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Опухолевые стволовые клетки (ОСК) обладают высокой устойчивостью к химио- и лучевой тера-
пии. Цель работы – изучение влияния метформина на радиочувствительность клеток маммосфер
линии MCF-7, обогащенных ОСК. Клетки маммосфер линии MCF-7 подвергали воздействию γ-из-
лучения в дозе 2 Гр или реакторного γ,n-излучения в дозе 1 Гр через 1 ч после добавления метфор-
мина в нетоксичной концентрации 0.25 ммоль/л, который удаляли через 24 ч культивирования.
Через 6 сут после облучения подсчитывали общее количество клеток маммосфер в камере Горяева,
затем определяли процент ОСК с фенотипом CD44+/CD24–/low и рассчитывали количество ОСК
в образцах. После воздействия γ,n-излучения происходило достоверно более глубокое снижение об-
щего количества клеток маммосфер и ОСК в их составе, чем после γ-излучения. При совместном
действии метформина и γ- или γ,n-излучения общее количество клеток маммосфер и ОСК было
меньше по сравнению с действием только соответствующего вида излучения (p < 0.05). Таким обра-
зом γ,n-излучение является более эффективным в отношении элиминации ОСК линии MCF-7,
чем γ-излучение. Метформин повышает радиочувствительность ОСК линии MCF-7 к γ- и γ,n-облу-
чению.
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Современная иерархическая модель онкогене-
за предполагает существование в злокачествен-
ных образованиях любой локализации опухоле-
вых стволовых клеток (ОСК), способных как к
самообновлению и поддержанию собственной
популяции, так и к формированию ограниченно
пролиферирующих клеток-предшественников бо-
лее дифференцированных опухолевых клеток.
Поэтому несмотря на то что основная масса опу-
холи состоит из злокачественных клеток той или
иной степени дифференцировки, ее рост и разви-
тие определяются минорной популяцией ОСК [1].
Впервые существование ОСК в солидных опухо-
лях было продемонстрировано на примере адено-
карциномы молочной железы человека. M. Al-Hajj
и соавт. показали, что из всех опухолевых клеток
только небольшая популяция с фенотипом
CD44+/CD24–/low способна индуцировать разви-
тие злокачественных новообразований у иммуно-
дефицитных мышей [2]. На сегодняшний день

считается, что ОСК во многом определяют исход
лечения онкологических заболеваний, так как
именно эти клетки играют ключевую роль в про-
грессии опухолевого процесса, в том числе в фор-
мировании метастазов [3].

ОСК характеризуются резистентностью к хи-
мио- и лучевой терапии. Известно, что устойчи-
вость ОСК к облучению определяется высокой
эффективностью репарации повреждений ДНК;
состоянием пролиферативного покоя; высоким
содержанием антиоксидантов (повышенная экс-
прессия генов, контролирующих синтез глутати-
она, супероксиддисмутазы, каталазы); высокой
активностью антиапоптотических сигнальных
путей, в том числе STAT3, Wnt, Notch, Hedgehog,
NF-κB, PI3K/Akt/mTOR [4]. Все перечисленные
особенности метаболизма обеспечивают выжива-
емость ОСК во время облучения и ускоренную
пролиферацию этих клеток после радиационного
воздействия.
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В последние годы в связи с активным развити-
ем корпускулярной радиотерапии становятся ак-
туальными исследования радиочувствительности
ОСК к плотноионизирующему излучению, в том
числе к γ-нейтронному (γ,n) излучению. Соглас-
но немногочисленным имеющимся данным,
γ,n-излучение, в отличие от γ-излучения, не при-
водит к увеличению доли ОСК, что свидетель-
ствует о более высокой радиочувствительности
этих клеток к облучению нейтронами [5]. Это
позволяет полагать, что нейтронная терапия бу-
дет иметь ряд преимуществ по сравнению с ис-
пользованием γ-излучения в отношении воздей-
ствия на ОСК.

