
Введение

В последние годы в результате анализа
клинических данных об особенностях реак-
ции здоровых и опухолевых тканей на разные
режимы радиационных воздействий, появил-
ся интерес к исследованию возможности су-
щественного увеличения разовых доз (до
6–24 Гр) при лучевой терапии глиобластом.
Глиобластома является одной из наиболее
распространенных, злокачественных и ле-
тальных первичных опухолей головного моз-
га с неблагоприятным прогнозом. Клиниче-
ское применение радиохирургии и гипофрак-
ционирования при лучевой терапии глиобла-
стом на сегодняшний день является апроби-
руемым методом и одним из актуальных на-
правлений научного поиска.

Известно, что увеличение дозы за фрак-
цию даёт хороший противоопухолевый эффект
при облучении других злокачественных ново-
образований, а малое число фракций позво-
ляет сократить суммарное время лечения. Но
подведение высоких разовых доз к диффузным

образованиям в клинической практике исполь-
зуется крайне редко, т.к. при этом в облучае-
мый объем необходимо включать нормальные
ткани мозга, прилегающие к области изменен-
ного сигнала на МРТ или ПЭТ. Обычно
CTV = GTV + 1–2 см. Лучевая терапия в режиме
радиохирургии и гипофракционирования при-
меняется только при рецидивах глиобластом,
т.к. считается, что суммарная доза, подведен-
ная за два курса облучения, не должна
превышать 100 Гр [1].

Важной составляющей данных исследо-
ваний являются эксперименты на биологиче-
ских моделях in vitro, которые способны вос-
производить и имитировать опухолевые ткани.
В отделении радиотерапии и радиохирургии
НМИЦ нейрохирургии им. ак. Н.Н. Бурденко
проводится экспериментальное исследование
радиобиологических свойств клеток глиобла-
стомы человека с математическим моделирова-
нием антипролиферативной эффективности
фотонного облучения в различных режимах ги-
пофракционирования (1, 3, 5 фракций) сум -
мар  ны ми дозами 1–250 Гр. Изучаемым эффек-
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том является подавление метаболической и
пролиферативной активности клеток глиобла-
стом в результате их облучения in vitro.

Для получения репрезентативных резуль-
татов важно тщательное планирование и каче-
ственная реализация эксперимента. Одной из
задач подготовительного этапа и первого года
исследования была отработка методики прове-
дения облучения культуры клеток в режиме ра-
диохирургии. Подбор и варьирование парамет-
ров пучка (энергия, мощность, размер поля и
пр.), адекватный диапазон доз и шаг измере-
ний для построения кривой доза-эффект, созда-
ние условий равномерного облучения культуры
клеток, – все это оказывает существенное влия-
ние на результаты эксперимента и может за-
метно изменить последующие выводы.

В настоящей работе описана система для
реализации радиобиологических эксперимен-
тов (облучения in vitro): оборудование, клеточ-
ные культуры, параметры проводимого облуче-
ния, позволяющие максимально воспроизве-
сти клинические условия.

Современное состояние проблемы

Определение клоногенной способности
клеток является одним из методов исследова-
ния реакции клеток опухоли на облучение. Ко-
личественно реакцию тканей на воздействие
ионизирующего излучения можно выразить,
измерив зависимость доли пролиферирующих
клеток от дозы радиации и построить кривые
доза–эффект. Стандартным методом оценки
пролиферативной активности, применяемым
другими исследователями, является МТТ-тест.
Это колориметрический тест, основанный на
способности бесцветной соли тетразолия вос-
станавливаться в присутствии митохондриаль-
ных ферментов живых клеток до окрашенного
в пурпурный цвет формазана. Измеряется оп-
тическая плотность раствора формазона, при
длине волны 530 нм.

В работе [2] изучены основные биологиче-
ские показатели (скорость пролиферации, ин-
фильтрационные и миграционные свойства)
глиобластом человека на животной модели
после облучения подпороговой лечебной дозой
(50 Гр однократно). Было показано, что такая
доза, приводит к значительному усилению как
пролиферации (уровень фактора Ki-67 возрос с
25 до 75 %), так и инфильтрационных и мигра-
ционных свойств. Таким образом, подведение

недостаточных доз может приводить к значи-
тельно более агрессивному поведению опухоли
и приводить к её быстрому восстановлению.

Дополнительным фактором, усложняю-
щим анализ и интерпретацию эксперимен-
тальных данных, является наличие в реальных
опухолях гетерогенных по радиочувствитель-
ности клеточных популяций. В работе [3] было
показано что клеточные линии, полученные из
биопсийного материала одной и той же глио-
мы, обладают разной радиочувствитель-
ностью.

