов транскрипции и ряда ферментов,
участвующих в процессах репликации, репара-
ции и компактизации ДНК (топоизомеразы I, ме-
тилтрансферазы и др.). В отличие от традицион-
ных противоопухолевых препаратов на основе
интеркаляторов, такие соединения не приводят к
значительному искажению пространственной
структуры ДНК и характеризуются низкой мута-
генностью [40]. Поэтому узкобороздочные лиган-
ды ДНК из класса димерных бисбензимидазолов,
разрабатываемые российскими химиками на
протяжении ряда последних лет, представляют
значительный интерес в плане разработки на их
основе противоопухолевых средств. 

В данной работе нами были изучены две серии
водорастворимых соединений из класса DB, от-
личающиеся между собой структурой линкера –
DBA(1–11) и DBPA(1–4). Для этих серий DB на-
ми показаны различия по цитотоксичности и
способности связываться с опухолевыми клетка-
ми линии MCF-7 в адгезионной культуре in vitro.
Соединения DBA(n), в отличие от DBPA(n), не
проявили цитотоксическую активность по ре-
зультатам MTT-теста, но количество прикреп-
ленных к подложке клеток после инкубации с
первыми снижалось. Кроме того, DBA(n) не на-
капливались, в отличие от DBPA(n), ни в цито-
плазме, ни в ядрах клеток, а связывались с кле-
точной поверхностью. Очевидно, что DBA(n) вза-
имодействуют с поверхностными рецепторами и
способны влиять на адгезионные свойства клеток
в зависимости от количества связавшихся моле-
кул: так, DBA(5,7), которые интенсивнее всего
связываются с клеточной поверхностью, в наи-
большей степени снижают количество прикреп-
ленных клеток. Соединения DBPA(n) проникают
внутрь клеток, связываются с ядерной ДНК и, ве-
роятнее всего, оказывают цитотоксическое дей-

ствие на клетки путем ингибирования активно-
сти ферментов, реализующих метаболизм ДНК.

Для дальнейшего изучения действия DB на
ОСК были отобраны по два соединения из каж-
дой изучаемой серии, характеризующиеся высо-
ким связыванием с клетками и относительно вы-
сокой цитотоксичностью/способностью умень-
шать количество опухолевых клеток – DBA(5,7) и
DBPA(1,4). Показано, что ОСК, идентифициро-
ванные по иммунофенотипу CD44+CD24−/low,
связывают выбранные соединения из обоих се-
рий значительно сильнее, чем остальные клетки.
Эти данные следует признать весьма обнадежива-
ющими в плане направленного воздействия изу-
чаемых соединений именно на ОСК, тем более,
что, как показывают многочисленные исследова-
ния, ОСК способны более эффективно откачи-
вать во внеклеточную среду многие химические
соединения, включая традиционные химиопре-
параты [41]. 

Интересно, что высокое связывание DBA(5,7)
с ОСК не приводило к снижению их относитель-
ного количества, как можно было ожидать. На-
против, относительное и абсолютное количество
ОСК возрастало как после одиночного, так и по-
сле комбинированного действия этих соедине-
ний с γ-излучением. В то же время соединения
DBPA(1,4) значимо нивелировали стимулирую-
щее действие облучения на ОСК, снижая количе-
ство этих клеток. Можно было предположить, что
причина разнонаправленного действия изучен-
ных соединений заключается не только в их раз-
ной способности проникать внутрь клеток и свя-
зываться с ядерной ДНК, но и в различной спо-
собности влиять на ЭМП, который в настоящее
время считается одним из ключевых механизмов,
объясняющих изменение пула ОСК после раз-
личных терапевтических воздействий, в том чис-
ле и ионизирующего излучения. В основе этого
предположения, с одной стороны, лежат данные
литературы и результаты собственных исследова-
ний об увеличении пула ОСК за счет индукции
ЭМП [16, 20, 33, 42]. Известно, что этот процесс,
приводящий к дедифференцировке и приобрете-
нию свойств ОСК, регулируется на разных уров-
нях, включая клеточную передачу сигналов
(JAK2/STAT3 и др.), контроль транскрипции
(SNAIL, Twist, Zeb и др.) и эпигенетические мо-
дификации (метилирование ДНК, модификации
гистонов и др.) [43, 44]. С другой стороны, уста-
новлено, что блокаторы ЭМП снижают количе-
ство ОСК и их использование считается очень
перспективным в сочетании с традиционными
противоопухолевыми воздействиями [45–47].
Более того, показана возможность ингибирова-
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ния ЭМП с помощью разнообразных модифика-
торов структуры хроматина [48–50], включая ди-
мерные бисбензимидазолы серии DB(n) [16, 33]. 

Полученные результаты подтвердили предпо-
ложение о разнонаправленном влиянии изучен-
ных соединений DBA(5,7) и DBPA(1,4) на радиа-
ционно индуцируемый ЭМП как важный фак-
тор, регулирующий формирование пула ОСК при
комбинированных воздействиях. Так, в случае
комбинации DBPA(1,4) и ионизирующего излу-
чения показано отсутствие экспрессии вименти-
на (одного из основных маркеров ЭМП), что сви-
детельствует о блокировании радиационно-инду-
цированного процесса ЭМП. Важно, что эти же
соединения, как и ожидалось, снижали абсолют-
ное и относительное количество ОСК после ком-
бинированного действия с ионизирующим излу-
чением. Вероятно, DBPA(1,4) как и соединения
другой, изученной ранее серии DB(n), обладают
способностью ремоделировать хроматин путем
ингибирования ферментов, участвующих в ком-
пактизации/декомпактизации ДНК, таких как
ДНК-метилтрансфераза и эукариотическая
ДНК-топоизомераза I и/или регулировать факто-
ры транскрипции. Так, недавно было показано
[35], что DBPA(n) ингибируют гистон-подобный
белок H-NS в клетках E. Coli, который, как из-
вестно, поддерживает компактизацию бактери-
альных хромосом и является супрессором боль-
шой группы бактериальных генов. Необходимы
дальнейшие исследования для уточнения меха-
низмов действия DBPA(n) на эукариотические
клетки и, в частности опухолевые. 

