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В работе оценена эффективность ново-
го терапевтического подхода, направленно-
го на разрушение ракового клеточного со-
общества на примере иммортализованной 
клеточной линии глиобластомы человека 
U87. первоначально были охарактеризо-
ваны реперные элементы новой стратегии 
эрадикации стволовых инициирующих ра-
ковых клеток. Было оценено присутствие 
TAMRA+ (стволовых инициирующих рако-
вых клеток) в популяции клеток анализиру-
емой культуры. Далее были определены ре-
перные временные точки цикла репарации 
межцепочечных сшивок, индуцированных 
кросслинкирующим цитостатиком митоми-
цином с. после этого был определен день, 
после начала терапии, на который TAMRA+ 
клетки накапливаются и синхронно присут-
ствуют в G1/S фазе клеточного цикла, чув-
ствительной для обработок. на основании 
полученных данных был разработан тера-
певтический режим, направленный на эра-
дикацию TAMRA+ клеток (стволовых ини-
циирующих раковых клеток). обработка 
культуры проводилась кросслинкирующим 
цитостатиком митомицином с и сложноком-
позиционным препаратом Днк. показано, 
что после проведенных обработок клетки 
перестают делиться, и культура деградиру-
ет. наиболее сильное разрушительное воз-
действие на TAMRA+ стволовые иниции-
рующие раковые клетки глиобластомы U87 
оказывает комбинация препаратов митоми-
цин с и сложнокомпозиционного препара-
та Днк. Эксперименты по трансплантации 
показали, что митомицин C при высоких 
экспериментальных дозах (20 мкг/мл) само-
стоятельно способен полностью разрушить 
перевивочный потенциал U87. снижение 
концентрации цитостатика до терапевтиче-

ских доз (5 мкг/мл) четко проявляет реду-
цирующее воздействие сложнокомпозици-
онного препарата двуцепочечной Днк на 
туморогенный потенциал клеток глиобла-
стомы. В результате наблюдается полное 
разрушение перевивочного потенциала U87, 
что подтверждает основную концепцию но-
вой разрабатываемой технологии лечения 
рака, основанной на принципе эрадикации 
стволовых инициирующих раковых клеток.
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Введение

несмотря на то, что частота встречаемости 
злокачественных новообразований центральной 
нервной системы является относительно низкой, 
эти заболевания характеризуются высоким ри-
ском летальных исходов. так, медиана выжива-
емости больных после постановки диагноза в 
среднем составляет 10-15 мес. [38, 57]. опухоли 
центральной нервной системы не редко диагно-
стируются у детей и подростков, при этом за-
болеваемость детей до 15 лет с каждым годом 
возрастает на 1,8 % [43, 54]. По данным Cancer 
Research UK пятилетняя выживаемость пациен-
тов с диагнозом анапластическая астроцитома 
составляет 25 %, тогда как больных глиобласто-
мой  — только 6 %. В этой связи разработка но-
вых подходов в диагностике и лечении опухолей 
мозга является актуальной задачей современной 
онкологии.

общепринятым стандартом лечения глиом 
является хирургическое удаление опухолевой 
массы с последующей радио- и/или химиотера-
пией. В качестве химиотерапевтического аген-
та рекомендуется использование темозоломида. 
темозоломид является алкилирующим цитоста-
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тиком, который при физиологическом pH пре-
терпевает спонтанный гидролиз, в результате 
чего образуется активный ион метилдиазония, 
переносящий метильную группу на остаток 
гуанина в ДнК. В результате этого процесса 
формируется O6- и N7-метилгуанин, в процессе 
репарации которого формируются одно- и дву-
цепочечные разрывы в ДнК [56]. темозоломид 
способен преодолевать гематоэнцефалический 
барьер [26, 48]. Применение темозоломида 
продлевает медиану выживаемости пациентов 
до 14,6 мес. после постановки диагноза [57]. 
такие не высокие показатели эффективности 
терапии связаны с тем, что существует ряд 
факторов, обеспечивающих устойчивость глиом 
к лечению. Во-первых, в силу своей структу-
ры (инфильтрующий рост, отсутствие капсулы) 
такие опухоли не удаляются полностью хирур-
гическим путем, и оставшиеся клетки могут 
являться причиной возникновения рецидивов. 
Во-вторых, глиомы характеризуются наличием 
участков гипоксии. Пониженное содержание 
кислорода в опухолевой массе существенно 
снижает эффективность радио- или химиотера-
пии [48]. В-третьих, необходимость преодоле-
вать гематоэнцефалический барьер также сни-
жает эффективность алкилирующих агентов. 
Кроме того, существует ряд мутаций, снижаю-
щих действие цитостатиков [24]. Главной при-
чиной устойчивости глиобластом к существую-
щим способам лечения является существование 
стволовых глиобластомальных раковых клеток 
с их невероятным потенциалом выживаемости 
[14, 40].

До середины 20-го века считалось, что ней-
тральных стволовых клеток в развившемся го-
ловном мозге не существует, однако в настоящее 
время известно, что такие клетки есть, и они 
ответственны за нормальное развитие и функци-
онирование мозга. открытие нейральных ство-
ловых клеток послужило основанием для поис-
ка стволовых инициирующих раковых клеток 
(СИрК) глиом. 

такие клетки были идентифицированы. 
Было показано, что СИрК глиом обладают 
признаками, схожими с нейральными ство-
ловыми клетками: самовозобновление в ряду 
поколений, формирование нейросфер, экс-
прессия определенных поверхностных марке-
ров (CD133, CD15, A2B5, CD44), способность 
к дифференцировке, высокая подвижность и 
наличие определенного микроокружения [15, 
28]. Считается, что именно СИрК глиом 
устойчивы к действию цитостатиков и гам-
ма-облучения. они характеризуются высокой 
экспрессией эндотелиального фактора роста 
сосудов (VEGF). Показано, что в СИрК гли-
ом активны такие сигнальные пути как Notch, 

Hedgehog-Gli, Wnt/β-катенин, TGF-β/SMAD, 
PI3K/Akt/mTOR, благодаря чему клетки обла-
дают высокой пролиферативной активностью 
и лекарственной резистентностью [5, 13, 47, 
51, 58]. также этот тип клеток отличается им-
мунорезистентностью [11, 36]. 