Исходя из вышесказанного, актуальной зада-
чей является поиск эффективных способов эли-
минации ОСК, в том числе поиск препаратов,
способных повышать их радиочувствительность к
разным типам ионизирующего излучения. Одним
из таких веществ может быть противодиабетиче-
ский препарат метформин. В исследованиях in vitro
и in vivo показано, что метформин повышает ра-
диочувствительность клеток немелкоклеточного
рака легких [6]. Кроме того, H. Hirsch и соавт. об-
наружили, что метформин в концентрации 0.1–
0.3 ммоль/л снижает количество ОСК в культурах
клеток рака молочной железы различных линий и
при этом не влияет на количество нормальных
(неопухолевых) клеток при культивировании в
течение 24–48 ч [7].

Известны два механизма противоопухолевого
действия метформина. Прямой механизм связан
с активацией АМФ-активируемой протеинкина-
зы (АМФК). Метформин, ингибируя комплекс I
цепи переноса электронов, приводит к повыше-
нию соотношения АМФ/АТФ в клетке, в резуль-
тате чего происходит активация АМФК. АМФК,
в свою очередь, ингибирует внутриклеточный
путь mTOR, который, как известно, играет ключе-
вую роль в нерегулируемом росте злокачественных
опухолей [8]. Косвенный механизм противоопу-
холевой активности метформина связан с умень-
шением количества рецепторов к инсулину на
опухолевых клетках и снижением активности ин-
сулин-зависимых сигнальных путей, таких как
PI3K/Akt/mTOR и MEK/ERK1/2. Эти эффекты
приводят к ингибированию роста опухоли и ее
метастатического потенциала [9].

В связи с этим целью настоящей работы было
изучение влияния метформина на радиочувстви-
тельность клеток аденокарциномы молочной же-
лезы человека линии MCF-7, культивируемых в виде
маммосфер, обогащенных ОСК, к γ- и γ,n-облу-
чению.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Культивирование клеток. Культуру маммосфер
получали из клеток аденокарциномы молочной
железы человека линии MCF-7, которые культи-
вировали в среде DMEM (Gibco, США), содержа-
щей 10% фетальной бычьей сыворотки (HyClone,
США) и 50 мкг/мл гентамицина (Life Technolo-
gies, США) при 37°С и 5% СО2 в увлажненной ат-
мосфере. Клетки снимали с подложки с помощью
0.05%-ного раствора трипсина в растворе Версена,
центрифугировали в фосфатно-солевом буфере
(ФСБ, Sigma-Aldrich, Германия) и помещали в
концентрации 20 клеток/мкл в низкоадгезивные
культуральные чашки (Corning Costar, США), со-
держащие среду DMEM/F12 без фенолового
красного (Gibco, США) с добавлением 20 нг/мл
EGF (Calbiochem, Германия), 10 нг/мл bFGF
(PeproTech, США), 2% B27 (Gibco, США), 10 мкг/мл
инсулина (Calbiochem, Германия), 4 мкг/мл гепа-
рина (Serva, Германия), 50 мкг/мл гентамицина
(Life Technologies, США) – полная ростовая сре-
да. Через 6 дней формировались колонии сфери-
ческой формы 50–150 мкм в диаметре – маммо-
сферы, которые собирали центрифугированием,
диссоциировали с помощью раствора протеаз
TrypLe Express (Gibco, Дания) в соответствии с
рекомендациями производителя на отдельные
клетки и продолжали культивировать в низкоад-
гезивных условиях в полной ростовой среде.

Определение нетоксичной концентрации мет-
формина для клеток маммосфер линии MCF-7.
Маммосферы диссоциировали и клетки помеща-
ли в низкоадгезивные 6-луночные планшеты в
количестве 50000 клеток/лунка (20 клеток/мкл)
в среду DMEM/F12 без факторов и добавок, со-
держащую метформин (Sigma-Aldrich, США) в
концентрациях 0; 0.2; 1; 5 и 25 ммоль/л, в трех па-
раллелях. Через 24 ч все образцы центрифугиро-
вали и клетки помещали в свежую полную росто-
вую среду, не содержащую метформин. Через
6 сут после добавления препарата определяли ко-
личество клеток в образцах. Для этого маммосфе-
ры собирали центрифугированием, диссоцииро-
вали на отдельные клетки и количество клеток
подсчитывали с помощью камеры Горяева. Коли-
чество клеток оценивали в процентах от необра-
ботанного контроля.

