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Работа посвящена анализу термочувствительности и эффективности термосенсибилизации к воз-
действию γ-излучения трех клеточных линий рака молочной железы различных молекулярных под-
типов. Установлено, что клетки исследуемых линий отличаются по чувствительности к гипертер-
мии и, как следствие, по эффективности терморадиосенсибилизации, что поднимает вопрос о по-
иске критериев оценки целесообразности применения гипертермии в каждом конкретном случае.
Показано, что такими критериями могут служить уровень индукции экспрессии гена HSP70 в ответ
на гипертермию и уровень геномной нестабильности клеток. Установлено, что эффективность тер-
морадиосенсибилизации существенно выше у клеток линии MDA-MB-231 по сравнению с клетка-
ми других исследованных линий. Полученные данные позволяют предполагать, что применение ги-
пертермии в качестве сенсибилизирующего к радиотерапии воздействия может быть особенно пер-
спективно при лечении трижды негативного рака молочной железы.
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Рак молочной железы (РМЖ) является соци-
ально значимой проблемой, занимая первое ме-
сто среди онкологических заболеваний у женщин
в России [1]. Согласно одной из существующих
классификаций, актуальных в настоящее время,
по экспрессии рецепторов к эстрогену (ER), про-
гестерону (PR) и одному из рецепторов к эпидер-
мальному фактору роста (HER-2) выделяют раз-
личные молекулярные подтипы РМЖ, среди ко-
торых наиболее распространены: люминальный
тип А (ER+/PR+/HER-2–), люминальный тип B
(ER+/PR+ либо PR-/HER-2+), HER-2 обогащен-
ный (ER–/PR–/HER-2+) и трижды-негативный
РМЖ (ER–/PR–/HER-2–), причем именно трижды
негативный рак молочной железы (ТН-РМЖ),
названный так из-за отсутствия на поверхности
клеток трех рецепторов – ER, PR и HER2 – явля-
ется самым неблагоприятным вариантом для па-
циента [2, 3]. В связи с этим актуальной задачей
является поиск подходов для сенсибилизации
клеток РМЖ к различным терапевтическим воз-
действиям, включая химио- и радиотерапию, что
особенно важно в случае ТН-РМЖ, который ха-

рактеризуется высокой агрессивностью на фоне
низкой чувствительности к различным вариантам
терапии, включая таргетную иммунотерапию.

Одним из самых перспективных подходов для
сенсибилизации опухолевых клеток к химио- и
радиотерапии считается гипертермия [4, 5]. При-
мечательно, что усиление эффектов химио- и ра-
диотерапии в этом случае обусловлено действием
нескольких механизмов, среди которых особое
место занимает протеотоксический стресс и так
называемый “Heat Shock Response” – индуциро-
ванный прогревом специфический стресс-ответ.
Под действием повышенной температуры в клет-
ке денатурирует и агрегирует множество термола-
бильных белков (включая и те, что нужны для ре-
парации ДНК), что приводит к потере функцио-
нальности соответствующих молекулярных
процессов в клетке. Кроме того, протеотоксиче-
ский стресс способствует запуску механизма апо-
птоза. Ситуацию усугубляют особенности проте-
кания теплового стресс-ответа: в ответ на гипер-
термию происходит индукция экспрессии генов
семейства HSP (Heat Shock Proteins), кодирующих
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одноименные белки теплового шока (HSP), и од-
новременно угнетается экспрессия других генов,
в том числе, отвечающих за репарацию поврежде-
ний ДНК [6–8]. В результате формируется тера-
певтическое окно, в течение которого клетка ока-
зывается сенсибилизирована к различным повре-
ждающим воздействиям, включая химио- и
радиотерапию, поскольку в этот период времени
фактически не имеет ресурсов для репарации воз-
никающих повреждений ДНК. Следует отметить,
что наряду с сенсибилизирующим эффектом ги-
пертермии, который во многом определяется
уровнем вызванного прогревом протеотоксиче-
ского стресса [9], применение этого подхода не-
сет ряд существенных рисков. Синтезируемые в
большом количестве в ходе реализации теплового
стресс-ответа белки теплового шока играют важ-
ную роль в механизмах клеточной защиты и адап-
тации, и их накопление может способствовать
повышению радио- и химиорезистентности опу-
холевых клеток. Известно также, что усиление
экспрессии различных HSP в ткани опухоли зача-
стую ассоциировано с плохим прогнозом для па-
циента [10]. В связи с этим для принятия решения
о целесообразности применении гипертермии в
составе комбинированной терапии необходимо
учитывать термочувствительность опухолевых
клеток в каждом конкретном случае.

