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Цель исследования — изучить дифференциальную экспрессию генов и активацию сигнальных путей в радиорезистентных и 
радиочувствительных раковых клеточных линиях.

Материалы и методы. Использованы радиорезистентная раковая клеточная линия хронического миелолейкоза К562 и ра-
диочувствительные раковые клеточные линии HCT-116р53 (+/+), НСТ-116р53 (–/–), Me45. Анализ транскриптома выполняли с при-
менением гибридизационных ДНК-чипов высокой плотности Affymetrix серии HGU133А. Биоинформационный анализ проводили с 
использованием оригинальной программы Gene Selector. Исследование сетей белковых взаимодействий выполняли с помощью он-
лайн-системы STRING. Для ранжирования генов по сигнальным путям использовали программу PANTHER и базу данных QIAGEN 
SABiosciences. Количественную активацию сигнальных путей рассчитывали с помощью биоинформационного алгоритма OncoFinder.

Результаты. Выявлено 4 гена: DAAM1, IFNAR2, PALLD, STK17A, экспрессия которых при лучевых воздействиях увеличива-
ется в радиорезистентной клеточной линии и снижается в радиочувствительных клеточных линиях. С использованием программы 
PANTHER были найдены три сигнальных пути — Wnt signaling pathway, Interferon signaling pathway, p53 signaling pathway, — в кото-
рых задействованы эти гены и которые являются общими для исследуемых клеточных линий. Установлена значительная разница в 
активации найденных путей в радиорезистентной и радиочувствительных клеточных линиях.

Заключение. На основе анализа сетей молекулярных взаимодействий и активации сигнальных путей выявлено, что наиболь-
шие отличия между радиорезистентной и радиочувствительной клеточными линиями наблюдаются в активности сигнальных путей 
Interferon signaling pathway и p53 signaling pathway. Экспрессия гена ТР53 не связана с активностью сигнального пути p53 signaling 
pathway. Сопоставление изменений экспрессии генов и активации сигнальных путей позволяет предложить в качестве индикаторов 
радиорезистентности при радиационном излучении экспрессию генов DAAM1, IFNAR2, PALLD.

Ключевые слова: злокачественная опухоль; экспрессия генов; радиорезистентность раковых клеток; радиационное излуче-
ние; метод OncoFinder.
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The aim of the investigation was to study differential gene expression and signaling pathways activation in radioresistant and 
radiosensitive cancer cell lines.

Materials and Methods. K562 radioresistant cancer cell line of chronic myeloleukosis, and HCT-116p53 (+/+), HCT-116p53 (–/–), Me45 
radiosensitive cancer cell lines were used in the study. Transcriptome analysis was performed using Affymetrix DNA microarray HGU133A 
series. Original Gene Selector program was used for bioinformation analysis. Protein interaction networks were studied by means of online 
STRING 9.0 system. To range the genes according to the signaling pathways the PANTHER program and Qiagen SABiosciences database 
were used. Quantitative activation of signaling pathways was calculated with the help of OncoFinder bioinformation algorithm.

Results. Four genes (DAAM1, IFNAR2, PALLD, STK17A) were identified to increase their expression in radioresistant cell line and to 
decrease it in radiosensitive cell lines under radiation exposure. Three signal pathways — Wnt, Interferon and p53 — in which these genes 
are involved and which are common to the examined cell lines were found using PANTHER program. A significant difference in activation of 
these signaling pathways was discovered in radioresistant and radiosensitive cell lines.

Conclusion. Based on the analysis of molecular interaction networks and signaling pathway activation it has been revealed that 
the greatest differences between radioresistant and radiosensitive cell lines are observed in the activity of Interferon and p53 signaling 
pathways. TP53 gene expression level is not associated with the activity of p53 signaling pathway. Comparison of gene expression changes 
and activation of signaling pathways allows us to suggest the expression of DAAM1, IFNAR2, PALLD genes as indicators of radioresistance 
under radiation exposure.

Key words: malignant tumors; gene expression; cancer cell radioresistance; radiation; OncoFinder method.