Облучение клеток. Маммосферы диссоцииро-
вали и готовили суспензию клеток в среде
DMEM/F12 без факторов и добавок. За 1 ч до об-
лучения к части образцов добавляли метформин
(Sigma-Aldrich, США) в предварительно подобран-
ной нетоксичной концентрации 0.25 ммоль/л.
Клетки маммосфер подвергали действию γ-излу-
чения на установке “ГУТ-200М” (источник 60Co)
в дозе 2 Гр при мощности дозы 0.75 Гр/мин. γ,n-
Облучение проводили в дозе 1 Гр при мощности
дозы 0.07 Гр/мин на горизонтальном экспери-
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ШУВАТОВА и др.

ментальном канале (ГЭК-1) реактора “ИР-8”
НИЦ “Курчатовский институт”. Пучок нейтро-
нов и γ-квантов формировался с помощью колли-
матора из стали и борированного полиэтилена.
Условия облучения и расчет поглощенных доз
подробно описаны ранее [10]. Плотность ней-
тронного потока, приведенная к 1 МВт мощности
реактора, равнялась 0.71 ± 0.07 cм–2 с–1. Энергети-
ческий диапазон нейтронов – от 0.5 эВ до 10 МэВ.
Расчетная (с использованием программного па-
кета Geant4) мощность поглощенной в образце
дозы, приведенная к 1 МВт мощности реактора,
равнялась 0.6 ± 0.1 Гр/ч. Из них 0.2 Гр/ч обуслов-
лено облучением нейтронами, а 0.4 Гр/ч – γ-
квантами. Образцы клеток в тонкостенной пла-
стиковой пробирке размещали непосредственно
на выходе пучка из коллиматора. После облуче-
ния клетки культивировали в количестве 50000 кле-
ток в лунке (20 клеток/мкл) в низкоадгезивных
6-луночных планшетах в полной ростовой среде
в трех параллелях с сохранением концентрации
метформина 0.25 ммоль/л в образцах, к которым
препарат был добавлен до облучения. Через 24 ч
после облучения все образцы центрифугировали
и клетки помещали в свежую среду, не содержа-
щую метформин.

Определение общего количества клеток. Через
6 сут после облучения определяли общее количе-
ство клеток в образцах. Для этого маммосферы
собирали центрифугированием, диссоциировали
на отдельные клетки, как описано выше, и коли-
чество клеток подсчитывали с помощью камеры
Горяева.

Определение доли ОСК. Долю ОСК определяли
с помощью проточной цитофлуориметрии как
процент клеток с фенотипом CD44+/СD24–/low.
Клетки центрифугировали в холодном буфере
для окрашивания, состоящем из ФСБ, 0,1% азида
натрия (Merck, Германия) и 0.1% бычьего сыво-
роточного альбумина (Диаэм, Россия), и инкуби-
ровали в холодном буфере для окрашивания с ме-
ченными флуоресцеин изотиоцианатом (ФИТЦ)
мышиными моноклональными антителами к че-
ловеческому CD44 (клон: BJ18, Biolegend, США)
и с меченными фикоэритрином (ФЭ) мышины-
ми моноклональными антителами к человеческо-
му CD24 (клон: ML5, Biolegend, США) в разведе-
нии 1:20 в темноте при +4°С в течение 30 мин.
Неспецифическое связывание оценивали при
инкубации клеток интактной культуры маммо-
сфер с антителами изотипического контроля,
конъюгированными с соответствующими флуо-
рохромами: мышиный IgG1, κ, меченный ФИТЦ
(Biolegend, США), и мышиный IgG2a, κ, мечен-
ный ФЭ (Biolegend, США). Относительное содер-
жание ОСК определяли среди клеток основной
популяции, выделяемой на графике распределе-
ния клеток по прямому и боковому светорассея-