Ранее нами была показана возможность эф-
фективной сенсибилизации при помощи гипер-
термии клеток РМЖ линии MCF-7/MDR1, яв-
ляющейся моделью химиорезистентного РМЖ
люминального типа А, к γ-излучению [11]. По-
скольку линия MCF-7/MDR1 является более ра-
диорезистентной по сравнению с материнской
линией клеток MCF-7, эти данные позволили за-
ключить, что радио- и химиорезистентный фено-
тип не всегда коррелирует с терморезистентно-
стью. В связи с этим основной целью данной ра-
боты стало изучение возможности использования
гипертермии в качестве радиосенсибилизирую-
щего воздействия на клетки линии MDA-MB-231
(модель одного из самых агрессивных видов
РМЖ – триждынегативного РМЖ базального
подтипа). В ходе исследования были проанализи-
рованы особенности реакции клеток линии
MDA-MB-231 на гипертермию на молекулярном
и клеточном уровне, а также эффективность тер-
морадиосенсибилизации клеток линии MDA-
MB-231 к γ-излучению по сравнению клетками
линий MCF-7 и MCF-7/MDR1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

Линии клеток и условия культивирования

В работу взяты клетки трех линий РМЖ раз-
личных молекулярных подтипов: MCF-7 и
MCF-7/MDR1 – химиочувствительный и химио-

резистентный варианты РМЖ люминального ти-
па А, MDA-MB-231 – ТН-РМЖ базального под-
типа, полученный из коллекции ATCC (American
Type Culture Collection, cif), а также линия клеток
рака шейки матки (РШМ) HeLa, которая счита-
ется термоустойчивой [12, 13]. Клетки культиви-
ровали в CO2-инкубаторе (37°С, 5% CO2, влаж-
ность100%) на среде DMEM (ПанЭко, Россия) с
добавлением 10%-ной сыворотки крупного рога-
того скота (HyClone, США), пенициллина
(50 ед/мл) и стрептомицина (50 мкг/мл).

Условия гипертермии и облучения

Гипертермию проводили в водяной бане RC6
LAUDA (Германия). Клетки прогревали при 43°,
44° и 45°С в течение 30 мин: для проведения
МТТ-теста –через 24 ч после посева клеток, для
оценки клоногенной активности – через 3 сут по-
сле посева; для анализа экспрессии генов – про-
грев осуществляли при 43°С в течение 1 ч через
3 сут после посева.

Клетки подвергали воздействию γ-излучения
60Со на установке “Агат” через 1 либо 3 суток по-
сле посева клеток (сразу после проведения гипер-
термии в случае комбинированного воздействия)
в дозе 5 Гр (при мощности дозы 1 Гр/мин).

Оценка термочувствительности 
и эффективности терморадиосенсибилизации 

клеток

Термочувствительность и эффективность тер-
морадиосенсибилизации клеток оценивали кос-
венно при помощи теста на метаболическую ак-
тивность клеток с использованием тетразолиево-
го красителя МТТ [14], а также путем прямого
подсчета доли клеток с аномальными ядрами при
помощи микроскопии.

МТТ-тест проводили через 3 сут после воздей-
ствия. Условную выживаемость клеток после ги-
пертермии вычисляли по оптической плотности
(ОП) в процентах от уровня в контроле. Прини-
мая во внимание отличия в радиочувствительно-
сти сравниваемых линий клеток, эффективность
терморадиосенсибилизации для каждой клеточ-
ной линии оценивали по ОП в процентах от уров-
ня в соответствующих группах, облученных в дозе
5 Гр.