К сожалению, до настоящего времени не 
найден универсальный специфический маркер 
СИрК глиом, что является причиной отсутствия 
таргетных способов лечения рака головного моз-
га [1, 15, 16, 28, 36, 44, 60]. 

Выявление в массе опухолевых клеток глав-
ной мишени  — СИрК, является приоритетной 
задачей, за которой с неизбежностью встает 
вопрос о том, как убить эту клетку в ее есте-
ственных условиях существования. основными 
описанными свойствами СИрК являются сле-
дующие: пролиферативная самодостаточность, 
инвазивность, множественная лекарственная 
устойчивость, независимость от контролиру-
ющего влияния стволовых ниш, способность 
после апопототической дефрагментации фор-
мировать структуру, названную авторами «bleb-
bishields», которая в последствии восстанавлива-
ется в жизнеспособную клетку [30, 33, 34, 49]. 
Кроме того, СИрК обладают эпигенетической 
пластичностью  — при блокировании одного 
регуляторного каскада активируются другие ре-
гуляторные системы клетки, в результате чего 
СИрК выживают, а их клеточные потомки при-
обретают более агрессивные свойства. наконец, 
опухолевые клетки способны к реверсивной 
трансформации стволового фенотипа при гене-
рализированном клеточном стрессе [12, 19, 27, 
29, 32, 39, 50]. В силу всех вышеперечисленных 
свойств СИрК чрезвычайно устойчивы к внеш-
ним воздействиям [17, 28, 48].

В настоящее время изучается возможность 
воздействия на отдельные молекулярные ми-
шени СИрК глиобластом. наиболее перспек-
тивными в этом плане являются Notch [18, 25] 
и Hedgehog сигнальные каскады [41, 58]. раз-
рабатываются препараты, блокирующие актив-
ность металлопротеиназ ADAM10 и ADAM17 
[53]. рассматриваются подходы с использова-
нием электрических полей низкой интенсивно-
сти и промежуточной частоты (tumor-treating 
fields, TTF) [37] и феномена направленной 
миграции нормальных нейральных стволовых 
клеток к стволовым глиальным раковым клет-
кам [2, 3]. 

несмотря на огромные усилия, в настоящее 
время еще не найдено эффективного терапев-
тического режима, позволяющего вылечить 
больных злокачественными глиомами (особен-
но, больных глиобластомами) или существенно 
увеличить их безрецидивную выживаемость.  
В этой связи поиск новых маркеров и раз-
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работка принципиально новых подходов эли-
минации СИрК глиом остается актуальной 
задачей экспериментальной и клинической 
медицины. 

В нашей работе [22] было обнаружено свой-
ство низкодифференцированных клеток раз-
личного генеза, в том числе СИрК, интерна-
лизовать без каких-либо факторов трансфекции 
фрагменты двуцепочечной экстраклеточной 
ДнК. Используя новый маркер, были иденти-
фицированы СИрК в глиобластомах человека 
[23]. также нами было описано другое свой-
ство, а именно, способность захваченных экс-
траклеточных фрагментов интерферировать ре-
паративный процесс, идущий в СИрК. Помимо 
двух упомянутых свойств в реализации нового 
стратегического подхода лечения рака принци-
пиальное место занимает обнаруженный меха-
низм синхронизации СИрК в чувствительной 
для обработок фазе клеточного цикла. на ос-
новании найденных новых общебиологических 
свойств СИрК была разработана универсальная 
стратегия их эрадикации и, как следствие, но-
вая технология лечения рака [4, 6, 7, 10, 20, 
21, 45]. 

В настоящем исследовании на примере линии 
U87 удалось показать, что разработанная стра-
тегия эрадикации СИрК с использованием те-
рапевтических доз цитостатика митомицина С в 
режиме «накладывающихся арестов» клеточного 
цикла в комбинации со сложнокомпозиционным 
препаратом на основе ДнК позволяет полностью 
разрушить перевивочный потенциал клеток гли-
областомы. В перспективе разработанная страте-
гия может дать новый терапевтический вектор 
в лечении злокачественных опухолей головного 
мозга человека. 

Материалы и методы

Получение меченного dUTP-5’-TAMRA ДНК зонда
мечение Alu-повтора человека флуорофором TAMRA 

проводили при помощи ПЦр в точности как описано в 
работе [22]. 

Сложнокомпозиционный препарат двуцепочечной 
ДНК

Подробная информация о составе и способе приготов-
ления композиционного препарата ДнК представлена в 
разделе «материалы и методы» в работе [10].

Анализ TAMRA+ клеток 
Клетки рассаживали в чашки Петри (диаметр 3,5 см). 

Прикрепленные клетки промывали PBS, в чашки Петри 
добавляли среду без сыворотки, Alu-TAMRA ДнК в ко-
личестве 0.5 мкг/мл, инкубировали 20 мин. Затем добав-
ляли ядерный краситель Hoechst (Termo Fisher Scientific) 
и инкубировали еще 15 мин. Клетки анализировали при 
помощи инвентированного флуоресцентного микроско-
па AxioObserver Z1 (Zeiss) и программы ZEN. В каждой 
точке присутствовали реплики и было проанализировано 
2000–4000 клеток. 

Подкожная и интрацеребральная перевивка культу-
ры U87 мышам

В эксперименте использовали мышей линии SCID 
(Charles river) SPF статуса в возрасте 6-7 недель. Животных 
содержали в ЦКП «SPF-виварии» (RFMEFI61914X0005 и 
RFMEFI62114X0010) Института цитологии и генетики Со 
ран однополыми семейными группами по 2-5 особей в 
индивидуально вентилируемых клетках (IVC) системы 
OptiMice (Animal Care Systems) в контролируемых усло-
виях, при температуре 22-26°C, относительной влажности 
30–60 % и световом режиме свет/темнота 14/10 ч. Корм 
Ssniff (Германия) и воду, обогащённую минеральной сме-
сью Северянка (Санкт-Петербург), животным предоставля-
ли at libitum. 

За 2–3 недели до начала эксперимента на животных 
культуру клеток глиобластомы человека U87 (коллекция 
ИЦиГ Со ран), размораживали и культивировали в тече-
ние 5–7 пассажей на среде Dмем (Gibco) с 10 % феталь-
ной сыворотки (FBS) фирмы Invitrogen. Перед инъекцией 
клетки снимали с подложки раствором трипсин/версен и 
после центрифугирования при 1000 об/мин в течение 5 мин 
осадок тщательно ресуспендировали в среде Dмем без 
сыворотки, доводя до необходимой концентрации. 