нию, с последующим исключением агрегатов.
Для определения области, соответствующей поло-
жению клеток с фенотипом ОСК (CD44+/CD24–/low),
курсор по оси Х (CD44-ФИТЦ) устанавливали по
уровню области неспецифического связывания.
Положение курсора по оси Y (СD24–ФЭ) для
определения клеток с низким уровнем антигена
CD24 устанавливали на уровне 25% от средней
интенсивности флуоресценции ФЭ клеток кон-
трольной культуры маммосфер. Анализ прово-
дили на приборе FACSCalibur (BD Biosciences,
США, ресурсный центр молекулярной и клеточ-
ной биологии).

Определение количества ОСК. Используя полу-
ченные данные по общему количеству клеток и
доле ОСК в культуре, рассчитывали количество
ОСК в образцах по формуле: количество ОСК =
= общее количество клеток в образце × доля
ОСК/100%.

Статистический анализ. Обработку полученных
результатов проводили с использованием t-кри-
терия Стьюдента с помощью компьютерной про-
граммы Origin 8.1. Данные представляли в виде
средних значений и стандартной ошибки средне-
го. Различия считали статистически значимыми
при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Культивирование клеток аденокарциномы

молочной железы человека линии MCF-7 в виде
маммосфер в бессывороточной среде с добавле-
нием необходимых факторов роста и специаль-
ных добавок, указанных в разделе “Материалы и
методика”, позволяет получать культуры, обога-
щенные ОСК [11], что необходимо для исследова-
ния эффективности различных воздействий на
эту субпопуляцию опухолевых клеток.

Первым этапом работы был выбор нетоксич-
ной концентрации метформина для клеток такой
культуры. Влияние препарата на выживаемость
клеток маммосфер оценивали по изменению их
количества путем подсчета в камере Горяева в за-
висимости от концентрации метформина, кото-
рый удаляли через 24 ч культивирования, а клетки
переносили в свежую полную культуральную
среду.

Полученные результаты представлены на рис. 1.
Нетоксичная концентрация препарата не

должна в выбранных условиях снижать выживае-
мость клеток более чем на 5% по сравнению с не-
обработанным контролем. Как видно из графика
дозовой зависимости на рис. 1, концентрация
метформина 0.25 ммоль/л с учетом ошибки не
приводила к снижению количества клеток мам-
мосфер, превышающему 5%. Эту концентрацию
считали нетоксичной и использовали во всех по-
следующих экспериментах.
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Данные, полученные при исследовании влия-
ния метформина на радиочувствительность куль-
туры маммосфер линии MCF-7, к γ- и γ,n-облуче-
нию, оцениваемую по изменению числа клеток
через 6 сут после облучения, представлены на
рис. 2.

Присутствие метформина в концентрации
0.25 ммоль/л в течение 24 ч в ростовой среде не
влияло на общее количество клеток маммосфер.
γ-Облучение приводило к снижению общего ко-
личества клеток на 14%, а γ,n-облучение – на 60%
относительно контроля. При совместном дей-
ствии метформина и облучения общее количе-
ство клеток маммосфер уменьшилось на 47% от-
носительно контроля в случае γ-облучения и на
77% относительно контроля в случае γ,n-облуче-
ния. Таким образом, после γ,n-облучения наблю-
дали достоверно (p < 0.05) более глубокое сниже-
ние общего количества клеток маммосфер, чем
после γ-облучения, а метформин усиливал дей-
ствие как редко-, так и плотноионизирующего
излучения.