Для прямого подсчета доли клеток с аномаль-
ными ядрами клетки фиксировали 4%-ным пара-
формальдегидом, окрашивали ядра интеркалиру-
ющим флуоресцентным красителем DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole), фотографировали по
пять полей зрения из каждой лунки на конфо-
кальном микроскопе Leica DMI4000 (Leica Mi-
crosystems, Германия), затем подсчитывали об-
щее количество ядер (что соответствует общему
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числу клеток) и долю среди них аномальных ядер
(гигантских, лопастных и содержащих микрояд-
ра) при помощи программы ImageJ.

Анализ экспрессии генов после действия 
гипертермии

Сбор проб РНК проводили спустя 0 (сразу по-
сле воздействия), 2, 4, 6, 8 и 24 ч после гипертер-
мии, а также в контрольных клетках, не подвер-
гавшихся действию повышенной температуры.
Клетки лизировали при помощи реагента RNAzol
(Sigma, США). Дальнейшее выделение и очистку
РНК проводили согласно инструкции произво-
дителя. Качество очищенной РНК проверяли при
помощи электрофореза по соотношению 16S и
28S рибосомальной РНК в пробе, а также на
спектрофотометре “NanoDrop” (NanoDrop Tech-
nologies, США). По 1 мкг РНК с каждой пробы
брали для получения кДНК при помощи набора
реагентов High-Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit (Applied Biosystems, США) согласно про-
токолу производителя. Реакцию обратной тран-
скрипции проводили в амплификаторе “Терцик”
(“ДНК-технология”, Россия). Анализ уровня
экспрессии генов осуществляли при помощи
ПЦР с детекцией в реальном времени (ПЦР-РВ)
на амплификаторе “Rotor Genе” (“Corbet Research”,
Австралия) с использованием набора реагентов
“SYBR ® Premix Ex Taq™ II” (TaKaRa Bio Inc.,
Япония) согласно инструкции производителя.
Программа амплификации: 94°С 4 мин, затем
40 циклов: {94°С 10 с, 61°С 20 с, 72°С 20 с}. Обра-
ботку данных проводили при помощи встроенно-
го программного обеспечения амплификатора.
Анализ динамики изменения уровня экспрессии
генов, отражающей транскрипционный ответ на
гипертермию, проводили методом ∆∆Ct с учетом
существующих рекомендаций [15]. В качестве ре-
ференсного был выбран ген “домашнего хозяй-
ства” ALAS1, показавший высокую стабильность
экспрессии независимо от применяемых воздей-
ствий, по результатам анализа стабильности экс-
прессии при помощи сервиса RefFinder [16]. По-
следовательности прямых и обратных праймеров,
используемых в работе, приведены в табл. 1.

Статистическая обработка результатов

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программ “Origin 6.0”
(Microcal Software, Inc.) и “Statistica 6.0” (Stat-
Soft., Inc.). Для описательной статистики рассчи-
тывали среднее значение ±SE (либо ±95%-ный
доверительный интервал) в сравниваемых груп-
пах. Статистическую значимость отличий оцени-
вали по U-критерию Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Чувствительность клеток различных линий 
к гипертермии и γ-излучению и оценка 