Для получения солидной опухоли глиомы U87 мышам 
подкожно в межлопаточную область вводили по 6,3 млн 
клеток в объеме 100 мкл среды Dмем без сыворотки. 
рост опухоли отслеживали 1 раз в 2-3 дня и измеряли с 
использованием штангенциркуля в продольном и попереч-
ном направлении при появлении под кожей характерных 
уплотнений.

Интрацеребральную перевивку клеток проводили с 
использованием модели ортотопической ксенотрансплан-
тации клеток глиобластомы человека иммунодефицитным 
мышам. Животным в левое полушарие головного мозга 
вводили 5 мкл суспензии клеток (400 тыс. клеток/мышь). 
После инъекции появление новообразований в мозге жи-
вотных отслеживали через 25-33 дня на высокопольном 
(11,7 тл) Ямр томографе «BioSpec 117/16USR» (Bruker, 
Германия) с использованием T2-взвешенного изображения 
(weighted techniques).

Все эксперименты с животными были одобрены ло-
кальным этическим комитетом Института Цитологии и 
Генетики Со ран и проведены в строгом соответствии с 
положениями Директивы 2010/63/EU европейского парла-
мента и совета европейского Союза от 22 сентября 2010 
года по охране животных, используемых в научных целях.

Анализ репарации двуцепочечных разрывов методом 
«кометных хвостов»

Культуру клеток глиобластомы человека в виде су-
спензии (300 тыс. клеток) инкубировали в 1 мл с митоми-
цином С (MMC) (SIGMA-Aldrich) (20 мкг/мл) при 37°С. 
После инкубирования с цитостатиком клетки осаждали, 
один раз промывали средой с сывороткой, ресуспенди-
ровали в этой же среде и разносили по лункам в 24-х 
луночном планшете. Каждые 6 часов клетки отбирали и 
заливали в блоки с легкоплавкой агарозой. Блоки застыва-
ли при 4°С, затем их переносили в 0.5 м ЭДта. Перед на-
несением на электрофорез блоки отмывали в TE-буфере, 
переносили в лизирующий буфер (1 % лаурилсаркозил, 50 
мм ЭДта, протеиназа К 1 мг/мл), лизировали блоки при 
50 °С в течение 15 мин. Электрофорез блоков проводили 
в течение 30 мин, 0,75 В/см в трис-ацетатном буфере с 
добавлением бромистого этидия. Затем блоки высушивали 
и анализировали с помощью флуоресцентного микроскопа 
AxioImager (Zeiss) и программы ISIS. анализ содержания 
двуцепочечных разрывов (ДЦр) производили c использо-
ванием параметра Tail Moment (TM, хвостовой момент) 
(TM = длина хвоста кометы × процент ДнК в кометном 
хвосте) в программе CASP. 
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Анализ распределения клеток по клеточному циклу
Культуру клеток глиобластомы обрабатывали цитоста-

тиком ммС (20 мкг/мл) трехкратно через каждые 36 часов. 
До обработки цитостатиком, через 18, 54, 90 часов, а также 
на 6-9-е сут с момента первой обработки клетки отбирали 
на анализ распределения по клеточному циклу. отобран-
ные для анализа клетки фиксировали в 50 % метаноле и 
хранили при 4ºС. анализ распределения по клеточному 
циклу всех экспериментальных точек проводился одновре-
менно. Клетки ждали центрифугированием 400 g в течение 
5 мин, промывали раствором PBS и производили подсчет 
в камере Горяева. равное количество клеток в каждой экс-
периментальной точке было использовано для последую-
щего анализа. анализ проводили при помощи обработки 
клеток пропидий йодидом (SIGMA-Aldrich) и проточного 
цитофотометра BD FACSAria (Becton Dickinson, USA) по 
протоколу, описанному в работе [20]. 

Обработка культуры клеток глиобластомы цито-
статиком и препаратом ДНК, подсчет абсолютного 
количества TAMRA+ клеток

Клетки в прикрепленном виде обрабатывали ммС и 
препаратом ДнК. При этом клетки промывали PBS, поме-
щали в среду без сыворотки с добавлением либо цитоста-
тика в количестве 20 или 10 мкг/мл, либо препарата ДнК 
в количестве 0.5 мкг/мл. обработку цитостатиком прово-
дили в течение часа или 30 мин соответственно, препара-
том ДнК  — в течение 40 мин. Затем клетки промывали 
PBS и помещали в среду DMEM с добавлением 10 % FBS. 
В контрольных точках в каждой группе считали процент 
TAMRA+ клеток, как это описано выше, в указанном ана-
лизе присутствовали биологические реплики. Затем заби-
рали по чашке Петри, снимали клетки трипсином/ЭДта и 
считали их количество (N) при помощи камеры Горяева. 
абсолютное количество TAMRA+ клеток (X) считали по 
формуле:

,

где k  — процент TAMRA+ клеток. 

Статистический анализ 
Статистический анализ проводили при помощи про-

граммы Statistica 10. на графиках приведены стандартные 
отклонения, а также доверительные интервалы (p<0.01). 
Достоверность полученных результатов оценивали при по-
мощи критерия манна-Уитни.

результаты

Оценка числа TAMRA позитивных клеток в 
культуре клеток глиобластомы человека U87

Культура клеток U87 является стандарт-
ной моделью для изучения глиобластом. Клет-

ки хорошо растут в стандартных условиях 
(DMEM+10 % сыворотки с добавлением сме-
си антибиотиков пенициллин/стрептомицин) в 
прикрепленном состоянии. При определенных 
условиях (в отсутствии эмбриональной сыво-
ротки) культура может формировать свободно 
плавающие сферы (неопубликованные данные). 
Был оценен процент TAMRA+ клеток в культуре 
клеток глиобластомы человека U87, который со-
ставил 0.47±0.26 % (рис. 1).