Долю ОСК в культуре маммосфер определяли
с помощью проточной цитометрии как фракцию
клеток с фенотипом CD44+/CD24–/low. Примеры
гистограмм, полученных при анализе доли ОСК
в культуре маммосфер через 6 сут после γ- или

Рис. 1. Влияние метформина на выживаемость кле-
ток линии MCF-7, культивируемых в виде маммо-
сфер. К клеткам маммосфер добавляли метформин в
концентрациях 0; 0.2; 1; 5 и 25 ммоль/л. Через 24 ч
клетки отмывали от препарата. Через 6 сут после до-
бавления метформина маммосферы диссоциировали
и подсчитывали количество клеток в культуре.
Fig. 1. The effect of metformin on the survival of MCF-7
cells cultured as mammospheres. Metformin was added to
mammospheres at concentrations of 0, 0.2, 1, 5, and
25 mmol/l. After 24 h, the cells were washed from the
drug. Six days after the addition of metformin, the mam-
mospheres were dissociated and the number of cells was
counted.
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Рис. 2. Влияние γ- или γ-нейтронного (γ,n-) излучения и метформина по отдельности и совместно на общее количе-
ство клеток маммосфер. За 1 ч до облучения к части образцов добавляли метформин в концентрации 0.25 ммоль/л, за-
тем клетки подвергали воздействию γ-излучения в дозе 2 Гр или γ,n-излучения в дозе 1 Гр. Суммарное время культи-
вирования с препаратом составило 24 ч. Через 6 сут после облучения диссоциировали маммосферы и подсчитывали
количество клеток в культуре. 
* р < 0.05 отличия от контроля статистически значимы; **р < 0.05 отличия между группами статистически значимы.
Fig. 2. The effects of an separate and combined exposure to γ- or γ,n-radiation and metformin on the total number of MCF-7
cells cultivated as mammospheres. One hour before irradiation, metformin was added to a part of the samples at a concentration
of 0.25 mmol/l. Then the cells were exposed to γ-radiation at a dose of 2 Gy or γ,n-radiation at a dose of 1 Gy. The total time of
cultivation with the drug was 24 h. Six days after irradiation, the mammospheres were dissociated and the number of cells was
counted. 
*p < 0.05 differences from the control are statistically significant; **p < 0.05 differences between the groups are statistically sig-
nificant.
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Рис. 3. Оценка аутофлуоресценции (а) и неспецифического связывания контрольной культуры маммосфер (б) и при-
меры определения доли ОСК в контрольной культуре (в), после воздействия γ-излучения (г), γ,n-излучения (д), мет-
формина (е), γ-излучения совместно с метформином (ж) и γ,n-излучения совместно с метформином (з). Для опреде-
ления доли ОСК за 1 ч до облучения к части образцов добавляли метформин в концентрации 0.25 ммоль/л, затем клет-
ки подвергали воздействию γ-излучения в дозе 2 Гр или γ,n-излучения в дозе 1 Гр. Суммарное время культивирования
с препаратом составило 24 ч. Через 6 сут после облучения диссоциировали маммосферы и окрашивали клетки анти-
телами к CD24 и CD44. Долю ОСК в культуре определяли как фракцию клеток с фенотипом CD44+/CD24–/low. 
По оси абсцисс – интенсивность флюоресценции ФИТЦ (CD44), отн. ед.; по оси ординат – интенсивность флюорес-
ценции ФЭ (CD24), отн. ед. Цифрами указана доля ОСК в культуре.
Fig. 3. Assessment of autofluorescence (a) and non-specific binding of the control culture of mammospheres (b) and examples
of determining the percentage of CSCs in a control culture (c), after exposure to γ-radiation (d), γ,n-radiation (e), metformin (f),
γ- radiation with metformin (g), γ-, γ,n-radiation with metformin (h). One hour before irradiation, metformin was added to a part
of the samples at a concentration of 0.25 mmol/l. Then the cells were exposed to γ-radiation at a dose of 2 Gy or γ,n-radiation at
a dose of 1 Gy. The total time of cultivation with the drug was 24 h. Six days after irradiation, the mammospheres were dissociated
and the cells were stained with CD24 and CD44 antibodies. The CSCs was determined as the cells with the CD44+/CD24–/low

phenotype. 
In the X-axis – the intensity of FITC fluorescence (CD44), rel. units. In the Y-axis – the intensity of PE fluorescence (CD24),
rel. units. The numbers indicate the proportion of CSC in the culture.
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γ,n-облучения без метформина и совместно с
препаратом, представлены на рис. 3.

