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РЕФЕРАТ:

Актуальность: Протонная терапия рассматривается как один из наиболее перспективных методов в лечении сложно локализован-
ных опухолей, при этом до сих пор имеет некоторые недостатки, что требует разработки новых подходов к повышению ее эффек-
тивности. Одним из наиболее перспективных подходов является использование радиосенсибилизаторов, способных усиливать 
радиационно-индуцированные эффекты пучка протонов. При этом использование 2D моделей опухолевых клеток для скрининга 
потенциальных радиосенсибилизаторов является недостаточным для эффективной трансляции полученных экспериментальных 
данных на уровень in vivo. 3D клеточные сфероиды являются удобной и релевантной моделью для исследования новых подходов 
в терапии солидных опухолей, так как позволяют смоделировать условия микроокружения опухолевых клеток и смоделировать 
условия in vivo, включая наличие межклеточного матрикса и формирование определенной зональности. 
Цель: Создание экспериментальной модели опухолевого сфероида на основе опухолевых клеток линии 4Т1 при их облучении 
пучком протонов для скрининга потенциальных нанорадиосенсибилизаторов. 
Материал и методы: Оценка биологической действия in vitro выполнялась на культуре клеток линии 4Т1 (карцинома мыши). Для 
формирования клеточных сфероидов использовался метод «висячей капли». Облучение клеточных сфероидов проводили пучком 
протонов в пике Брэгга на терапевтической протонном комплексе «Прометеус» в дозе 0–12 Гр. Клоногенный тест использовали 
для анализа жизнеспособности и митотической активности клеток после облучения. Оценку динамики роста облученных 3D сфе-
роидов оценивали путем анализа микроморфометрии в течение 8 дней после облучения. 
Результаты: Показано дозозависимое снижение миграционной активности клеток после облучения пучком протонов в дозе  
от 1 до 12 Гр в модифицированном пике Брэгга. Установлено, что дозы 8, 10 и 12 Гр являются оптимальными для анализа веществ 
потенциального радиосенсибилизатора методом микроморфометрии для сфероидов, сформированных из клеток линии 4Т1. 
Заключение: Определен дозовый ответ клеточных сфероидов, сформированных из опухолевых клеток линии 4Т1, на облучение 
пучком протонов в модифицированном пике Брэгга через анализ клоногенной активности и микроморфометрии. При этом стоит 
отметить, что данный метод анализа не всегда может быть использован, так как облучение ионизирующим излучением может при-
водить и к обратному эффекту: увеличению размеров сфероидов с повышением дозы облучения за счет разрушения межклеточных 
контактов, снижению плотности сфероида и увеличению его общего объема. 
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Abstract

Background: Proton therapy is considered one of the most promising methods in the treatment of complex localized tumors, but still has 
some shortcomings, which requires the development of new approaches to improve its effectiveness. One of the most promising approaches 
is the use of radiosensitizers that can enhance the radiation-induced effects of a proton beam. However, the use of 2D tumor cell models 
for screening potential radiosensitizers is insufficient for the effective translation of the experimental data to the in vivo level. 3D cellular 
spheroids are a convenient and relevant model for studying new approaches in the therapy of solid tumors, since they allow simulating the 
conditions of the microenvironment of tumor cells and simulating in vivo conditions, including the presence of an intercellular matrix and 
the formation of a certain zonality. 
Purpose: To create an experimental model of a tumor spheroid based on 4T1 tumor cells irradiated with a proton beam for screening poten-
tial nanoradiosensitizers.
Material and methods: In vitro biological activity was assessed using a 4T1 cell line (mouse carcinoma) culture. The hanging drop method 
was used to form cell spheroids. The spheroids were irradiated with a proton beam at the Bragg peak on at a dose of 0–12 Gr using the 
“Prometheus” therapeutic proton complex . The clonogenic test was used to analyze the viability and mitotic activity of the cells after ir-
radiation. The growth dynamics of irradiated 3D spheroids has been assessing by analyzing micromorphometry for 8 days after irradiation.
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Введение 
ЗD клеточные сфероиды являются удобной экспе-

риментальной моделью для исследования влияния ио-
низирующего излучения на опухолевые клетки, а также 
тестирования потенциальных терапевтических веществ 
или новых подходов к лечению в онкологии [1–5]. Такие 
структуры дают возможность обеспечить формирова-
ние определенной зональности как в опухолях in vivo, 
формируют внеклеточный матрикс в трехмерном про-
странстве, а также дают возможность быть сформиро-
ванными из нескольких типов клеток, включая иммун-
ные клетки, всего чего лишены 2D культуры. При этом 
стоит отметить, что 3D клеточные сфероиды также име-
ют некоторые недостатки (например, отсутствие микро-
капиллярной сети), однако несмотря на них все равно 
значительно выигрывают у монослойных эксперимен-
тальных моделей. Несмотря на имеющиеся недостатки, 
3D клеточные сфероиды остаются одним из наиболее 
релевантных и продвинутых подходов к моделированию 
солидных опухолей.