Анализ возможности интрацеребрального 
и интракатенального графтинга культуры 
клеток человеческой глиобластомы U87 

Для того чтобы оценить эффективность раз-
рабатываемой стратегии и режима эрадикации 
TAMRA+ СИрК необходимо, помимо оценки 
клеточных параметров выживаемости, в обяза-
тельном порядке оценить эффективность пере-
вивки обработанной культуры. Именно такой 
биологический тест даст окончательный ответ 
на вопрос об эрадикации туморогенного начала 
в трансплантате. Для оценки в биологических 
тестах эффективности проводимых обрабо-
ток цитостатиком и препаратом ДнК культу-
ры клеток, необходимо в начале исследований 
определить возможность получения уверенного 
трансплантата при графтинге клеток необрабо-
танной (исходной) культуры. рабочей моделью 
для биологических экспериментов была выбрана 
стандартная культура клеток человеческой глио-
бластомы U87. 

Для оценки in vivo туморогенного потенци-
ала данной культуры нами был проведены экс-
перименты по перевивке U87 клеток интрацере-
брально и подкожно SCID мышам (рис. 2). При 
интрацеребральной перевивке трем иммуноде-
фицитным мышам перевили по 400 тыс. клеток. 
на 33 день с момента перевивки провели мрт 
головного мозга. развитый графт хорошо детек-
тировался у всех животных (рис. 2а). При под-
кожной перевивке такого же количества клеток 
также были получены уверенно развивающиеся 
трансплантаты (рис. 2б).

Присутствие в культуре U87 TAMRA по-
зитивных клеток и полученные результаты по 

рис. 1. анализ присутствия tAMRA+ клеток в культуре клеток человеческой глиобластомы U87. DAPI  — окраска на хроматин, 
TAMRA  — сигнал экзогенной днК, стрелками указаны клетки, имеющие сигнал tAMRA
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ксенотрансплантации клеток U87 SCID мышам 
делают культуру человеческой глиобластомы 
удобной репрезентативной модельной системой 
для определения режима эрадикации TAMRA+ 
СИрК и оценки эффективности разрабатывае-
мой стратегии.

Анализ репарации ДЦР ДНК в культуре 
клеток U87 после воздействия кросслинкиру-
ющего цитостатика ММС

одним из базовых параметров разрабатывае-
мой технологии является нахождение контроль-
ных точек процесса репарации межцепочечных 
сшивок. В качестве контрольных точек было 
выбрано время появления и репарации ДЦр 
ДнК, как основных маркеров происходящих 
событий. Процесс репарации межцепочечных 
сшивок характеризуется следующим особен-
ностями. Кросслинкирующий цитостатик или 
его кросслинкирующий метаболит проникает 
в клетку простой диффузией и интеркалирует 
в ДнК хроматина. алкилирующие группы вза-
имодействуют с основаниями обеих цепей и 
формируют межцепочечную сшивку [35]. такая 
структура крайне токсична для клетки, и при 
ее появлении активируются два репаративных 
механизма: эксцизионная репарация нуклео-
тидов (nucleotide excision repair, NER) и гомо-
логичная рекомбинация (homology repair, HR). 
таким образом репаративный процесс состоит 
из следующих этапов. Кросслинк определяется 
в процессе синтеза новой цепи ДнК в S фазе, 
когда репликативная вилка «наталкивается» на 

межцепочечную сшивку. Специфический нукле-
азный комплекс Mus81-Eme1 гидролизует одно-
цепочечечный участок одной из вновь синтези-
рованных цепей хроматина [31, 61]. В результате 
активности Mus81-Eme1 образуется свободный 
двуцепочечный конец, который детектируется 
или анителами к гистону γH2AX (специфический 
маркер свободных двуцепочечных концов), или 
методом «кометных хвостов» [59]. Этот момент 
времени считается началом репаративного цик-
ла. Далее аналогичные события происходят со 
всем межцепочечными сшивками, индуцирован-
ными цитостатиком, что детектируется как их 
максимальное накопление. одновременно акти-
вируется молекулярная машина NER, и старту-
ет процесс вырезания аддукта. По завершению 
NER свободный двуцепочечный конец процес-
сируется, отжигается с гомологичным участком 
сестринской хроматиды, и остановленная ре-
пликативная вилка восстанавливается (HR), что 
определяет конец репаративного процесса. Эта 
индикаторная точка так же легко определяется 
указанными выше способами. таким образом, 
определив динамику появления и репарации 
ДЦр, мы можем определить время репаративно-
го цикла, необходимое для полного восстанов-
ления хроматина после воздействия цитостатика 
или его метаболитов. 

Временная конфигурация репаративного цик-
ла раковых клеток является базой для опреде-
ления режима метрономных (накладывающихся) 
обработок кросслинкирующим цитостатиком 
(когда каждая последующая обработка цито-

рис. 2. оценка культуры клеток человеческой глиобластомы U87 давать графт при перевивке sCID мышам. а  — МрТ анализ 
головного мозга sCID мышей через 33 дня после интрацеребральной перевивки клеток U87. Графт детектируется у всех 

животных. Б  — Подкожная трансплантация U87 той же линии мышей. Графт указан стрелкой
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статиком проводится в конечную фазу преды-
дущего репаративного цикла) и времени введе-
ния в терапию препарата ДнК. В свою очередь 
определенный таким способом режим наклады-
вающихся обработок цитостатиком позволяет 
определить день полной синхронизации СИрК 
в чувствительной для терапии фазе клеточного 
цикла и назначить день финальной эрадициру-
ющей обработки. В результате применения на-
кладывающихся обработок цитостатиком про-
исходит последовательный арест всех раковых 
клеток, независимо от первоначального распре-
деления по клеточному циклу, в S фазе. Затем 
происходит синхронный выход всех выживших 
раковых клеток, включая СИрК, в G2/M и далее 
в G1. такая синхронизация позволяет эрадици-
ровать все СИрК, что приводит к вылечиванию 
от рака [6-9, 45, 46].

анализ образования и репарации ДЦр ДнК 
культуры клеток человеческой глиобластомы 
U87 был произведен методом «кометных хво-
стов» (рис. 3).

Как видно из графика на рис. 3, максимум 
образования ДЦр в культуре клеток U87 при-
ходится на 18 часов с момента обработки цито-
статиком (p<0.001). Эта картина отличается от 
данных, полученных на первичных клеточных 
линиях (данные не приведены). Поэтому для 
клеток линии U87 был разработан независимый 
регламент терапевтического режима эрадикации 
TAMRA+ (СИрК) в соответствии с результатами 
анализа цикла репарации межцепочечных сши-
вок, индуцированных ммС. 