В то же время экспрессия виментина была за-
регистрирована нами при раздельном и комбини-
рованном действии DBA (5,7) и ионизирующего
излучения, что свидетельствует о стимуляции
ЭМП в культуре клеток MCF-7 под влиянием
этих воздействий. Усиление ЭМП может объяс-
нять, по крайней мере частично, обнаруженный
нами эффект увеличения пула ОСК при воздей-
ствии этих соединений. Учитывая, что DBA(5,7)
не проникают внутрь клеток (возможно, из-за аг-
регации в среде культивирования), они не взаи-
модействуют с ДНК-метилтрансферазой и други-
ми ферментами клеточного ядра, следовательно,
не оказывают прямого влияния на их активность.
Вероятно, на мембране клеток находятся DBA-
связывающие рецепторы, которые осуществляют
передачу сигнала внутрь клетки и запускают про-
цесс ЭМП. Для идентификации таких DBA-свя-
зывающих рецепторов необходимы дальнейшие
исследования. 

Таким образом, результаты данного исследо-
вания, во-первых, доказывают тесную связь

ЭМП и формирования пула ОСК и, во-вторых, в
случае серии соединений DBPA(n) подтверждают
данные ряда авторов о возможности применения
ингибиторов ДНК-метилтрансфераз в противо-
опухолевой терапии, направленной на опухоле-
вые стволовые клетки [51–53]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Обнаружено, что DBA(n) не проникают в опу-

холевые клетки линии MCF-7, но DBA(5,7) взаи-
модействуют с рецепторным аппаратом на плаз-
матической мембране и индуцируют ЭМП, что
приводит к увеличению пула ОСК. Напротив,
DBPA(n) накапливаются в ядрах, что особенно
хорошо выражено в случае DBPA(1,4), снижают
радиационно-индуцированный ЭМП и нивели-
руют стимулирующее действие γ-облучения на
пул ОСК, в результате чего количество ОСК сни-
жается. Полученные данные показывают тесную
связь процессов ЭМП и формирования пула
ОСК: в случаях, когда удается снизить экспрес-
сию маркеров ЭМП (под влиянием DBPA(1,4),
количество ОСК снижается, и, наоборот, при ин-
дукции ЭМП (под влиянием DBA(5,7) количе-
ство ОСК увеличивается.

DBPA(1,4) представляются весьма перспек-
тивными соединениями в плане дальнейшего их
изучения как средств элиминации и повышения
радиочувствительности ОСК в условиях in vivo.
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 Effects of DNA-Binding Ligands from Dimeric Bisbenzimidazoles Series DBA(n) 
and DBPA(n) in Combination with γ-Radiation on Epithelial-Mesenchymal Transition 

and Pool Size of MCF-7 Breast Cancer Stem Cells
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Radiation therapy is one of the main treatments for malignant neoplasms, including breast cancer. However,
it is known, that radiation therapy can lead to an increase in the number of cancer stem cells, which are resis-
tant to traditional antitumor effects, and are believed to be responsible for the development of recurrences and
metastases. Therefore, the development of cancer stem cells elimination means is of considerable interest, es-
pecially in combination with ionizing radiation. The effects of single and combined exposure to new series of
minor-groove DNA ligands – dimeric bisbenzimidazoles – DBA(n) and DBPA(n) (where n is the number of
methylene groups between two bisbenzimidazole blocks) and γ-radiation on human Breast cancer cells were
studied in our work for MCF-7 line in vitro. Compounds with maximum cytotoxic effect and cell binding
were selected, and then the effects of the latter on the CD44+CD24−/low cancer stem cells population and
radiation-induced epithelial-mesenchymal transition were studied by the criterion of vimentin expression.
An increase in the expression level of this protein and simultaneously in the relative number of cancer stem
cells after a single exposure of γ-radiation at a dose of 4 Gy were shown. DBPA(1,4) in combination with ir-
radiation blocked the radiation-induced vimentin expression and decreased the relative number of cancer
stem cells by 1.7 and 4.1 times compared with irradiation (p = 0.041 and p = 0.005), respectively. At the same
time, the absolute number of cancer stem cells decreased by 2.8 and 12.0 times compared to irradiation
(p = 0.029 and p = 0.004), respectively. In contrast, DBA(5,7) by itself or in combination with γ-irradiation
increased the level of vimentin expression and the same compounds when combined with irradiation in-
creased the relative number of cancer stem cells by 3.1 and 3.6 times (p = 0.006 and p = 0.005), respectively,
compared with irradiation. The absolute number of cancer stem cells increased by 2.2 and 1.5 times (p = 0.017
and p = 0.032), respectively. The data obtained show a close relationship between epithelial-mesenchymal
transition and formation of the cancer stem cells pool after radiation exposure, and also indicate the prospects
for further study of DBPA(1,4) as a means of cancer stem cells elimination under in vivo conditions. 

Keywords: dimeric bisbenzimidazoles, cancer stem cells, epithelial-mesenchymal transition, ionizing radiation,
combined effect, flow cytometry, vimentin