эффективности их терморадиосенсибилизации

По результатам МТТ-теста установлено, что
клетки исследуемых линий отличаются друг от
друга по чувствительности к различным вариан-
там гипертермии и γ-излучению (рис. 1). Приме-
чательно, что гипертермия в течение 30 мин при
43°С в водяной бане не оказала существенного
влияния на условную выживаемость клеток отно-
сительно контрольных значений. Прогрев в тече-
ние 30 мин при 44°С оказал более выраженное
воздействие на клетки исследуемых линий, одна-
ко статистически значимое снижение показате-
лей наблюдалось только при сравнении клеток
MCF-7 с клетками MCF-7/MDR1 (p = 0.0001) и
HeLa (p = 0.0006), а также между MCF-7/MDR1 и
MDA-MB-231 (p = 0.01). Большой разброс полу-
ченных значений не позволил считать статисти-
чески значимым отличие показателей клеток
MDA-MB-231 от таковых у клеток HeLa, несмот-
ря на то, что в среднем выживаемость клеток
MDA-MB-231 была ниже, чем у клеток этой ли-
нии, и сопоставима с таковой клеток MCF-7. В
случае же прогрева в течение 30 мин при 45°С ста-
новится очевидным, что самой термочувстви-
тельной является линия клеток MDA-MB-231 (p <
< 0.00004): условная выживаемость этих клеток
относительно уровня в контроле не превышает
50% через 3 сут после воздействия, в то время как
выживаемость второй по чувствительности к про-
греву линии – MCF-7 – в среднем составляет 75%,
а выживаемость клеток линий MCF-7/MDR1 и
HeLa превышает 80%. Таким образом, среди

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров, используемых в работе
Table 1. Nucleotide sequences of primers used in the work

№ Целевой ген
Последовательность 5'→3' и тип праймера

(F – прямой, R – обратный)
Длина ампликона, п.н.

1 HSP70 F: CCTGCGAGAGGGCCAAGA 111
2 R: CGAACCTCGCCCTGGTGA
3 ALAS1 F: TGCTGCAAAGATCTGACCCCTC 113
4 R: AAACTCATGGGCCACATCACAC
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сравниваемых клеточных линий в условиях дан-
ного эксперимента наиболее термоустойчивыми
оказались клетки линии MCF-7/MDR1 (химио-
резистентный вариант рака молочной железы) и,
как и ожидалось, линии HeLa. Следует отметить,
что клетки этих двух линий статистически значи-
мо не отличаются друг от друга по чувствительно-
сти к прогреву в данных условиях.

Согласно полученным данным, клетки линии
MCF-7 более чувствительны к воздействию γ-из-
лучения, чем клетки линий MCF-7/MDR1,
MDA-MB-231 и HeLa (p < 0.001).

На рис. 2 представлены результаты МТТ-те-
ста, отражающие эффективность терморадиосен-
сибилизации клеток различных линий к γ-излу-
чению в дозе 5 Гр при использовании различных
режимов гипертермии. Согласно полученным
данным, 30-минутная гипертермия при 44 и 45°С
позволяет сенсибилизировать клетки всех иссле-
дуемых линий к γ-излучению дозе 5 Гр, что про-
является в снижении их условной выживаемости
относительно таковой при применении облуче-
ния отдельно (p < 0.03 по сравнению с действием
5 Гр отдельно для клеток линии MCF-7/MDR1;
p < 0.0002 – для остальных клеточных линий).
При этом наибольшая эффективность термора-
диосенсибилизации показана для клеток линии
MDA-MB-231. Полученные данные поднимают
вопрос о механизмах, лежащих в основе.

Сравнительная характеристика динамики 
транскрипционного ответа на гипертермию 

клеток исследуемых линий

Одним из последствий протеотоксического
стресса, вызванного гипертермией, является вы-

свобождение белков HSP70 и HSP90 из комплек-
са с транскрипционным фактором HSF1, по-
скольку их сродство к денатурированным белкам
выше, чем к HSF1. В результате HSF1активирует-
ся и направляется в ядро клетки, где запускает
экспрессию генов семейства HSP, кодирующих
различные белки теплового шока [6–8]. Мы пред-
положили, уровень протеотоксического стресса,
вызванного гипертермией, может отличаться в
клетках исследуемых линий, и эти отличия будут
определять параметры динамики экспрессии ге-
нов HSP. В ходе работы методом ПЦР “в реаль-
ном времени” в клетках исследуемых линий была
проанализирована динамика экспрессии инду-
цибельного гена HSP70 (синоним – HSPA1A), по-
скольку, с одной стороны, HSP70 играет важную
роль в развитии и патогенезе РМЖ, включая
ТН-РМЖ [17], а с другой стороны, это ген может
служить индикатором активации транскрипци-
онного ответа на гипертермию в целом.