Определение дня финальной терапевтиче-
ской обработки, направленной на эрадикацию 
TAMRA+ СИРК U87

Для определения дня синхронизации раковых 
клеток в чувствительной для обработок G2/M 
(и далее G1) фазе после трех последовательных 
обработок цитостатиком, были проведены два 
анализа. Было проанализировано распределение 
клеток U87 по клеточному циклу в течение и 
после обработок митомицином С (ммС). До-
полнительно было оценено изменение поведения 
культуры U87, а также изменение количества 
TAMRA позитивных клеток, обнаруживаемых в 
процессе обработок цитостатиком. 

График обработки цитостатиком соответ-
ствовал режиму «накладывающихся арестов» 
клеточного цикла, когда каждая последующая 
обработка ммС проводилась в конечную фазу 
предыдущего репаративного цикла, временные 
параметры которого были определены в преды-
дущем разделе.

анализ распределения клеток по клеточно-
му циклу оценивался по количеству хроматина 
с использованием интеркалирующего красите-
ля пропидия йодида. В норме четко определя-
ются фазы клеточного цикла G1 и G2/M, со-
ответствующие 2N и 4N набору хромосом, и 
промежуточные количества хроматина, соответ-
ствующие фазе синтеза (S). При применении 
терапевтических обработок с использованием 
останавливающего клеточный цикл цитостатика, 
в анализ одновременно попадают как клетки, на-
ходящиеся в различных фазах клеточного цикла 

рис. 3. График цикла репарации дЦр, вызванных действием цитостатика ММС, культуры клеток глиобластомы человека U87 
методом «кометных хвостов». Количество дЦр в клетках оценивали с использованием показателя «хвостовой момент» кометных 

хвостов. на графике приведены доверительные интервалы (p<0.01). **p<0.01, #p<0.001, достоверность результатов в каждой 
точке оценивалась относительно нулевой точки при помощи критерия Манна-Уитни в программе statistica 10
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рис. 4. анализ распределения по клеточному циклу культуры клеток глиобластомы U87 в течение терапии цитостатиком ММС. 
а  — схема обработки клеток ММС (три обработки через 36 ч), а также точек, в которых производили анализ клеточного цикла 

(до начала обработки цитостатиком, через 18, 54, 90 ч, а также на 6-9 сутки после первой обработки ММС). Б  — плоты с 
проточного цитофотометра (BD FACsAria); G1, s, G2/M  — фазы клеточного цикла; апопт.  — апоптотирующие клетки

рис. 5. Схема обработки культуры клеток глиобластомы U87 цитостатиком ММС и композиционным препаратом днК. Пунктирной 
линией схематично обозначен график образования и репарации дЦр днК после обработки культуры U87 цитостатиком
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и имеющие промежуточную (2N-4N) интенсив-
ность флуоресценции по пропидий йодиду, так и 
«апоптотические деграданты», также имеющие 
различную интенсивность флуоресценции (4N-
2N). то есть в области выставленных ворот кле-
точного цикла в S фазе встречаются два некон-
тролируемых по свечению процесса. Этот факт 
подразумевает, что оценка клеточного цикла 
всегда будет относительно условной, поскольку 
«апоптотические деграданты» будут смешивать-
ся с целыми клетками, находящимися в про-
цессе синтеза, искажая картину распределения 
по клеточному циклу. В этой связи при анализе 
клеточного цикла находящихся в режиме тера-
пии клеток, рассматривались только устойчивые 
точки, которые могли трактоваться однозначно. 
К таким точкам мы отнесли отсутствие клеток 
в G2/M, их накопление в G1 и динамический 
выход в синтез. 

Поскольку, как было сказано выше, анализ 
распределения клеток по клеточному циклу 
всегда имеет некоторые ограничения, мы в на-
ших исследованиях всегда параллельно оценива-
ем количество TAMRA позитивных клеток как 
маркера эффективности воздействия на СИрК. 
Сопоставление этих двух параметров позволяет 
наиболее точно определить день финальной те-
рапевтической обработки. 

Анализ распределения культуры клеток 
U87 по клеточному циклу

Используя трехкратную обработку ммС, был 
определен день синхронизации раковых клеток 
в чувствительной для терапии фазе клеточно-
го цикла (G1). Схема обработок цитостатиком 
представлялась как трехкратное выдерживание 
культуры клеток в течение часа в присутствии 
ммС (20 мкг/мл) с последующей отмывкой. 
обработка цитостатиком производилась на вре-
менных отрезках, обрамляющих время найден-
ного репаративного цикла (рис. 4а). В наших 
предыдущих исследованиях мы обнаружили, что 
трехкратные обработки цитостатиком арестуют 
практически всю популяцию раковых клеток в S 
фазе. Большая часть коммитированных потомков 
уходит в апоптоз, что хорошо визуализируется 
микроскопически. оставшиеся клетки, включая 
TAMRA позитивные СИрК, будут синхронизи-
рованы и войдут в клеточный цикл в определен-
ный день после проведенных обработок [6-9, 45, 
46]. распределение культуры U87 по клеточному 
циклу выглядело следующим образом (рис. 4Б). 

U87 клетки арестуются при обработке цито-
статиком в S фазе, и их количество возрастает 
с 4.2 % в необработанной культуре до 38,3 % к 
54 часам после первой обработки ммС. Коли-
чество апоптотирующих клеток достигает 45 % 
и держится на высоком уровне на протяжение 

5-и суток наблюдения. на 8 сутки эксперимента 
количество клеток падает до минимального, при 
этом основная масса оставшихся клеток нахо-
дится в G1 после минимального показателя в S 
фазе на 6-7 сутки эксперимента. минимальный 
показатель клеток в S фазе, минимальный пока-
затель клеток в G2/M определяемые на 6-7 сут-
ки и идентичность плотов на протяжении этих 
двух суток свидетельствует о том, что подавля-
ющее большинство клеток находится в положе-
нии «ожидания» в G1 фазе клеточного цикла, 
где клетки сконцентрировались после синхрони-
зации. Именно 7-й день был выбран в качестве 
времени финальной обработки, уничтожающей 
TAMRA+ СИрК. на 8 день четко определяется 
восстановление движения по клеточному циклу, 
которое характеризуется выходом клеток в фазу 
синтеза (21 % в отличие от 8 %). 