Устойчивость злокачественных опухолей к лу-
чевой терапии остается одной из важных проблем, 
которая стоит перед клинической и эксперименталь-
ной онкологией. В дополнение к тому, что некоторым 
опухолевым клеткам изначально свойственна пони-
женная чувствительность к ионизирующему излу-
чению, они также могут приобретать ее в процессе 
терапии [1]. Данный факт объясняется тем, что по-
сле лучевого воздействия раковые клетки способ-
ны переживать повреждение ДНК [2]. Это приводит 
к увеличению их выживаемости, что служит причи-
ной бесконечного роста раковой опухоли и клиниче-
ского прогрессирования заболевания. Кроме того, 
ситуацию осложняет генетическая нестабильность 
опухолевых клеток, для которой характерен высо-
кий уровень спонтанных мутаций. Таким образом, 
дальнейшее проведение радио терапии не только не 
вызывает улучшение состояния больных злокачест-
венными новообразованиями, но и способно привес-
ти к тяжелым последствиям, увеличивая негативное 
влияние на общее состояние пациента и его каче-
ство жизни. Данная ситуация обусловливает поиск 
новых путей для совершенствования радиацион ной 
терапии — преодоления радиорезистентности рако-
вых клеток.

Радиорезистентность раковых клеток главным 
образом зависит от правильности функционирования 
внутриклеточных сигнальных путей [3]. Изменение од-
ного компонента сигнального пути, например сверх-
экспрессия гена, способно нарушить функциони-

рование всей системы клетки. Например, рецептор 
ЕrbВ-2, входящий в семейство рецептора эпидер-
мального фактора роста EGFR, является одним из 
рецепторов, которые наиболее часто экспрессируют-
ся на поверхности раковых клеток эпителия бронхов. 
Для гена EGFR рецептор ЕrbВ-2 выступает в качестве 
корецептора в момент формирования димерного ком-
плекса и впоследствии аутофосфорилирования, но 
лиганд для него еще не определен [4]. Обнаружено, 
что в злокачественных новообразованиях человека 
для гена EGFR характерна сверхэкспрессия. Как от-
мечается в разных исследованиях [5–7], существует 
связь между экспрессией гена EGFR и устойчивостью 
раковых клеток к радиотерапии. В работах [5–7] по-
казано, что раковые клетки предстательной железы 
(DU145 и PC-3) экспрессируют ген EGFR. Кроме того, 
в преклинических исследованиях найдена взаимо-
связь экспрессии гена EGFR с пролиферацией, ангио-
генезом, миграцией опухолевых клеток и с радиорези-
стентностью опухоли [8, 9]. Информация об активации 
сигнальных путей и их компонентов в ответ на радио-
терапию позволит прогнозировать исходы лечения он-
кологических заболеваний и получить метод подавле-
ния механизмов радиорезистентности раковых клеток. 
Наиболее полную картину о механизмах активации 
внутриклеточных сигнальных путей дают методы пол-
нотранскриптомного анализа [10]. В настоящей работе 
использовали транскриптомный анализ радиорезис-
тентных и радиочувствительных клеточных линий с 
целью выявления дифференциально-экспрессирую-
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щихся генов и исследования дифференциальной ак-
тивности сигнальных путей.

Цель исследования — изучить дифференциаль-
ную экспрессию генов и активацию сигнальных путей 
в радиорезистентных и радиочувствительных раковых 
клеточных линиях.

Материалы и методы
Клеточные культуры. В экспериментах исполь-

зовали: радиорезистентную суспензионную линию 
человеческих эритролейкемических лимфобласто-
идных клеток К562; радиочувствительную клеточную 
линию рака прямой кишки человека HCT-116p53 (+/+) 
с нормальным геном ТР53; радиочувствительную 
клеточную линию рака прямой кишки человека HCT-
116p53 (–/–) с мутантным геном ТР53; радиочувстви-
тельную клеточную линию меланомы человека МЕ45. 
Клеточные линии получены из American Type Culture 
Collection (ATCC).

