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Важной задачей современной медицины явля-
ется борьба с  онкологическими заболеваниями. 
Наиболее действенным методом лечения злокаче-
ственных новообразований считается лучевая те-
рапия [1]. Но радиорезистентность раковых клеток 
является большой проблемой при лечении и явля-
ется причиной возникновения рецидивов и мета-
стазов. Радиорезистентность – это устойчивость 
организмов к ионизирующему излучению, которая 
формируется в результате генетических мутаций 
и нарушений экспрессии генов. При нарушении 
экспрессии генов происходят изменения в мета-
болизме клеток через клеточные сигнальные пути, 
в том числе связанные с программируемой клеточ-
ной смертью. Раковые клетки способны избежать 
запрограммированной клеточной гибели, генери-
руя генетические мутации или эпигенетические 
изменения в ключевых запрограммированных пу-
тях клеточной смерти [2, 3]. В нормальных клетках 
механизмы программируемой клеточной смерти 
включаются при невозможности репарации мо-
лекул ДНК. Запуск программируемой клеточной 
смерти при стрессовых воздействиях, в том числе 

при радиационном облучении, связан не только 
с  повреждением молекул ДНК, но и  с  участием 
большого количества других сигнальных механиз-
мов и зависит от их взаимодействия [4].

Основным механизмом регуляции экспрессии 
генов на посттранскрипционном уровне являет-
ся регуляция деградации матричной РНК посред-
ством микроРНК. МикроРНК представляют собой 
небольшие, 20–25 пар нуклеотидов (п. н.), не ко-
дирующие РНК, влияющие на транскрипционную 
и посттранскрипционную регуляцию генов через 
подавление экспрессии [5]. Более тысячи микро- 
РНК обнаружены в  геноме человека, каждая из 
которых потенциально может регулировать сотни 
мРНК, поэтому они играют определяющую роль 
во многих клеточных процессах, в том числе ра-
диочувствительности и радиорезистентности кле-
ток. Было показано, что микроРНК регулируют 
экспрессию порядка 60% всех белок-кодирующих 
генов [6]. Исследования последних лет показали, 
что микроРНК играют большую роль в патогенезе 
рака [7, 8]. Экспрессия микроРНК изменяется под 
влиянием радиации, что может означать их участие 
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Цель исследования – анализ динамики микроРНКома радиочувствительной и радиорезистентной 
раковых клеточных линий после радиационного воздействия и биоинформационная оценка влия-
ния микроРНК на активность сигнальных путей. В эксперименте использовались радиорезистентная 
К562 и радиочувствительная HL-60 клеточные линии. Клетки подвергли однократному воздействию 
рентгеновского излучения в дозе 4 Гр. Оценивали выживаемость клеток и спектр микроРНК через 
1, 4 и 24 ч после облучения. Оценку спектра микроРНК выполняли c помощью секвенирования на 
платформе MiSeq, биоинформационный анализ полученных данных выполняли с использованием 
сервиса GenXpro и базы данных KEGG. Анализ динамики микроРНКома продемонстрировал, что 
экспрессия более половины всех микроРНК в клетках К562 и HL-60 изменяется после радиационного 
воздействия в дозе 4 Гр. Биоинформационная оценка влияния микроРНК на активность сигнальных 
путей продемонстрировала потенциальные различия в пост-транскрипционной регуляция экспрес-
сии генов, входящих в состав 40 сигнальных путей между радиочувствительной и радиорезистентной 
клеточными линиями HL-60 и К562. Исследование продемонстрировало, что радиорезистентность 
является комплексным явлением и связана не только с изменением экспрессии генов и мутациями, 
но и с изменениями посттранскрипционной регуляции экспрессии генов на уровне микроРНКома.
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в  клеточном ответе на воздействие ионизирую-
щего излучения [9]. Проведенные исследования 
продемонстрировали связь некоторых микроРНК 
с радиорезистентностью раковых клеток [10–12]. 
В результате было выявлено несколько десятков 
микроРНК, дифференциально экспрессирующих-
ся в  радиорезистентных и  радиочувствительных 
клеточных линиях. Так, например, показано, что 
miR-125a, miR-150, miR-425 [13], miR-324–3p [14], 
miR-205 [15], Lin28-let7 [16], miR-21 [17] диффе-
ренциально экспрессируются в радиочувствитель-
ных и радиорезистентных раковых клетках. Одна-
ко не обнаружено одинаковых микроРНК, которые 
были бы характерны для всех радиорезистентных 
клеточных линий. Это связано с тем, что регуля-
ция экспрессии генов посредством микроРНК 
является сложным процессом, при этом одна ми-
кроРНК может регулировать экспрессию многих 
генов, и экспрессию одного гена может регулиро-
вать много разных микроРНК. В этом случае более 
перспективным подходом является изучение влия-
ния микроРНК на сигнальные пути.

Цель данной работы заключалась в анализе ди-
намики микроРНКома радиочувствительной и ра-
диорезистентной раковых клеточных линий после 
радиационного облучения и биоинформационная 
оценка влияния микроРНК на активность сигналь-
ных путей.