Средняя доля ОСК в контрольной культуре со-
ставила 6.3 ± 1.1%, а в присутствии метформина –
6.1 ± 1.3%. После действия γ- и γ,n-излучения
средняя доля ОСК была равна 8.0 ± 0.9 и 5.4 ± 0.5%
соответственно, а при совместном действии мет-
формина и γ- или γ,n-излучения – 6.7 ± 1.0 и 4.9 ±
± 0.6% соответственно (рис. 4).

Средняя доля ОСК в контрольной культуре со-
ставила 6.3 ± 1.1%, а в присутствии метформина –

6.1 ± 1.3%. После действия γ- и γ,n-излучения сред-
няя доля ОСК была равна 8.0 ± 0.9 и 5.4 ± 0.5% со-
ответственно, а при совместном действии мет-
формина и γ- или γ,n-излучения – 6.7 ± 1.0 и 4.9 ±
± 0.6% соответственно (рис. 4).

Используя полученные данные об общем ко-
личестве клеток и доле ОСК, рассчитывали коли-
чество ОСК в образцах. Полученные результаты
о влиянии γ- или γ,n-излучения и метформина
по отдельности и совместно на количество ОСК
в составе маммосфер представлены на рис. 5.

Рис. 4. Влияние γ- или γ-нейтронного (γ,n-) излучения и метформина по отдельности и совместно на долю ОСК
в составе маммосфер.
Fig. 4. The effect of an separate and combined exposure to γ-or γ,n-radiation and metformin on the percentage of CSCs in mam-
mospheres.
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Рис. 5. Влияние γ- или γ-нейтронного (γ,n-) излучения и метформина по отдельности и совместно на количество ОСК
в составе маммосфер. Количество ОСК рассчитывали, исходя из полученных данных по общему количеству клеток
маммосфер и доли ОСК в культуре. 
*р < 0.05 отличия от контроля статистически значимы; **р < 0.05 отличия между группами статистически значимы.
Fig. 5. The effect of an separate and combined exposure to γ-or γ,n-radiation and metformin on the number of CSCs in mam-
mospheres. The number of CSCs was calculated based on the obtained data on the total number of cells and the percentage of
CSCs in the culture. 
*p < 0.05 differences from the control are statistically significant; **p < 0.05 differences between the groups are statistically sig-
nifican.
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В выбранных условиях эксперимента метфор-
мин не оказывал влияния на количество ОСК в
культуре необлученных маммосфер. После γ-об-
лучения обнаружено незначительное увеличение
количества ОСК – на 10% относительно контро-
ля. При этом γ,n-облучение приводило к сниже-
нию количества ОСК на 63% относительно кон-
троля. Таким образом, радиочувствительность
ОСК, оцениваемая по их количеству, была до-
стоверно (p < 0.05) выше к γ,n-облучению, чем
к γ-облучению. При совместном действии мет-
формина и γ-излучения количество ОСК снижа-
лось на 44% относительно контроля, а при сов-
местном действии препарата и γ,n-излучения – на
83% относительно контроля. Таким образом, до-
бавление метформина в культуральную среду перед
облучением клеток усиливало цитотоксический
эффект обоих видов излучения, приводя к досто-
верно (p < 0.05) более глубокому уменьшению ко-
личества ОСК в составе маммосфер по сравне-
нию с действием только излучения.

ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам, представленным на рис. 2 и 4,
видно, что через 6 сут после γ-облучения общее
количество клеток маммосфер линии MCF-7 до-
стоверно уменьшается, тогда как количество
ОСК незначительно увеличивается по сравнению
с контролем, что свидетельствует о более высокой
устойчивости ОСК к действию γ-излучения. Эти
данные коррелируют с результатами исследова-
ний, в которых было обнаружено увеличение до-
ли ОСК в разных типах опухолей после воздей-
ствия γ-излучения [12, 13].