Важным объектом исследования на се-
годняшний день является повышение радио-
резистентности клеток в культуре после облу-
чения. В работе [4] исследованы процессы
возникновения субпопуляций клеток глиомы
человека (U-251 MG-Ho) в результате подведе-
ния последовательных фракций по 2, 4, 6 и
9 Гр (промежуток между фракциями 1–2 неде-
ли). Данное воздействие привело к возникно-
вению ряда субпопуляций, из них 39 % обла-
дали повышенной радиочувствительностью и
лишь 7 % являлись радиорезистентными,
причём разница в свойствах сохранялась
(диапазон до 0–12 Гр), а уровень восстановле-
ния потенциально летальных повреждений
был значительно выше у радиорезистентных
клонов.

Некоторые авторы демонстрируют зави-
симость эффективности воздействия излуче-
ния не только от величины дозы, но и от време-
ни воздействия и количества фракций [5, 6].
Первичные данные были получены in vitro на
культурах клеток и in vivo на животных. Воздей-
ствие ионизирующего излучения на клеточную
культуру часто приводят к возникновению му-
таций и появлению субпопуляций клеток с от-
личными от родительских свойствами, в том
числе и радиочувствительностью.

Материал и методы

Исходя из опыта других исследователей,
нами был сформирован перечень изучаемых
параметров и явлений, а также набор парамет-
ров пучка и условий измерений, которые мак-
симально соответствовали бы задачам иссле-
дования:
1. Построить кривые доза-эффект при облуче-

нии культуры клеток однократно высокими
разовыми дозами. Для этого, в соответствии
с опытом других исследователей, изначаль-
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но был выбран диапазон разовых доз
1–80 Гр. Затем, в соответствии с первыми
полученными результатами, максимальная
доза была увеличена до 250 Гр.

2. Оценить изменение радиочувствительности
культуры клеток при повторном облучении.
Для этого одна из культур клеток была выра-
щена из материала ранее облученной опухо-
ли.

3. Изучить влияние длительности фракции
облучения на эффект. С этой целью культуры
клеток облучались с двумя разными
мощностями дозы: 200 МЕ/мин и
600 МЕ/мин.

4. Построить кривые доза-эффект при облуче-
нии культуры клеток за 3 и 5 фракций и
определить изоэффективные уровни. По LQ-
модели были определены ориентировочные
промежутки разовых доз для этих режимов:
1–430 Гр за 3 фракции и 1–550 Гр за 5 фрак-
ций.

Исследовались пролиферативная и ме-
таболическая активность частично переви-
ваемых культур клеток, выращенных из ги-
стологического материала двух опухолей
(глиобластом), удаленных у пациентов в
НМИЦ ней ро хи рур гии им. ак. Н.Н. Бурденко.
Один из пациентов (пациент Г.) оперировался
по поводу рецидива заболевания. За 2 года до
операции он проходил курс лучевой терапии
на ту же область. Второй пациент (С.) до опе-
рации не облучался. Полученные культуры не
являлись монокультурами (как в большинстве
других исследований), а представляли из себя
гетерогенные клеточные популяции,  содер-
жащие в том числе и стволовые клетки, что
несколько приближало эксперимент к облуче-
нию реальных опухолей.

Для определения степени воздействия
высокодозного фотонного облучения на культу-
ру клеток проводился МТТ-тест и имуногисто-
химический анализ (оценка пролиферативной
активности клеток), а также ПЦР в реальном
времени для оценки экспрессии онкомаркеров
(оценка метаболической активности клеток).
Для перечисленных тестов облучался монослой
культуры клеток, в специальных одноразовых
пластиковых емкостях разной формы и объе-
ма. Выращивание культуры клеток до стадии
возникновения монослоя (клетки располагают-
ся плотно друг к другу, в один слой покрывая
дно экспериментальных емкостей) обеспечива-
ет приближение поведения клеток в культуре к
поведению ткани. Для каждого из выбранных

параметров пучка проводилось облучение 96-
луночного планшета, двух матрасов, и чашки
Петри (рис. 1). Необходимо было обеспечить
однородное дозовое распределение исследуе-
мом объеме.

В большинстве исследований реакции
культуры клеток на облучение во время подве-
дения дозы емкость с культурой клеток поме-
щалась между пластинами “твердой воды”:
2–3 см сверху и 5–10 см снизу. Обычно исполь-
зуется один вертикальный пучок фотонного из-
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Рис. 1. Различные виды пластиковых емкостей для
культуры клеток

Рис. 2. Водоэквивалентный фантом с углубления-
ми для размещения культуры клеток
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лучения. На подготовительном этапе нами бы-
ло проведено облучение 96-луночного планше-
та с культурой клеток в аналогичных условиях.
По результатам проведенного затем МТТ-теста,
разброс в значениях оптической плотности, из-
меренной в центральных и крайних лунках
планшета, был очень высок и достигал 88 %.
Был сделан вывод о необходимости обеспече-
ния гомогенной среды вокруг облучаемых ем-
костей.