Использование 3D клеточных сфероидов для иссле-
дования радиосенсибилизирующих эффектов различ-
ных веществ широко применяется [6]. При этом суще-
ствует несколько ключевых принципов, которые учи-
тываются при разработке таких моделей, включая тип 
ионизирующего излучения, тип клеточной культуры, 
использование моно или гетерокультуры при формиро-
вании сфероида, наличие или отсутствие внеклеточного 
матрикса, условия оксигенации и т.д. 

Анализ биологического действия ионизирующего 
излучения на опухолевые ткани при разработке экспери-
ментальных моделей требует детального изучения, так 
как подбор схемы, дозы и энергии облучения являются 
ключевыми параметрами при разработке новых техно-
логий лучевой терапии, включая бинарные технологии 
с использованием наночастиц [7–9]. Был проведен срав-
нительный анализ влияния фотонов, протонов и ионов 
углерода на 2D и 3D клеточных моделях, который под-
твердил отличительные эффекты при воздействии на мо-
нослой культуры клеток или в ее 3D сфероиде. При этом 
максимальный повреждающий эффект наблюдался при 
облучении пучком ионов, что подтверждает перспектив-
ность адронной терапии опухолевых новообразований 
[10]. Также, используя гамма-облучение сфероидов, 
сформированных из опухолевых клеток линии BON1 и 
HCT116, показано, что облучение в дозе 6 Гр приводит 
к уменьшению размера сфероида в 2 раза через 7 дней 
после облучения. При этом авторами показано, что доля 
апоптотических клеток в сфероиде растет с увеличени-
ем дозы облучения, а вот увеличения уровня сенесцент-
ных клеток не наблюдалось [11]. Сверхвысокая мощ-
ность дозы облучения (FLASH) недавно появилась как 
многообещающий подход к улучшению терапевтическо-
го соотношения лучевой терапии. Эффект FLASH обу-
словлен, по крайней мере частично, радиохимическим 
истощением кислорода из облученной ткани. В отличие 
от опухолевых ксенотрансплантатов in vivo, опухолевые 
сфероиды являются аваскулярными. Таким образом, их 
реакция на ионизирующее излучение не зависит от со-
стояния сосудистой сети, циркуляции иммунных клеток 
в облученном поле и радиационного повреждения окру-
жающих нормальных тканей, что делает их идеальной 

моделью для исследования прорывных технологий ра-
диотерапии таких как FLASH-облучение, молекулярный 
механизм которого обусловлен истощением кислорода 
под воздействием высоких доз в короткий промежуток 
времени [12]. 

Интересной является разработка новых подходов 
радиотерапии, где используется сочетанное действие 
двух разных видов излучений. Brüningk S.C. et al раз-
работали модели сочетанного воздействия различных 
факторов, например, гамма-излучения + гипертермии 
[13]. Используя 2 типа опухолевых клеток (HCT116 и 
CAL27) с однократным и комбинированным воздействи-
ем фотонного облучения (0–20 Гр) и гипертермии при 
47 °C, они продемонстрировали реакцию 3D клеточных 
с точки зрения динамики их роста, жизнеспособности 
клеток и распределения доли живых/мертвых клеток. 
Было обнаружено, что чувствительность к теплу у сфе-
роидов значительно ниже, чем у монослойных культур. 
Сфероиды демонстрировали различные закономерности 
уплотнения и повторного роста при воздействии тепла 
или радиации: нагретые сфероиды «сбрасывали» мерт-
вые клетки в течение четырех дней после нагревания 
и демонстрировали более быстрый рост после воздей-
ствия, чем образцы, которые подвергались облучению 
или не подвергались лечению. Облученные сфероиды 
сохраняли плотную структуру и демонстрировали бо-
лее длительную задержку роста, чем сфероиды, подвер-
гавшиеся гипертермии или комбинированному воздей-
ствию. Авторами выдвинуто предположение о том, что в 
отличие от ионизирующего излучения, которое убивает 
активно делящиеся клетки, гибель клеток, вызванная ги-
пертермией, влияет на клетки независимо от их статуса 
пролиферации. Это вызывает изменения микросреды, 
которые способствуют росту сфероидов. 

Также существует подход, когда для формирования 
экспериментальных моделей на основе 3D клеточных 
сфероидов используют клинический материал пациен-
тов с последующим анализом их ответа на облучение 
[14]. Такой персонализированный подход дает возмож-
ность оценить эффективность отклика конкретного па-
циента на лучевую терапию. Таким образом, использо-
вание 3D клеточных сфероидов как экспериментальной 
модели является актуальным и применимым для эффек-
тивного скрининга новых подходов к терапии онколо-
гических заболеваний, включая бинарные технологии с 
использованием различных наноформуляций.