Клетки культивировали при стандартных условиях: 
в СO2-инкубаторе МСО-18AIC СО2 (Helicon, Япония) 
при температуре 37°С, в атмосфере 5% СО2

 и 98% 
влажности. Для культивирования клеточной линии 
К562 использовали среду RPMI-1640, которая содер-
жит L-глутамин с 10% эмбриональной бычьей сыво-
ротки и 5 мкг/мл гентамицина. Для культивирования 
клеточных линий HCT-116p53 (+/+), HCT-116p53 (–/–), 
Me45 использовали среду DMEM/F12, которая также 
содержит L-глутамин с 10% эмбриональной бычьей 
сыворотки и 5 мкг/мл гентамицина.

Дизайн эксперимента. Облучение клеточных линий 
производилось в логарифмической фазе роста. Клетки 
однократно облучали рентгеновским излучением, гене-
рируемым терапевтическим акселератором Clinac 600 
(Varian Medical Systems, США) при комнатной темпе-
ратуре, в дозе 4 Гр [11, 12]. Мощность дозы излучения 
составляла 0,03 Гр/с при фокусном расстоянии 104 см. 
Высота водяного столба над клетками составляла 
1 см. Клетки облучались в 24-луночных планшетах 
(объем лунки — 2,5 мл). Анализ экспрессии генов вы-
полняли через 1, 12 и 24 ч после облучения.

Анализ экспрессии генов. РНК выделяли из 3·106 
клеток с использованием набора для выделения 
РНК в соответствии с инструкцией производителя. 
Целостность выделенной РНК проверяли с помощью 
биоанализатора Agilent 2100 (Agilent Technologies, 
США). Библиотеку клонированных ДНК готови-
ли с использованием набора GeneChip Expression 

3'-Amplification One-Cycle cDNA Synthesis Kit (Affymetrix, 
США). Мечение биотином антисмысловых библиотек 
клонированных РНК (кРНК) и очистка были проведе-
ны с использованием набора GeneChip Expression 
3'-Amplification Reagentsfor IVT Labeling в соответствии 
с протоколом производителя. Количество полученных 
РНК и ДНК оценивали с помощью спектрофотометра 
NanoDrop (Thermo Scientific, США). Фрагментацию 
кРНК проводили при 94°C в термоциклере в течение 
35 мин. Синтезированные биотинилированные кРНК 
вначале гибридизировали с контрольной матрицей 
Test-3 с целью оценки качества полученных кРНК. 
Если это качество соответствовало расчетному, тог-
да проводили гибридизацию с матрицей HGU133А. 
Матрицу окрашивали стрептовидин-фикоэритрином. 
Окрашенную матрицу отмывали от несвязавшегося 
белка и сканировали на сканере GeneArray G2500A 
(Hewlett Packard, США).

Биоинформационный анализ. Отбор генов, чья экс-
прессия изменялась по отношению к контролю на про-
тяжении всего эксперимента, и поиск общих генов в 
радиорезистентной и радиочувствительной клеточных 
линиях проводили с использованием оригинальной 
программы Gene Selector (программу можно получить 
у авторов статьи), достоверность отличий задавалась 
на уровне p0,05.

Сеть молекулярных взаимодействий строилась с 
помощью онлайн-системы STRING (Search Tool for the 
Retrieval of Interacting Genes/Proteins). Данные предо-
ставляются на основе четырех источников: Genomic 
Context, High-throughput Experiments, (Conserved) 
Coexpression, Previous Knowledge.

Определение сигнальных путей, к которым отно-
сятся отобранные гены, проводилось с использова-
нием программы PANTHER и базы данных QIAGEN 
SABiosciences.

Количественную активацию сигнальных путей, на 
которую оказывают влияние отобранные гены, рассчи-
тывали с помощью методики OncoFinder [13]. Степень 
активации сигнальных путей измеряли в условных 
единицах.

Результаты. В результате проведения статистиче-
ской обработки данных экспрессии генов в клеточной 
линии К562 отобрано 109 генов, у которых экспрессия 
увеличивалась на протяжении всего эксперимента 
(см. таблицу).