Обработка культуры клеток человеческой 
глиобластомы U87 цитостатиком ММС и 
препаратом ДНК в режиме, направленном на 
эрадикацию СИРК (TAMRA+ клеток)

Для валидации определенного FACS анали-
зом дня финального терапевтического «удара» 
была проведена оценка состояния культуры 
U87, находящейся в режиме терапевтического 
воздействия ммС, цитологическими методами. 
Дополнительно было оценено изменение коли-
чества TAMRA+ клеток при введении в терапию 
препарата ДнК. 

Клетки линии U87, находящиеся в культуре в 
адгезивном состоянии, обрабатывали препарата-
ми ммС и ммС совместно с комбинированным 
препаратом экзогенной двуцепочечной ДнК [6-
9] по схеме, представленной на рис. 5.

обработку цитостатиком проводили в 0 ча-
сов и на 7-е сутки с момента начала терапии 
(20 мкг/мл в течение 1 ч) и в 30, 42, 72, 84 
(10 мкг/мл в течение 30 мин). Препаратом дву-
цепочечной ДнК в количестве 0,5 мкг обраба-
тывали в течение 40 мин в 18, 36, 60, 78, 102 
часа с момента первой обработки цитостатиком 
и на 7-е сутки через 10 часов после обработки 
MMC. Выбранный режим введения цитостатика 
полностью перекрывал репаративный цикл. По-
вторение схемы введения, перекрывающей ре-
паративный цикл, как предполагалось, должно 
было привести к аресту всей популяции СИрК 
культуры U87. режим обработки цитостатиком в 
точке 36 часов был частично изменен с целью 
охвата всех клеток популяции СИрК которые, 
как нам казалось, могли ускользнуть от обработ-
ки ммС, проведенным только в точку 36 часов. 
Базовую выбранную точку 36 часов разбили на 
две обрамляющие ее точки и обработку ммС 
провели в 30 и 42 часа, снизив дозу цитоста-
тика вдвое. 
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В процессе обработок был проанализирован 
процент TAMRA+ клеток, а также были проведены 
оценочные эксперименты, характеризующие коли-
чество прикрепленных (жизнеспособных) клеток и 
абсолютное количество TAMRA+ клеток (на 3, 7, 
10 и 15 сутки с начала обработки ммС) (рис. 6). 

Уже к 3 суткам количество клеток в кон-
трольных культурах возрастает с исходных 
300 до 570 тыс. (в 1,9 раза). В группах MMC 
и MMC+ДнК количество клеток постепенно 
снижается. так, к 10 суткам остается 92,4 тыс. 
(MMC) и 16,8 тыс. (MMC+ДнК) клеток. то есть 
от исходных клеток их количество падает в 3,2 
и 17,9 раз соответственно. К 15-м суткам коли-
чество клеток составляет 62 тыс. (ммС) и 72 
тыс. (MMC+ДнК) (рис. 6а). 

Как видно из рис. 6Б после начала обработок 
(на 7 сутки) процент TAMRA+ клеток снижает-
ся до 0.00±0 % в обеих группах. Затем процент 
TAMRA+ клеток начинает возрастать. на 15-е 
сутки процент TAMRA+ составляет 0.33±0.06 % 
(MMC) и 0.05±0,10 % (MMC+ДнК, p<0.05 по 
сравнению с контролем).

также была произведена оценка динамики 
абсолютного количества TAMRA позитивных 
клеток (рис. 7). По ходу эксперимента абсо-
лютное количество СИрК (TAMRA+) падает. К 
7-м суткам наблюдается их минимальное коли-
чество, к 15-м суткам количество TAMRA+ кле-
ток составляет 210 клеток в MMC и 72 клетки 
в группе MMC+ДнК. Полученные данные сви-
детельствуют, что предложенная стратегия зна-
чимо снижает абсолютное количество TAMRA+ 
клеток как при обработке одним ммС, так и 
при синергичном действии ммС и препарата 
ДнК. 

Проведенная оценка свидетельствовала, что 
основные параметры терапевтического вмеша-
тельства, а именно режим введения цитостатика, 
препарата ДнК и день финальной обработки (7 
сутки от начала терапии) выбраны корректно. 
При применении такого подхода происходит эф-
фективная элиминация TAMRA+ клеток как в 
случае обработки одним ммС, так и при введе-
нии в схему обработок препарата двуцепочечной 
ДнК.

рис. 6. анализ количества прикрепленных клеток, а также tAMRA+ клеток культуры U87 после обработки цитостатиком MMC и 
композиционным препаратом днК. а  — график количества прикрепленных клеток на 3, 7, 10 и 15 сутки с момента первой обработки MMC. 
Б  — график процента tAMRA+ клеток. Приведены стандартные отклонения, достоверность результатов оценена относительно контрольных 

значений при помощи критерия Манна-Уитни, *p<0.05, **p<0.01, #p<0.001. В  — цитологические препараты клеток до обработки MMC 
(Контроль), на 3, 7, 10 и 15 сутки с начала обработок. на рисунке приведено объединенное изображение в каналах DAPI (хроматин) и 

tAMRA (сигнал экзогенной днК). MMC  — группа, которую обрабатывали только цитостатиком; MMC+ДНК  — группа, которую обрабатывали 
цитостатиком и препаратом днК. для групп «Контроль» и «MMC+днК» приведено изображение клеток в проходящем свете
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рис. 7. абсолютное количество tAMRA+ клеток в культуре линии U87 на фоне терапии цитостатиком ММС и ММС в 
комбинации со сложнокомпозиционным препаратом днК

рис. 8. МрТ анализ головного мозга sCID мышей через 15 суток после интрацеребральной перевивки клеток человеческой 
глиобластомы U87. 1  — отрицательный контроль, перевивка физиологического раствора в том же объеме что и клетки; 2  — 

положительный контроль, перевивка необработанных U87 клеток; 3  — ММС, перевивка клеток, обработанных только цитостатиком 
ММС; 4  — ММС+днК, перевивка клеток, обработанных ММС и препаратом днК. Графт детектируется только у животных из группы 2
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рис. 9. МрТ анализ головного мозга sCID мышей через 37 суток после интрацеребральной перевивки клеток человеческой 
глиобластомы U87. 1  — отрицательный контроль, перевивка физиологического раствора в том же объеме что и клетки; 2  — 