Сравнение динамики изменения уровня экс-
прессии гена HSP70 в ответ на гипертермию вы-
явило особенности протекания стресс-индуци-
рованного транскрипционного ответа у каждой
из тестируемых линий клеток. В ходе работы
установлено, что клетки исследуемых линий от-
личаются друг от друга не только по интенсивно-
сти и длительности транскрипционного ответа на
гипертермию, но и по времени достижения мак-
симума экспрессии гена HSP70. Результаты ана-
лиза динамики экспрессии гена HSP70 в ответ на
гипертермию в течение 1 ч при 43°С представле-
ны на рис. 3.

Согласно полученным данным, наиболее
мощная индукция экспрессии гена HSP70 харак-
терна для линии клеток триждынегативного рака

Рис. 1. Оценка чувствительности исследуемых линий опухолевых клеток к различным вариантам воздействий по ре-
зультатам МТТ-теста.
По оси Y: условная выживаемость клеток относительно уровня контроля (принят за 1) в зависимости от воздействия
(среднее ±95%-ный доверительный интервал). Пояснения в тексте.
Fig. 1. Evaluation of the sensitivity of the studied tumor cell lines to various treatment options according to the results of the MTT test.
On the Y-axis: conditional cell survival relative to the control level (taken as 1) depending on the exposure (mean ±95% CI). Ex-
planations are in the text.
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Рис. 2. Оценка эффективности терморадиосенсибилизации различных линий опухолевых клеток по результатам
МТТ-теста.
По оси Y: условная выживаемость клеток относительно уровня в группах, облученных в дозе 5 Гр (принят за 1) в зави-
симости от условий гипертермии (среднее ±95%-ный доверительный интервал). Пояснения в тексте.
Fig. 2. Evaluation of the effectiveness of thermoradiosensitization of various tumor cell lines based on the results of the MTT test.
On the Y-axis: conditional cell survival relative to the level in groups irradiated at a dose of 5 Gy (taken as 1) depending on hyper-
thermia conditions (mean ±95% CI). Explanations are in the text.
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Рис. 3. Динамика транскрипционного ответа на гипертермию (1 ч при 43°С) по гену HSP70 в опухолевых клетках раз-
личных линий.
По оси Y: кратность увеличения уровня экспрессии HSP70, нормированного на уровень экспрессии референсного ге-
на ALAS1, относительно уровня в контроле (среднее ±95%-ный доверительный интервал). Нормированный уровень
экспрессии гена HSP70 в контроле принят за 1.
Fig. 3. Dynamics of the transcriptional response to hyperthermia (1 р at 43°С) for the HSP70 gene in tumor cells of various lines.
On the Y-axis: the fold increase in the expression level of HSP70, normalized to the level of expression of the reference gene
ALAS1¬, relative to the level in the control (mean ±95% CI). The normalized expression level of the HSP70 gene in the control
was taken as 1.
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молочной железы MDA-MB-231. Уровень экс-
прессии гена HSP70 в клетках данной линии уве-
личивается, в среднем, в 58 раз уже после оконча-
ния гипертермического воздействия. Максимум
экспрессии наблюдается через 4 ч после прогрева
(увеличение уровня экспрессии в 220 раз относи-
тельно уровня в контроле). Примечательно, что
даже спустя 8 ч после действия гипертермии уро-
вень экспрессии гена HSP70 в этих клетках ока-
зывается повышен более, чем в 120 раз относи-
тельно уровня в контроле. Столь мощная индук-
ция экспрессии гена HSP70 в ответ на прогрев
согласуется с крайне высокой чувствительностью
клеток линии MDA-MB-231 к гипертермии.