В рамках данной работы была создана эксперимен-
тальная модель реакции 3D опухолевого сфероида, 
сформированного на основе опухолевых клеток линии 
4Т1, при их облучении пучком протонов для скрининга 
потенциальных нанорадиосенсибилизаторов или разра-
ботки новых подходов к адронной терапии опухолей.

Материал и методы

Культура клеток 
В качестве объекта исследований была использова-

на культура клеток линии 4Т1 (линия аденокарциномы 
молочной железы). Данная культура характеризуется от-
носительно высокой радиочувствительностью и широко 
используется при исследовании влияния ионизирующе-
го излучения in vitro и in vivo.

Keywords: cell spheroid, tumor model, hadron therapy, protons
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Формирование сфероидов
Клеточные сфероиды готовили с использованием 

техники «висячей капли». Клетки открепляли от суб-
страта с помощью раствора трипсин-ЭДТА (0,05 %), а 
затем промывали три раза центрифугированием при 
1000 об/мин в течение 5 минут. Затем к клеткам добавля-
ли ростовую среду DMEM/F12 с 10 % сыворотки. Затем 
к клеточной суспензии добавляли метилцеллюлозу (1 % 
в среде DMEM/F12) для того, чтобы увеличить межкле-
точные контакты в структуре сфероида. Количество кле-
ток составляло 100 тыс. клеток/мл. Клетки высевали для 
формирования сфероида на крышку 60-миллиметровой 
пластиковой чашки Петри каплями объемом 20 мкл. Для 
предотвращения высыхания капель на дно чашки по-
мещали 10-мл буфер Хэнкса. Затем крышку чашки ак-
куратно переворачивали и инкубировали в течение 72 ч 
в инкубаторе CO2. После 24 ч инкубации клетки собра-
лись в центре капли, сформировав сферическую струк-
туру будущего сфероида.

Облучение клеточных сфероидов
Облучение проводили в центре коллективного поль-

зования на базе комплекса протонной терапии «Проме-
теус» (ФТЦ ФИАН, Россия) в модифицированном пике 
Брэгга, сформированного методом сканирования пуч-
ками протонов с энергией от 110 до 125 МэВ. При об-
лучении пробирки типа эппендорф (2 мл), содержащие 
сфероиды, полностью заполняли питательной средой и 
помещали в специально разработанный водный фантом. 
Подготовку и дозиметрический контроль облучения 
осуществляли с использованием радиохромной пленки 
EBT3 (США) и ионизационной камеры PTW PinPoint 
(Германия).

Анализ динамики роста сфероидов
Анализ динамики роста клеточных сфероидов про-

водили путем получения микрофотографий на инверти-
рованном микроскопе Celena S. (Ю. Корея) при увели-
чении ×40 и последующим анализом их диаметра для 
получения среднего значения по 4–5 сфероидам. 

Клоногенный анализ 
Анализ клоногенной активности клеток проводили 

сразу после облучения протонным пучком. Сфероиды 
дезагрегировали на единичные клетки с помощью рас-
твора трипсин-версен 0,025 % (ПанЭко, Россия). Клет-

ки высевали на 6-луночный планшет (SPL, Ю. Корея) 
с плотностью 1000 клеток на лунку. Через 8 сут обра-
зовавшиеся колонии клеток фиксировали 4 % парафор-
мальдегидом (ПанЭко, Россия) и окрашивали 0,1 % рас-
твором кристаллического фиолетового (ПанЭко, Рос-
сия). Затем вручную подсчитывали количество колоний. 
Колониями считали клеточные агрегаты численностью 
50 и более клеток.

Статистическая обработка
Статистический анализ проводился с использованием 

программного обеспечения GraphPad Prism. Значимость 
отклонений между экспериментальной и контрольной 
группами подтверждалась с помощью t-критерия Стью-
дента с значениями: p<0,0001.

Результаты и обсуждение 
Схема проведения дозиметрических исследовании и 

облучения клеточных сфероидов продемонстрирована 
на рис. 1. 