положительный контроль, перевивка необработанных U87 клеток; 3  — ММС, перевивка клеток, обработанных только цитостатиком 
ММС; 4  — ММС+днК, перевивка клеток, обработанных ММС и препаратом днК. Графт детектируется только у животного из группы 2, 

остальные три мыши из этой группы к 37-м суткам пали

Рис. 10. МрТ анализ головного мозга sCID мышей через 24 суток после интрацеребральной перевивки клеток человеческой 
глиобластомы U87. Контроль U87  — положительный контроль, перевивка необработанных U87 клеток; днК  — перевивка клеток, 

обработанные препаратом днК в режиме монотерапии; ММС  — перевивка клеток, обработанных только цитостатиком ММС; 
ММС+днК  — перевивка клеток, обработанных ММС и препаратом днК. В группе ММС+днК графт отсутствует у всех животных
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Перевивка культуры клеток человеческой 
глиобластомы U87 SCID мышам после обра-
ботки ММС и ММС+ДНК

разработанная терапевтическая схема была 
использована для обработки клеток культуры 
клеток U87 с их последующей интрацеребраль-
ной трансплантацией. обработку клеток для пе-
ревивки вели в большом культуральном флако-
не. По окончании обработок клетки перевивали 
интрацеребрально SCID мышам. 

Было сформировано 4 группы: 1) отрицатель-
ный контроль, 2 мыши, перевивка физиологиче-
ского раствора в том же объеме что и клетки; 
2) положительный контроль, 4 мыши, перевивка 
необработанных U87 клеток, 315 тыс. клеток/
мышь; 3) ммС в дозе 20 мкг/мл, 5 мышей, 
перевивка 400 тыс. клеток/мышь, обработанных 
только цитостатиком ммС; 4) ммС+ДнК, 5 
мышей, 400 тыс. клеток/ мышь, обработанных 
ммС в дозе 20 мкг/мл, и препаратом ДнК. 
Клетки в требуемом количестве брались после 
всех проведенных обработок. 

на 15-е сутки с момента перевивки клеток 
был сделан первый мрт анализ. Сформирован-
ный графт обнаруживался только у группы по-
ложительного контроля (рис. 8). 

Повторно мрт анализ был проведен на 37-е 
сутки с момента перевивки клеток. Часть кон-
трольных мышей к этому моменту уже пала (три 
из четырех мышей). В остальных группах графт 
по-прежнему не детектировался (рис. 9). Через 
3 мес. наблюдения трансплантаты в эксперимен-
тальных группах так и появились. 

В проведенном эксперименте не было обна-
ружено влияния препарата двуцепочечной ДнК 
на развитие графта, несмотря на его явное вли-
яние в экспериментах на культуре клеток. Было 
сделано предположение, что ммС в используе-
мых дозах сам по себе элиминирует стволовые 
клетки в обрабатываемой культуре, использован-
ной для графтинга. В этой связи эксперимент 
по трансплантации клеток глиобластомы U87 
был повторен с использованием терапевтиче-
ской дозы цитостатика, равной 5 мкг/мл (такую 
дозировку цитостатика в дальнейшем возмож-
но будет применять в экспериментах in vivo, 
то есть вводить животным без риска их гибели 
непосредственно от токсического воздействия 
цитостатика) [52, 55]. результаты эксперимента 
представлены на рис. 10. 

В рассматриваемом эксперименте по транс-
плантации были получены следующие результа-
ты. У всех контрольных мышей сформировался 
интрацеребральный трансплантат. У животных, 
которым прививались обработанные ммС клет-
ки, трансплантат был детектирован только у двух 
из четырех мышей (50 % животных). У живот-
ных, которым прививался обработанный ммС 

в синергизме с препаратом двуцепочечной ДнК 
трансплантат, роста графта не было обнаружено 
ни у одного животного. Полученный результат 
предполагает, что проведенная обработка клеток 
глиобластомы цитостатиком ммС и препаратом 
ДнК полностью эрадицирует туморогенное на-
чало графта, представленного TAMRA позитив-
ным клетками. 

обсуждение

определенный репаративный цикл для куль-
туры U87 не характеризовался симметричными 
кривыми накопления ДЦр и их репарацией. В 
этой связи обработку цитостатиком и препара-
том ДнК проводили с небольшими изменениями 
из понимания максимального терапевтического 
охвата всех клеток обрабатываемой культуры. 

Первоначально предполагалось, что прове-
денные обработки приведут к полной элими-
нации TAMRA+ (СИрК). однако анализ коли-
чества TAMRA+ клеток, проведенный по ходу 
эксперимента, свидетельствовал, что динамика 
количества этой популяции клеток имеет более 
сложную закономерность. на 7 сутки этот тип 
клеток не обнаруживается в обработанных куль-
турах. Далее идет увеличение числа TAMRA+ 
клеток, и на 10 сутки от начала обработок до-
стигает максимального значения хотя и более 
низкого чем в начале. В культуре, обработанной 
ммС, этот показатель составляет 0.37±0.25 % 
а для группы ммС+ДнК 0.56±0.07 %. К 15 
суткам наблюдения в культуре, обработанной 
ммС, процент TAMRA+ клеток незначительно 
снижается до 0.33±0.06 %, в группе ммС+ДнК 
показатель падает до 0.05±0.1 % (p<0.05 по срав-
нению с контролем). 

абсолютное количество TAMRA позитивных 
клеток к 15-м суткам эксперимента составляет 
210 клеток в образце, обработанном MMC и 72 
клетки в группе MMC+ДнК (от количества в 
контроле 2 900 клеток). результат анализа аб-
солютного числа и процентного соотношения 
TAMRA+ клеток может быть объяснен следую-
щим образом. К 7 суткам клетки, находившие-
ся в исходной чувствительной фазе клеточного 
цикла G1/S [45] были элиминированы как об-
работкой ммС, так и синергичным действием 
двух препаратов (MMC+ДнК). В этот момент 
времени клетки, исходно находившиеся в G2/M 
нечувствительной фазе клеточного цикла, выш-
ли в G1/S фазу. на 7 сутки была проведена фи-
нальная обработка, которая затронула все как 
оставшиеся, так и вновь «пришедшие» клетки 
TAMRA+ популяции. К 10 суткам наблюдается, 
как предполагается, естественное остаточное на-
копление TAMRA+ клеток, и затем начинается 
действие финальной отработки и происходит 
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разрушение TAMRA+ СИрК. К концу наблюде-
ния становится очевидным, что предложенная 
стратегия значимо влияет на TAMRA+ клетки, 
снижая их количество как при обработке одним 
ммС, так и при синергичном действии ммС и 
препарата ДнК. 