Индукция экспрессии гена HSP70 в клетках
линий MCF-7 и MCF-7/MDR1 проявляется сход-
ным образом в течение первых четырех часов после
прогрева, но менее мощно по сравнению с клетка-
ми MDA-MB-231 (рис. 3). Затем в клетках линии
MCF-7 наблюдается снижение уровня экспрессии
гена HSP70, а в клетках линии MCF-7/MDR1 –
еще большее увеличение. Таким образом, макси-
мум экспрессии гена HSP70 в клетках линии
MCF-7 наблюдается через 4 ч после прогрева (в
среднем, 70-кратное увеличение относительно
уровня в контроле), а максимум экспрессии этого
гена в клетках линии MCF-7/MDR1 наблюдается
через 6 ч (в среднем, 90-кратное увеличение экс-
прессии). При этом, сразу после гипертермии,
увеличение уровня экспрессии HSP70 относи-
тельно уровня в контроле не превышает 20-крат-
ного в обеих линиях клеток.

Самый медленный транскрипционный ответ
по гену HSP70 характерен для клеток рака шейки
матки линии HeLa. Сразу после прогрева уровень
экспрессии гена HSP70 увеличивается в среднем
в 6.7 раза относительно уровня в контроле, что яв-
ляется самым низким значением среди четырех
протестированных линий клеток. В то же время
прирост уровня экспрессии гена HSP70 наблюда-
ется вплоть до 8 ч после прогрева и является са-
мым длительным среди протестированных линий
клеток. Следует отметить, что линия опухолевых
клеток HeLa считается терморезистентной [12,
13] и была включена в эксперимент в качестве
эталона устойчивости к тепловому воздействию.

Исключительно мощная индукция гена HSP70
в клетках линии MDA-MB-231 наряду с их высо-
кой термочувствительностью свидетельствует о
том, что инактивация определенных молекуляр-
ных процессов под действием гипертермии явля-
ется критичной именно для данной линии кле-
ток. Мы предположили, что таким процессом мо-
жет являться репарация повреждений ДНК, а
сами клетки MDA-MB-231 проявляют высокую
нестабильность генома. Для проверки этого пред-
положения был проведен анализ цитологических
особенностей реакции клеток MDA-MB-231 на

действие гипертермии и γ-излучения при помо-
щи лазерной сканирующей конфокальной мик-
роскопии.

Цитологические особенности реакции клеток 
линии MDA-MB-231 на гипертермию и действие 

γ-излучения

В ходе проведения экспериментов было обна-
ружено, что клетки линии MDA-MB-231, в отли-
чие от клеток других проанализированных линий,
специфически реагируют на прогрев и действие
γ-излучения. Помимо снижения количества кле-
ток, 30-минутный прогрев при 44°С, как и дей-
ствие γ-излучения вне зависимости от наличия и
режима предварительной гипертермии, приводит
к появлению значительного количества клеток с
различными нарушениями структуры и размеров
ядра (рис. 4, а). Среди таких аномалий наиболее
часто встречаются: гигантские ядра (более 30 мкм
в диаметре), что указывает на произошедшую по-
липлоидизацию; формирование микроядер –
один из вариантов проявления нарушения рас-
хождения хромосом в митозе; а также появление
“лопастных” ядер, мембрана которых формирует
многочисленные инвагинации и выпячивания
(рис. 4, б). Примечательно, что 30-минутный
прогрев при 43°С не приводит к приросту количе-
ства структурных аномалий ядер клеток, в то вре-
мя как эффект от аналогичного прогрева при
44°С сопоставим с эффектом действия γ-излуче-
ния в дозе 5 Гр (рис. 4, а, в).

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе работы установлено, что клетки иссле-