В индуцированное излучением увеличение ко-
личества ОСК, помимо повышения активности
указанных выше внутриклеточных каскадов, уси-
ливающих пролиферацию клеток, определенный
вклад может вносить активация эпителиально-
мезенхимального перехода (ЭМП) опухолевых
клеток. Было показано, что под воздействием
ионизирующего излучения возможно перепро-
граммирование более дифференцированных кле-
ток опухоли, и их переход в пул ОСК [14].

ЭМП активируется в ответ на метаболический
стресс и регулируется различными сигнальными
молекулами, в том числе факторами роста (TGF-β,
EGF) и связанными с ними белками внутрикле-
точных сигнальных каскадов (Wnt, Notch, Hedge-
hog, PI3K/Akt) [15].

В отличие от γ-облучения, γ,n-облучение приво-
дило к достоверному снижению не только общего
количества клеток маммосфер, но и количества
ОСК по сравнению с контролем. Таким образом,
показана более высокая радиочувствительность
ОСК к γ,n-облучению. Полученные результаты
позволяют полагать, что этот тип излучения будет

более эффективным в отношении элиминации
ОСК, чем γ-излучение. Известно, что плотноио-
низирующее излучение приводит к образованию
большего количества свободных радикалов и бо-
лее сложных, трудно репарируемых двунитевых
разрывов ДНК по сравнению с редкоионизирую-
щим излучением, что может быть одной из при-
чин более выраженного цитотоксического эф-
фекта γ,n-излучения [16].

Метформин, добавленный к культуре маммо-
сфер линии MCF-7 в нетоксичной концентра-
ции, повышал радиочувствительность ОСК как к
γ-, так и к γ,n-облучению, что выражалось в до-
стоверном более глубоком снижении количества
опухолевых клеток по сравнению с действием
только излучения. Имеющиеся на сегодняшний
день данные позволяют предположить, что ра-
диосенсибилизирующее действие метформина в
отношении ОСК опосредовано двумя путями.
Первый путь связан с непосредственным увели-
чением повреждающего действия излучения на
клетки. Ингибируя комплекс I цепи переноса
электронов, метформин снижает синтез АТФ, в
результате чего угнетаются процессы, требующие
затраты энергии, в том числе репарация радиаци-
онных повреждений ДНК [17]. Также обнаруже-
но, что метформин предотвращает активацию
каталитической субъединицы ДНК-зависимой
протеинкиназы (DNA-PKcs), что также приводит
к снижению уровня репарации радиационно-ин-
дуцированных двунитевых разрывов ДНК [18].
Кроме того, ингибируя цепь переноса электро-
нов, метформин увеличивает количество актив-
ных форм кислорода в клетках, которые способ-
ствуют увеличению повреждений ДНК, вызван-
ных ионизирующим излучением [16]. Второй
путь связан с угнетением механизмов, способ-
ствующих поддержанию пула ОСК и их выжива-
нию после радиационного воздействия, в том
числе ингибированию сигнального каскада
PI3K/AKT/mTOR, который, как было сказано
выше, играет важную роль в ускоренной репопу-
ляции ОСК, а также осуществлении ЭМП.

Помимо указанных биохимических особенно-
стей, радиоустойчивость ОСК в опухоли опреде-
ляется их преимущественной локализацией в ги-
поксических нишах, что способствует выжива-
нию ОСК во время лучевой терапии [19]. Являясь
ингибитором цепи переноса электронов, метфор-
мин позволяет преодолеть радиорезистентность,
связанную с гипоксическими условиями в опухо-
ли, благодаря снижению использования молеку-
лярного кислорода и накоплению его избытка в
ткани [20]. Это позволяет ожидать, что метфор-
мин будет эффективен в качестве радиосенсиби-
лизатора и на организменном уровне.