На рис. 2 представлены данные микроморфоме-
трического анализа 3D клеточных сфероидов при об-
лучении пучком протонов в широком диапазоне доз 
(0–12 Гр). На начальном этапе (1 день облучения) раз-
мер сфероидов составлял порядка 250 мкм (257±13 
мкм), а к окончанию эксперимента на 8 сут размер сфе-
роида в необлученной контрольной группе удвоился 
(453,3±27 мкм). Выявлено, что облучение в дозе 4 Гр 
не приводит к статистически значимому снижению раз-
мера сфероида на протяжении всех 8 дней наблюдения. 
Облучение протонами дозой от 6 Гр и выше показало 
статистически значимое снижение размера сфероида 
на 8 день наблюдения. При этом стоит отметить, что 
дозы 8, 10 и 12 Гр приводили к практически полному 
отсутствию роста размера сфероида в течение 8 дней 
наблюдения, что говорит о ярко выраженных повреж-
дениях ДНК, которые препятствуют митотической ак-
тивности опухолевых клеток. Для клеточной культуры 
данного типа мы наблюдаем четкую динамику умень-
шения размера сфероида и снижения жизнеспособно-
сти клеток после облучения. Однако стоит отметить, 
что ответ клеточного сфероида на облучение в виде 
уменьшения его диаметра не является универсальным, 
так как подобные виды воздействия, наоборот, могут 
увеличивать его диаметр, что связано с нарушением 
межклеточных контактов и разрыхлением его струк-

Рис. 1. Схема облучения клеточных сфероидов на протонном терапевтическом комплексе «Прометеус»(а) и демонстрация схемы проведения 
дозиметрических исследований для пробирки типа эппендорф объемом 2 мл (б)

Fig. 1. Scheme of irradiation of cellular spheroids on the Prometheus (а) proton therapeutic complex and demonstration of the scheme for conducting 
dosimetric studies for a 2 ml Eppendorf test tube (б)
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туры, но при этом анализ жизнеспособности клеток в 
таком сфероиде значительно снижен.

Клоногенный тест является «золотым стандартом» 
радиобиологических исследований, который дает воз-
можность оценить действие ионизирующего излучения 
на митотическую активность клеток и способность кло-
нального размножения [15]. Мы провели анализ клоно-
генной активности клеток, выделенных из сфероида, по-
сле облучения пучком протонов, который также показал 
статистически значимые отличия от контрольной необу-
ченной группы, начиная с дозы 4 Гр (рис. 3). Максималь-
ные дозы в 10 и 12 Гр вовсе не давали сформироваться 

ни одной колонии. Стоит отметить, что и клоногенный 
тест дает возможность оценить митотическую актив-
ность всех клеток, включая клетки, находящиеся в зоне 
гипоксии и зоне некроза, жизнеспособность которых 
минимальная. 

Анализ клоногенной активности клеток в различных 
зонах сфероида является технически сложной задачей 
и может быть связан с различными артефактами при 
выполнении процедуры разделения с использованием 
поэтапной трипсинизации. При этом важным аспектом 
сравнительного анализа радиочувствительности 2D и 
3D культур является тот факт, что радиочувствитель-

Рис. 2. Динамика роста 3D клеточных сфероидов в течение 8 дней после облучения пучком протонов в дозах 0–12 Гр.  
Данные представлены как SD± mean, **** p≤ 0,005

Fig. 2. Dynamics of growth of 3D cell spheroids formed from cells for 8 days after irradiation with a proton beam at doses of 0–12 Gy.  
Data are presented as SD± mean, **** p≤ 0.005

Рис. 3. Клоногенный анализ клеток 3D клеточного сфероида после облучения пучком протонов в дозах 0–12 Гр (а);
p: 0,01 < p < 0,05 (*), 0,001 < p < 0,01 (**) и p < 0,0001 (****) (б)

Fig. 3. Clonogenic analysis of 3D cell spheroid cells after proton beam irradiation at doses of 0–12 Gy (а) colony photographs (б) quantitative analysis
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ность опухолевых клеток в сфероиде гораздо ниже, чем 
у 2D культур, что видно по анализу клоногенной актив-
ности. Например, для клеток данной линии доза 2 Гр 
обеспечивает 2-кратное снижение числа колоний, а доза 
выше 4 Гр вовсе ингибирует образование колоний, чего 
мы не видим при тестировании этих доз в 3D клеточных 
сфероидах. Лишь только дозы выше 8 Гр полностью ин-
гибируют образование колоний. Таким образом, можно 
говорить о том, что 3D культуры в большей степени от-
ражают биологический ответ на воздействие ионизиру-
ющего излучения. 

Заключение
Нами выявлено, что облучение пучком протонов в 

модифицированном пике Брэгга 3D клеточных сферо-
идов, сформированных из культуры клеток линии 4Т1, 
приводит к дозозависимому уменьшению их диаметра, 
начиная с дозы 8 Гр, а снижение клоногенной активно-
сти наблюдается уже с дозы 4 Гр. Показано, что данные 
параметры могут быть использованы для тестирования 
веществ, способных модулировать эффекты действия 
ионизирующего излучения на клетку. 

Работа выполнена на базе ЦКП «Комплекс протон-
ной терапии Прометеус».
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