дуемых линий РМЖ отличаются друг от друга по
термочувствительности и эффективности термо-
сенсибилизации к γ-излучению и характеризуют-
ся различной динамикой транскрипционного от-
вета на гипертермию, что наглядно продемон-
стрировано на примере экспрессии гена HSP70.
Среди проанализированных линий клеток осо-
бенно выделяется линия MDA-MB-231 – модель
ТН-РМЖ: эффект действия на них 30-минутной
гипертермии при 44°С сопоставим с эффектом,
наблюдаемым после воздействия на эти клетки γ-
квантами в дозе 5 Гр, что проявляется и на уровне
снижения метаболической активности (рис. 1) и
выживаемости (рис. 4, а) этих клеток, и на уровне
индукции аномалий структуры ядра (рис. 4, в).
Примечательно, что в условиях проведенных экс-
периментов не было обнаружено существенного
прироста количества клеток с аномалиями ядра
такого рода в других исследованных клеточных
линиях. Известно, что изменение морфологии
ядра может свидетельствовать об увеличении ге-
номной нестабильности, вызывать изменение
экспрессии генов и приводить к ядерной дис-
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функции [18–20], в то время как конденсация
хроматина является признаком активации апо-
птоза [13]. В связи с этим высокая чувствитель-
ность клеток MDA-MB-231 к гипертермии и, как
следствие, высокая эффективность термосенси-
билизации этих клеток к действию γ-излучения,
может быть обусловлена повышенным уровнем
геномной нестабильности в этих клетках. Сово-
купность этих данных позволяет предполагать,
что в перспективе именно клетки ТН-РМЖ могут
стать наиболее перспективной целью для приме-
нения гипертермии в качестве сенсибилизирую-
щего воздействия к радиотерапии.

В последнее время интерес к использованию
различных вариантов гипертермиии в клиниче-
ской практике все больше возрастает [5, 21]. Дей-

ствительно, применение гипертермии в клиниче-
ской практике несет ряд существенных преиму-
ществ. Использование локальной гипертермии
позволяет воздействовать непосредственно на
опухолевый очаг без серьезного повреждения
окружающих нормальных тканей [22]. При этом
запускаемые гипертермией механизмы, сенсиби-
лизирующие опухоль, работают на молекуляр-
ном, клеточном и физиологическом уровнях.
Вместе с тем гипертермия не обладает генотокси-
ческим и мутагенным действием, что дает ей
огромное преимущество при сравнении с различ-
ными химиотерапевтическими агентами. Нако-
нец, химиорезистентные клетки, нечувствитель-
ные ко многим химиотерапевтическим агентам,
могут быть сенсибилизированы к облучению при

Рис. 4. Цитологические особенности реакции клеток линии MDA-MB-231 на гипертермию и действие γ-излучения.
а – изменение количества клеток и морфологии клеточных ядер в ответ на действие облучения в зависимости от ре-
жима предварительной гипертермии по сравнению с контролем (необлученные клетки, культивируемые при 37°С).
Масштабная линейка: 100 мкм. б – Типичные варианты наблюдаемых морфологических изменений ядер клеток.
Длинной стрелкой отмечено гигантское ядро, головкой стрелки – микроядра, короткой стрелкой – многолопастное
ядро. Масштабная линейка: 40 мкм. в – результаты анализа изменения доли клеток с нарушением структуры ядра в
культуре MDA-MB-231 в зависимости от действия исследуемых факторов и их комбинаций. Отдельно учитывали ги-
гантские ядра и ядра с нарушенной морфологией (лопастные ядра и содержащие микроядра). Приведены средние зна-
чения ±SE. Статистически значимые (p = 0.00013) отличия от контрольной группы и клеток, подверженных действию
гипертермии при 43°С отмечены звездочками.
Fig. 4. Cytological features of the response of MDA-MB-231 cells to hyperthermia and the action of γ-radiation. a – Changes in
the number of cells and morphology of cell nuclei in response to irradiation depending on the pre-hyperthermia regimen com-
pared to the control (unirradiated cells cultured at 37°C). Scale bar: 100 μm. b – Typical variants of the observed morphological
changes in cell nuclei. The long arrow marks the giant nucleus, the arrowhead marks the micronucleus, and the short arrow marks
the multilobed nucleus. Scale bar: 40 μm. c – Results of the analysis of changes in the proportion of cells with disruption of the
nuclear structure in the MDA-MB-231 culture, depending on the action of the studied factors and their combinations. Giant nu-
clei and nuclei with disturbed morphology (lobed nuclei and containing micronuclei) were taken into account separately. Mean
±SE values are given. Statistically significant (p = 0.00013) differences from the control group and cells exposed to hyperthermia
at 43°C are marked with asterisks.
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помощи гипертермии, как было показано нами
ранее [11]. Обсуждается возможное использова-
ние локальной гипертермии для радиосенсиби-
лизации радиорезистентных опухолевых клеток,
находящихся в гипоксических нишах [23].