В первом эксперименте по трансплантации 
были перевиты 400 тыс. клеток, оставшихся 
после проведенных обработок в соответствии 
с разработанной стратегией (рис. 5). При экс-
траполяции результатов «клеточных эксперимен-
тов» в культуре, обработанной ммС, должно 
было остаться ~1 360 TAMRA+ клеток, а в куль-
туре ммС+ДнК 400 таких клеток. Поскольку 
ни один из трансплантатов в обеих эксперимен-
тальных группах не прижился, можно предполо-
жить несколько вариантов объяснения эффекта: 
такого остаточного количества TAMRA+ СИрК 
недостаточно для формирования полноценного 
графта; эти клетки уже находились в процес-
се клеточной гибели и вскоре были полностью 
элиминированы; в результате таких обработок 
TAMRA+ СИрК необратимо теряли свои ту-
морогенные свойства, например, критично сни-
жается их способность к самоподдержанию и 
пролиферативный потенциал, нарушается спо-
собность к формированию опухолевого микро-
окружения и инвазивному росту; в результате 
таких обработок TAMRA+ СИрК теряют спо-
собность к ускользанию от иммунного надзора, 
связанную с изменением фенотипического ланд-
шафта, например, в сторону повышенной экс-
прессии сигнальных молекул «eat me» в соче-
тании со снижением экспрессии «don’t eat me» 
молекул.

Во втором эксперименте по трансплантации 
была снижена доза цитостатика ммС до терапев-
тичекой, равной 5 мкг/мл. такое решение позво-
лило достоверно проявить терапевтический эф-
фект синергичного действия ммС+ДнК. Именно 
такое действие препаратов было открыто и оха-
рактеризовано нами в работах [6-9, 45, 46]. 

Полученный результат продемонстрировал 
эффективность новой разрабатываемой техно-
логии лечения рака на модельной культуре кле-
ток глиобластомы человека U87, перевитой в 
качестве интрацеребрального трансплантата. В 
перспективе планируемые работы будут направ-
лены на лечение новым стратегическим подхо-
дом перевитых трансплантатов глиобластомы. 
Будут использованы как интракатенальные, так 
и интрацеребральные трансплантаты. В каче-
стве цитостатика предполагается использовать 
циклофосфан и темозоломид. Препарат ДнК 
в случае подкожного графтинга будет вводить-
ся интратуморально, в случае интрацеребраль-
ного графта внутривенно или парентерально в 
больших дозах. Предполагается, что частично 

разрушенный гематоэнцефалический барьер, 
вследствие развития глиобластомы позволит ин-
терферирующему репаративный цикл препарату 
ДнК достигнуть СИрК церебральной локализа-
ции. также возможен вариант интраназального 
введения препаратов [42]. 

Заключение

В работе [22] было обнаружено свойство 
низкодифференцированных клеток различно-
го генеза, в том числе СИрК, интернализовать 
естественным механизмом фрагменты двуцепо-
чечной экстраклеточной ДнК. Используя мечен-
ный флуорохромом TAMRA ДнК зонд, СИрК 
были идентифицированы в образцах опухолей 
глиобластомы человека [23]. Было установлено, 
что интернализованные фрагменты экстракле-
точной ДнК способны интерферировать идущий 
в СИрК процесс репарации мЦС, индуцирован-
ных кросслинкирующими цитостатиками. При 
этом введение кросслинкирующего цитостатика 
в метрономном режиме, привязанном к циклу 
репарации мЦС, приводит к синхронизации 
СИрК в чувствительной для обработок фазе 
клеточного цикла. на основании найденных 
свойств СИрК была разработана универсальная 
стратегия их эрадикации [6, 7, 20, 45]. 

В настоящем исследовании на примере ли-
нии клеток человеческой глиобластомы U87 
удалось показать, что разработанная стратегия 
эрадикации СИрК с использованием терапев-
тических доз кросслинкирующего цитостатика 
митомицина С в комбинации со сложнокомпози-
ционным препаратом на основе ДнК позволяет 
полностью лишить опухолевые клетки переви-
ваемого потенциала. В перспективе разработан-
ная терапевтическая схема может стать основой 
для разработки принципиально нового подхода 
в лечении злокачественных опухолей головного 
мозга человека. 
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The effectiveness of the new therapeutic approach aimed 
at the destruction of the cancer cell community was evaluated 
on the immortalized human glioblastoma cell line U87. Ini-
tially, the reference elements of a new strategy for eradication 
of tumor-initiating stem cells were characterized. The main 
points of the strategy were as follows. 1) Evaluation of the 
TAMRA+ (tumor-initiating stem cells) presence in the popu-
lation of U87 culture cells. 2) Determination of the reference 
time points of the DNA interstrand cross-links repair, induced 
by cross-linking cytostatics mitomycin C. 3) Determination of 
the day after initiation of therapy when TAMRA+ cells ac-
cumulate and are synchronously present in the G1/S sensitive 
for the treatment phase of the cell cycle. Based on the data 
obtained, a therapeutic regimen aimed at eradicating TAMRA+ 
cells (tumor-initiating stem cells) was identified. Treatment of 
the culture was carried out by cross-linking cytostatic mito-
mycin C and complex DNA preparation. Transplantation ex-
periments showed that high experimental doses of mitomycin 
C (20 µg/ml) totally destroy transplantation potential of U87 
cells. Diminution of mitomycin C to therapeutic doses (5 µg/
ml) clearly demonstrated effect of complex double-stranded 
DNA preparation to reducing of U87 tumorigenic potential. 
These fully confirmed the concept of developed cancer treat-
ment technology.
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tumor-initiating stem cells, TAMRA