Для качественного проведения экспери-
мента был изготовлен специальный фантом
из плексигласа (30×30×3 см) (рис. 2), состоя-
щий из двух плит одинакового размера
(30×30×1,5 см), в которых с помощью лазер-
ной резки были созданы углубления, совпа-
дающие по форме с емкостями для культуры
клеток. Это позволило добиться максимально
однородного дозового распределения в сус-
пензии клеток. Материал фантома характе-
ризовался числом Хаусфилда = 110. Для ис-
ключения неравномерного воздействия в

области build up сверху на фантом наклады-
вались 2 пластины “твердой воды”, общей
толщиной 2 см, снизу – 5 см твердой воды
(рис. 3).

Вся конструкция фантома из «твердой во-
ды» и емкостей с водой вместо культуры клеток
сканировалась на КТ Optima для получения
точных геометрических параметров фантома и
значения электронных и массовых плотностей
в каждой его точке. Результаты КТ-исследова-
ния загружалось в систему планирования
Eclipse для расчёта дозовых распределений.

Облучение проводилось на линейном
ускорителе True Beam (Varian, USA). Аппарат
используется для лечения пациентов и регуляр-
но проходит все необходимые процедуры га-
рантии качества пучка. Фантом облучался од-
ним вертикальным пучком тормозного
излучения с номинальной энергией 6 МэВ,
мощностью дозы 600 и 200 МЕ/мин. Облуче-
ние проводилось однократно. Размер поля
32×32 см позволил обеспечить равномерное
облучение всего объема культуры клеток
(рис. 4). РИП=98 см. Некоторые исследователи
для повышения гомогенности дозового распре-
деления в облучаемой суспензии используют
два встречных поля (угол поворота гантри = 0°
и 180°) [7]. Но поскольку в нашем случае клетки
образовывали монослой и располагались в ви-
де тончайшего слоя, покрывающего дно емко-
стей, не было необходимости использовать два
поля.
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Рис. 3. Общий вид экспериментальной установки

Рис. 4. Дозовое распределение, рассчитанное в си-
стеме планирования



Мощность дозы 600 МЕ/мин является
наиболее используемой при лечении пациен-
тов, поэтому она являлась основной в данном
исследовании. На данной мощности были отпу-
щены дозы: 1,3, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 125,
150, 200, 250 Гр. Набор доз несколько варьиро-
вался в зависимости от облучаемой культуры.
Длительность облучения в зависимости от
дозы составила от 10 с (1 Гр), до 43 мин
(250 Гр).

Поскольку одной из задач исследования
являлось изучение влияния времени облуче-
ния, то была использована также более низкая
мощность пучка. С мощностью дозы
200 МЕ/мин были отпущены 5, 20, 80, 150 и
200 Гр. Длительность облучения составила от
10,5 мин (20 Гр), до 105 мин (200 Гр).

Для всех проведенных экспериментов су-
ществовала контрольная емкость с клетками,
которая не подвергалась облучению, но содер-
жалась в тех же условиях, включая транспор-
тировку между биологической лабораторией в
Центром нейрохирургии.

Эффект от радиационного воздействия
измерялся с помощью МТТ-теста, который поз-
воляет оценить пролиферативную активность
клеточной популяции. Интенсивность окраши-
вания и оптическая плотность суспензии ха-
рактеризовали пролиферативную активность
клеток после подведения к ним различных доз,
а также при изменении мощности излучения.

Результаты и обсуждение

Использование специально изготовлен-
ного водоэквивалентного фантома позволило
принципиально увеличить гомогенность и вос-
производимость полученных результатов. При
анализе метаболической активности клеток в
каждой из ячеек 96-луночного планшета раз-
брос измеренных значений оптической плот -
нос ти составил от 8 до 15 % для разных пара-
метров облучения.

По результатам оценки пролиферативной
активности культуры клеток глиобластомы па-
циента С., не проходившего ранее курс лучевой
терапии, были построены кривые доза–эффект
для двух различных значений мощности дозы
(600 МЕ/мин и 200 МЕ/мин) (рис. 5).