Несмотря на неоспоримые преимущества, ги-
пертермия имеет и ряд недостатков, среди кото-
рых: сложности с внутриопухолевой термометри-
ей и риск повысить устойчивость опухоли из-за
накопления большого количества белков HSP
вследствие реализации теплового стресс-ответа
клеток, поскольку эти белки, помимо своей ос-
новной функции клеточных шаперонов, играют
важную роль в механизмах клеточной защиты и
адаптации, а также во многом влияют на патоге-
нез опухолевого процесса [10, 17].

Снизить риск индуцированного гипертермией
повышения устойчивости опухолевых клеток
можно несколькими способами. Во-первых, важ-
но понимать, являются ли термочувствительны-
ми клетки опухоли у конкретного пациента и ка-
кой именно режим гипертермии (температура и
длительность воздействия) оптимален в каждом
конкретном случае. Это поднимает вопрос о необ-
ходимости поиска критериев и маркеров, позволя-
ющих заблаговременно оценить термочувствитель-
ность опухолевых клеток и, как следствие, целесо-
образность использования гипертермии в каждом
случае. Вторым подходом может служить исполь-
зование ингибиторов активности транскрипци-
онного фактора HSF1, который в ответ на дей-
ствие гипертермии запускает экспрессию множе-
ства генов, включая гены семейства HSP, а также
ингибиторов активности самих белков HSP.

Следует отметить, что применение ингибито-
ров активности и экспрессии шаперонов само по
себе позволяет сенсибилизировать опухолевые
клетки к прогреву и облучению [13, 24]. Таким об-
разом, комбинация этих двух подходов – приме-
нение гипертермии на фоне использования инги-
биторов индукции и функции HSP – может поз-
волить не только усилить сенсибилизирующий
эффект гипертермии, но и снизить риск повыше-
ния устойчивости клеток опухоли после прогрева.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявленные в ходе работы отличия в термо-
чувствительности и эффективности термосенси-
билизации к γ-излучению линий клеток, являю-
щихся моделями РМЖ различных молекулярных
подтипов, поднимают вопрос о поиске критериев,
по которым можно было бы предсказать целесо-
образность использования гипертермии в каждом
конкретном случае. Одними из таких критериев
могут служить мощность индукции и HSP70 в от-
вет на прогрев и уровень геномной нестабильно-
сти клеток – именно эти параметры оказались су-

щественно повышены в клетках линии MDA-MB-231
(модель трижды негативного РМЖ). Совокуп-
ность полученных данных позволяет предпола-
гать, что применение гипертермии в качестве
сенсибилизирующего воздействия к радиотера-
пии может быть особенно перспективно в случае
лечения ТН-РМЖ.
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High Thermosensitivity of MDA-MB-231 Cells as a Prerequisite 
for Thermoradiosensitization of Triple-negative Breast Cancer in Clinical Practice
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The work is dedicated to the analysis of thermal sensitivity and efficiency of thermosensitization to γ-radia-
tion of three cell lines of breast cancer of different molecular subtypes. It has been established that the cells of
the studied lines differ in the sensitivity to hyperthermia and, as a result, in the effectiveness of thermoradio-
sensitization, which raises the question of finding criteria for assessing the rationale of using hyperthermia in
each specific case. It has been shown that the level of heat-responsive expression of HSP70 gene and also the
level of cell genomic instability can serve as such criteria. It was found that the efficiency of thermoradiosen-
sitization is significantly higher in MDA-MB-231 cells compared to the cells of other studied lines. The data
obtained suggest that the use of hyperthermia as a radiotherapy-sensitizing co-treatment may be particularly
promising toward triple negative breast cancer.

Keywords: breast cancer, hyperthermia, γ-radiation, thermoradiosensitization, HSP70 expression, heat
shock proteins, genomic instability