В радиочувствительных раковых клеточных линиях 

Гены, отобранные по заданным критериям в четырех раковых клеточных линиях

Раковая 
клеточная линия

Количество генов, экспрессия которых 
увеличивалась на протяжении  
всего эксперимента (p0,05)

Количество генов, экспрессия которых 
уменьшалась на протяжении  
всего эксперимента (p0,05)

K562 109 —
HCT-116p53 (+/+) — 231
HCT-116p53 (–/–) — 231
Me45 — 63
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с нормальным геном TP53 HCT-116p53 (+/+) и мутант-
ным геном TP53 HCT-116p53 (–/–) выделили по 231 
гену, а в раковой клеточной линии Me45 — 63 гена, 
чья экспрессия снижалась после 1, 12 и 24 ч экспери-
мента.

Программа автоматического подбора генов с за-
данным уровнем достоверности и экспрессии Gene 
Selector отобрала для используемых раковых кле-
точных линий четырех общих гена: DAAM1, IFNAR2, 
PALLD, STK17A, экспрессия которых увеличивается в 
радиорезистентной клеточной линии и снижается — в 
радиочувствительных.

Отобранные гены загружались в онлайн-систему 
STRING для выявления сетей молекулярных взаимо-
действий (рис. 1).

Установлено, что ген DAAM1 непосредственно вза-
имодействует с генами FNBP1, TRIP10, ARHGAP1, 
DVL1, DVL2, DVL3, PTBP2, RHOA, SRRM4, через 
которые осуществляется связь с генами ARHGDIA, 

BAIAP2, CDC42, PAK1, PAK2, PARD6A, PTBP2, TNK2, 
TRIP10, WAS, WASL. Ген IFNAR2 взаимодействует с 
генами TYK2, GNB2L1, IFNA8, STAT1, IFNW1, STAT2, 
JAK1, IFNAR1, JAK2, STAT3, IFNA5, через которые 
он оказывает влияние на гены IL2RB, IRS1, EGFR, 
IFNGR1, IRF1, EP300, CREBBP, IRF9. Ген PALLD вза-
имодействует с генами TGFB1, EPS8, AKT1, ACTN1, 
LPP, ACTN2, SRC, EZR. При изучении влияния гена 
STK17A обнаружена сеть молекулярных взаимодейст-
вий, где он не оказывает прямого влияния на другие 
гены. Данный факт можно объяснить тем, что этот ген 
недостаточно изучен и программа STRING содержит 
мало информации о его функциональной связи с дру-
гими генами.

Экспрессия отдельных генов склонна к очень ши-
роким колебаниям и не всегда может являться при-
знаком патологического процесса в отличие от актив-
ности целого сигнального пути. Поэтому отобранные 
гены DAAM1, IFNAR2, PALLD загружались в базу 

а б

в
г

Рис. 1. Сети молекулярных взаимодействий генов DAAM1 (а), IFNAR2 (б), PALLD (в), STK17A (г)
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данных PANTHER, которая содержала информацию 
о том, в каких внутриклеточных сигнальных путях они 
функционируют (рис. 2).

На основе полученной информации были найдены 
три сигнальных пути (см. рис. 2), которые являются 
общими для радиорезистентной и радиочувствитель-
ных раковых клеточных линий: Wnt signaling pathway, 
Interferon signaling pathway, p53 signaling pathway. 
С помощью метода OncoFinder была рассчитана их 
активация в клеточных линиях, на которые непо-
средственно влияют гены DAAM1, IFNAR2, PALLD и 
STK17A (рис. 3).

На графиках, отражающих влияние ионизирующе-
го излучения в дозе 4 Гр на активацию сигнального 
пути Wnt signaling pathway в четырех раковых клеточ-
ных линиях (рис. 3, а), видно, что активация в лини-
ях HCT-116p53 (+/+), HCT-116p53 (–/–) и Me45 до 12 ч 
снижается, а после наблюдается ее рост. В линиях 