При облучении культуры клеток глиобла-
стомы пациента С., наблюдается резкое умень-
шение пролиферативной активности клеток на
промежутке от 1 до 40 Гр (за исключением

небольшого всплеска при 10 Гр). В связи с этим
были скорректированы условия измерений и
данный промежуток промерялся с меньшим
шагом для более детального изучения. При дозе
40 Гр пролиферативная активность составляет
32 %. Затем наблюдается значительный
подъем кривой (до 48 %) и последующий
пологий спад до 200 Гр. В точке максимальной
подведенной дозы количество клеток, сохра-
няющих метаболическую активность сос тав ля -
ет 33 %. Такой высокий показатель свидетель-
ствует о наличии пула клеток с очень высокой
радиорезистентностью. Впоследствии из
клеток, облученных дозой 200 Гр удалось вы-
растить жизнеспособную культуру.
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Рис. 5. Зависимость числа пролиферирующих кле-
ток от дозы для культуры клеток опухоли
пациента С при мощности пучка 600 МЕ/мин и
200 МЕ/мин

Рис. 6. Зависимость числа пролиферирующих кле-
ток от дозы для культуры клеток опухоли пациен-
та Г



ЛУЧЕВАЯ ТЕРАПИЯ

Сравнительные результаты подведения
дозы с разной мощностью демонстрируют сни-
жение эффективности при возрастании време-
ни облучения. Увеличение времени подведения
дозы в три раза приводит к уменьшению
эффективности в среднем на 9,2 %.

Оценка пролиферативной активности
культуры клеток глиобластомы пациента Г., ко-
торый за два года до хирургического удаления
исследуемой опухоли прошел стандартный
курс лучевой терапии показал, что данная
культура обладает существенно более высокой
радиорезистентностью, нежели не об лу чав -
шая ся ранее (рис. 6).

Эффект от облучения радиорезистентной
культуры клеток, по всей видимости модифи-
цированной первичным облучением, нараста-
ет с увеличением дозы гораздо медленнее. Про-
лиферативная активность культуры клеток
опухоли пациента Г. плавно снижается на и
достигает значения 23 % при 150 Гр. Некото-
рое изменение крутизны кривой наблюдается
при 60 Гр. На промежутке 150–250 Гр эффект
остается практически постоянным. При дозе
200 Гр пролиферативная активность не зна чи -
тель но возрастает (на 1 %). В точке
максимальной подведенной (250 Гр) дозы коли-
чество клеток, сохраняющих метаболическую
активность составляет 20 %. Возможно, имеет
смысл в последующих экспериментах еще уве-
личить подводимые дозы. Из клеток пациента
Г., получивших 200 Гр в результате экс пе ри -
мен та и 60 Гр ранее также удалось вырастить
культуру.

Выводы

Детальная проработка технологии прове-
дения радиобиологического эксперимента при-
вела к следующим выводам:
1. Облучение культур клеток, помещенных в

специализированный водоэквивалентный
фантом, принципиально улучшает качество
и достоверность получаемых в результате
эксперимента данных.

2. Диапазон доз, подводимых культуре клеток,
и шаг измерения для полноты получаемых
данных должен варьироваться в зависимо-
сти от ожидаемых показателей радиочув-
ствительности.

3. Эффективность облучения с меньшей мощ-
ностью ниже, независимо от подведенной
дозы.

4. Необходимо дальнейшее разностороннее из-
учение радиорезистентного пула клеток.

Кроме того, результаты данной серии экс-
периментов могут влиять на стратегию прове-
дения лучевой терапии у пациентов с глиобла-
стомами:
1. Эскалация дозы с какого-то момента пере-

стает вызывать уменьшение числа метабо-
лически активных клеток. Это согласуется с
мнением некоторых клиницистов, считаю-
щих неэффективным увеличение сум мар -
ной дозы в мишени выше 60 Гр (за 30 фрак-
ций) при облучении глиобластом у пациен-
тов.

2. Радиочувствительность клеток заметно сни-
жается при повторном облучении. Поэтому
проведение лучевой терапии в стандартном
режиме при локальном рецидиве мало-
эффективно. Тем более, если суммарная доза
снижается до 40 Гр.

3. В связи с продемонстрированной низкой эф-
фективностью повторного облучения в ре-
жиме радиохирургии, необходимо изучить
гипофракционированные режимы с уве-
личением суммарной подведенной дозы.

Данная работа была выполнена при под-
держке гранта РФФИ №18-29-01061 “Модели-
рование радиобиологического ответа клеточ-
ных культур глиобластом на различные режи-
мы облучения на основе молекулярно-генети-
ческих характеристик опухоли с оценкой уров-
ня экспрессии мРНК гена RAD51, апоптоза и
пролиферативной активности”.
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This paper describes a system for implementing radiobiological experiments in vitro with a high do-
ses single fraction: the equipment used and its characteristics, cell culture parameters, beam parame-
ters (energy, power, field size, etc.), dose range and measurement step to build dose / effect curve, crea-
ting conditions for uniform irradiation of cells.
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