Нужно отметить, что общее количество клеток
маммосфер после воздействия метформина и из-
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лучения было на 38 и 41% меньше, чем после воз-
действия только γ- или γ,n-излучения соответ-
ственно. При этом количество ОСК, входящих
в состав маммосфер, после воздействия метфор-
мина и излучения было на 49 и 54% меньше, чем
после воздействия только γ- или γ,n-излучения
соответственно. Эти результаты свидетельствуют
о преимущественном влиянии метформина на
радиочувствительность ОСК и позволяют рас-
сматривать его в качестве сенсибилизатора ОСК
как к γ-, так и γ,n-облучению.

При длительном приеме метформина в тера-
певтических дозах его максимальная концентра-
ция в плазме составляет в среднем 2 мг/л или
0.013 ммоль/л, что в 20 раз меньше концентра-
ции, использованной в нашем исследовании
(40 мг/л или 0.25 ммоль/л). Тем не менее обзор
токсикологических исследований показал хоро-
шую переносимость метформина при однократ-
ном приеме высоких доз. Не было выявлено ни
одного случая передозировки метформина со
смертельным исходом, если концентрация пре-
парата в плазме не превышала 50 мг/л [21]. Кроме
того, в клиническом исследовании, проведенном
Simon R. Lord и соавт., было показано, что мет-
формин в терапевтических концентрациях угне-
тает окислительное фосфорилирование и инги-
бирует путь mTOR в злокачественных опухолях
молочной железы [22]. Это позволяет полагать,
что метформин будет оказывать радиосенсибили-
зирующее влияние на ОСК и в терапевтических
дозах.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты позволяют заклю-
чить, что ОСК маммосфер линии MCF-7 облада-
ют более высокой радиочувствительностью к
γ,n-облучению, чем к γ-облучению, что позволяет
ожидать более высокую эффективность нейтрон-
ной лучевой терапии в отношении элиминации
ОСК. Перспективным радиосенсибилизатором,
эффективным в отношении ОСК, является про-
тиводиабетический препарат метформин, так как
показано, что он повышает радиочувствитель-
ность не только клеток маммосфер линии
MCF-7, но и, в большей мере, ОСК маммосфер,
как к γ-, так и γ,n-облучению.
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Increasing the Radiosensitivity of MCF-7 Cancer Stem Cells Cultivated
as Mammospheres to γ- and γ-neutron Irradiation with Metformin

V. G. Shuvatovaa,#, A. P. Kuvyrchenkovaa, Yu. P. Semochkinaa, and E. Yu. Moskalevaa

aNational Research Center Kurchatov Institute, Moscow, Russia
#E-mail: Shuvatova_VG@nrcki.ru

Cancer stem cells (CSCs) are highly resistant to chemo- and radiotherapy. The aim of the work was to study
the effect of metformin on the radiosensitivity of MCF-7 cells cultivated as mammospheres enriched with
CSCs. One hour after the addition of metformin at a non-toxic concentration of 0.25 mmol/l, cells of mam-
mospheres were exposed to γ-radiation at a dose of 2 Gy or reactor γ,n-radiation at a dose of 1 Gy. After
24 hours of cultivation, the drug was removed. Six days after irradiation, the total number of cells was calcu-
lated by haemocytometer, then the percentage of CSCs with the CD44+/CD24-/low phenotype was deter-
mined, and the number of CSCs in the samples was calculated. The exposure to γ,n-radiation led to a signifi-
cant decrease in both the total number of cells and CSCs compared with γ-radiation. The combined exposure
to metformin and γ- or γ,n-radiation led to significant decrease in both the total number of cells and CSCs
compared with the exposure to γ-or γ,n-radiation only (p < 0.05). Thus, γ,n-radiation is more effective in re-
spect to eliminating the MCF-7 CSCs than the γ-radiation. Metformin increases the sensitivity of the MCF-7
CSCs to γ-and γ,n-radiation.

Keywords: cancer stem cells, breast adenocarcinoma, MCF-7 line, mammospheres, metformin, γ-radiation,
γ,n-radiation, radioresistance, radiosensitization
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