Рис. 2. Количество сигнальных путей, на которые оказы-
вает влияние функционирование генов DAAM1, IFNAR2, 
PALLD в четырех раковых клеточных линиях (K562, HCT-
116p53 (+/+), HCT-116p53 (–/–), Me45)
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Рис. 3. Активация сигнальных путей в четырех раковых клеточных линиях (K562, HCT-116p53 (+/+), 
HCT-116p53 (–/–), Me45) через 1, 12 и 24 ч с момента облучения: а — активация Wnt signaling path-
way; б  — активация Interferon signaling pathway; в — активация p53 signaling pathway. Количественная 
активация является безразмерной и вычисляется с использованием метода OncoFinder, в котором 
учитывается отношение экспрессии генов исследуемого образца к контрольному образцу
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HCT-116p53 (+/+) и HCT-116p53 (–/–) значения актива-
ции после 24 ч значительно ниже, чем в линии Me45. 
В радиорезистентной раковой клеточной линии K562 
активация этого сигнального пути снижается на протя-
жении всего эксперимента.

Графики, отражающие влияние ионизирующего из-
лучения в дозе 4 Гр на активацию Interferon signaling 
pathway (рис. 3, б), показывают, что, несмотря на схо-
жий характер активации в клеточных линиях К562, 
HCT-116p53 (–/–), HCT-116p53 (+/+), ее значения в 
этих линиях заметно отличаются. 

Наибольшего значения активация Interferon 
signaling pathway достигает в радиорезистентной ра-
ковой клеточной линии после 24 ч, а в радиочувстви-
тельных клеточных линиях относительно низкие ее 
значения сохраняются до конца эксперимента.

Как видно из рисунка, активация пути p53 signaling 
pathway в радиорезистентной и радиочувствительных 
клеточных линиях также отличается (рис. 3, в). В HCT-
116p53 (+/+) и HCT-116p53 (–/–) она достигает своего 
максимального значения после 12 ч с начала экспе-
римента, а к 24 ч наблюдается ее спад. В клеточных 
линиях K562 и Me45 активация одинаково снижается, 
но после 12 ч в K562 она начинает расти, тогда как в 
Me45, напротив, продолжает снижаться.

обсуждение. Важную роль в формировании отве-
та опухолевых клеток на ионизирующее облучение 
играют внутриклеточные сигнальные пути, которые 
включают в себя большое количество белков, напри-
мер р53, фосфолипазу δ1, протеинкиназу С, класте-
рин и др. [14]. Однако не существует общего мнения 
о том, какие именно сигнальные пути участвуют в 
формировании низкой радиочувствительности рако-
вых клеток. Наши исследования показали, что гены 
DAAM1, IFNAR2, PALLD, STK17A радиорезистентной 
клеточной линии К562 характеризуются избыточной 
экспрессией в отличие от генов радиочувствительных 
клеточных линий. Ген DAAM1 входит в семейство бел-
ков форминов. Его функция заключается в регуляции 
роста клеток, а также он участвует в образовании и 
удлинении новых нитей актина. Ранее уже было пока-
зано [15], что некоторые актинсвязывающие белки, на-
пример кофилин-1 (CFL1), значительно активируются 
в радиорезистентной астроцитоме.

Ген IFNAR2 стимулирует связывание и активацию 
рецептора Janus протеинкиназ, который фосфори-
лирует несколько белков (например, STAT и STAT1). 
Сигнальные пути фосфатидилинозитол-3-киназы 
(PI3K), протеинкиназы В (Akt), янус-киназы (JAK), ак-
тиватор транскрипции (STAT) способны блокировать 
апоптоз, что делает опухолевые клетки устойчивыми 
к радиотерапии [16, 17]. S.O. Rahaman с соавт. в своих 
исследованиях продемонстрировали, что ингибирова-
ние сигнального пути STAT3 приводит к усиленному 
апоптозу и ингибированию пролиферации в злокаче-
ственной глиоме [18].

Ген PALLD принимает участие в организации цито-
скелета клетки, играет важную роль в формировании 

морфологии, подвижности и адгезии клеток. Адгезия с 
внеклеточным матриксом в нормальных и опухолевых 
клеточных линиях способствует формированию устой-
чивости к ионизирующему излучению [19–21].

Ген STK17A входит в состав DAP-киназ и индуци-
рует апоптоз. Выступает в качестве регулятора актив-
ных форм кислорода в клетке, увеличение которых 
способно привести к адаптивным изменениям и может 
играть центральную роль в формировании радиорези-
стентности опухолевых клеток [22].

Таким образом, гены DAAM1, IFNAR2, PALLD и 
STK17A вовлечены в процесс формирования радио-
резистентности и могут быть использованы в качестве 
мишени для повышения радиочувствительности опу-
холевых клеток.

Все указанные гены в радиорезистентной клеточ-
ной линии характеризуются сверхэкспрессией. Но в 
формировании резистентности необходимо учиты-
вать не только экспрессию отдельных генов, но и ак-
тивацию сигнальных путей, участниками которых они 
являются. Мы определили общие сигнальные пути 
для клеточных линий K562, HCT-116p53 (+/+), HCT-
116p53 (–/–), Me45, в которых принимают участие гены 
DAAM1, IFNAR2, PALLD и STK17A (см. рис. 2).

В радиорезистентной клеточной линии К562 актива-
ция сигнальных путей Wnt signaling pathway, Interferon 
signaling pathway и p53 signaling pathway значительно 
отличалась от их активации в радиочувствительных 
клеточных линиях (см. рис. 3, б).

Ранее было продемонстрировано [23], что Interferon 
signaling pathway активирован в радиорезистентных 
раковых клетках. Ключевым белком этого сигнального 
пути является белок, кодируемый геном STAT1. Белок 
IFNAR2 физически взаимодействует с белком STAT1. 
J.F. Zhan с соавт. показали, что сверхэкспрессия 
STAT1 способствует формированию радиорезистент-
ности клеток рака молочной железы [24]. M. Fryknäs с 
соавт. доказали, что клетки миеломы с гиперэкспрес-
сией STAT1 более радиорезистентны, чем клетки с 
низким уровнем экспрессии этого белка [25]. В наших 
экспериментах увеличение экспрессии гена STAT1 на-
блюдалось во всех клеточных линиях на протяжении 
всего эксперимента, тогда как сверхэкспрессия гена 
IFNAR2 на протяжении всего эксперимента отмеча-
лась только в радиорезистентной клеточной линии 
К562. Таким образом, экспрессия гена IFNAR2 может 
служить показателем радиорезистентности.

Многие злокачественные опухоли человека со-
держат мутации в гене р53, и большинство из них 
имеют генетические повреждения в сигнальном пути 
p53 signaling pathway [26]. Например, увеальная ме-
ланома иногда имеет мутации в гене р53, которые 
препятствуют нормальному функционированию p53 
signaling pathway [27–29]. В связи с этим увеальная 
меланома способна приобретать низкую радиочув-
ствительность. В наших экспериментах мы исполь-
зовали две клеточные линии с мутантным геном 
ТР53: это радиочувствительная клеточная линия 
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HCT-116p53 (–/–) и радио резистентная клеточная 
линия К562. В обеих линиях белок р53 не активен. 
Несмотря на это, активация сигнального пути p53 
signaling pathway в этих клеточных линиях различна. 
В линии К562 радиационное облучение не влияет на 
активность этого пути на всем протяжении экспери-
мента (см. рис. 3, в). В радиочувствительной клеточ-
ной линии HCT-116p53 (–/–) активность p53 signaling 
pathway через 1 ч остается неизменной, а через 12 
и 24 ч увеличивается, хотя сохраняется на несколь-
ко более низком уровне, чем в изогенной клеточной 
линии HCT-116p53 (+/+) с геном ТР53 дикого типа. 
Данные наших экспериментов демонстрируют, что 
величина экспрессии гена ТР53 не связана с актив-
ностью сигнального пути p53 signaling pathway.

Заключение. Впервые продемонстрировано, что 
гены DAAM1, IFNAR2, PALLD и STK17A связаны с 
феноменом радиорезистентности раковых клеток. 
Наибольшие отличия между радиорезистентной и 
радиочувствительными клеточными линиями на-
блюдаются в активности сигнальных путей Interferon 
signaling pathway и p53 signaling pathway. Величина 
экспрессии гена ТР53 не связана с активностью сиг-
нального пути p53 signaling pathway.
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