МАТеРИАЛЫ И МеТОДИКА

Эксперимент проводили на следующих клеточ-
ных линиях: К562 – радиорезистентная суспензи-
онная линия хронической миелоидной лейкемии 
человека и HL-60 – радиочувствительная клеточ-
ная линия промиелоцитарного лейкоза человека. 
Культивирование клеток проводили при темпе-
ратуре 37

 
°C, 98%-ной влажности и 5% сО2 с ис-

пользованием среды RPMI-1640 с L-глутамином 
(“ПанЭко”, Россия), которая содержала 50 мкг/мл 
гентамицина (“ПанЭко”, Россия), и 10% эмбри-
ональной бычьей сывороткой (“PAA Laboratories 
GmbH”, Австрия).

Клеточные линии подвергали воздействию 
рентгеновского излучения на линейном ускорителе 
Elekta Synergy (“Elekta”, Швеция) в дозе 4 Гр (энер-
гия фотонов 10 МЭВ). Длительность облучения со-
ставляла 55 с при температуре 21–22

 
°с. Поле об-

лучения 16 × 20. Клетки находились в 6 луночных 
планшетах. Транспортировку культуральных план-
шетов до места облучения и обратно осуществляли 
в термостатируемом контейнере при температуре 
37

 
°с. Эксперименты с клетками проводили во вре-

мя логарифмической фазы роста.
Выживаемость клеток оценивали путем окраски 

смесью флуоресцентных красителей акридинового 
оранжевого и этидиум бромида [18].

Общую РНК, обогащённую микроРНК, выде-
ляли из клеток с использованием набора Absolutely 
RNA miRNA Kit (“Agilent Technologies”, сША) че-
рез 1, 4 и  24 ч после облучения. Качество выде-
ленной РНК проверяли по соотношению 18S/28S 
РНК с использованием прибора для капиллярно-
го электрофореза Agilent 2100 Bioanalyzer (“Agilent 
Technologies”, сША). Для дальнейшей работы от-
бирали образцы с показателем RIN > 8.0. Получе-
ние библиотеки кДНК микроРНК, легирование 
с адапторами и бар-кодирование проводили с ис-
пользованием набора NEBNext Small RNA Library 
Prep Set (“NEB”, Великобритания). Очистку биб- 
лиотек кДНК микроРНК проводили электрофоре-
зом с использованием 6%-го полиакриламидного 
геля. Фрагменты кДНК, между 145 и 160 п. н., со-
ответствующих микроРНК, вырезали из геля, за-
тем элюировали и осаждали 80%-ным этанолом. 
Осадок кДНК высушили на воздухе и растворили 
в 10 мкл воды, обработанной DEPC. Количество 
кДНК в каждой из финальных библиотек микро- 
РНК оценивали с использованием флуориметра 
Qubit “Invitrogen”, сША). Эквимолярные коли-
чества (2 нмоль/л) каждой библиотеки были объ-
единены и  секвенированы с  помощью системы 
высокопроизводительного секвенирования MiSeq 
System (“Illumina”, сША) с использованием набо-
ра для одноконцевого чтения 150 п. н. (“Illumina”).

В результате секвенирования были получены 
файлы формата FASTQ. Биоинформационную 
обработку данных проводили с использованием 
платформы GenXPro omiRas [19]. Это позволило 
получить данные, представленные в виде таблиц, 
которые содержали наименование микроРНК 
и нормализованное на 105 прочтений количество 
микроРНК.

Поиск генов, экспрессия которых регулирует-
ся микроРНК, проводили на платформе GenXPro 
omiRas [19]. Для дальнейшего исследования были 
отобраны микроРНК с нормализованной экспрес-
сией > 100 шт. на образец. В результате формиро-
вался список генов для каждой клеточной линии 
и экспериментальной точки, экспрессию которых 
регулируют данные микроРНК.

Поиск сигнальных путей, в  которые включе-
ны данные гены, проводили в базе данных KEGG: 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://
www.genome.jp/kegg/). Так как каждая микроРНК 
с равной вероятностью может участвовать в регу-
ляции активности каждого гена, то нормализован-
ное количество транскриптов каждой микроРНК 
делили на число генов, в регуляции которых она 
принимает участие, и получали нормализованную 
экспрессию микроРНК по каждому гену (НЭГ). 
Перечень генов, в регуляции экспрессии которых 
принимает участие каждая отдельная микроРНК, 
получали с помощью сервиса GenXPro omiRas. За-
тем суммировали полученные значения НЭГ по 
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каждому сигнальному пути и получали сумму нор-
мализованных экспрессии (сНЭ) всех микроР-
НК, которые участвуют в посттранскрипционной 
регуляции экспрессии генов, включенных в этот 
сигнальный путь (сНЭ = НЭГ1 + НЭГ2 + … НЭГi). 
суммы нормализованных экспрессий опыта (облу-
ченные клетки) и контроля (необлученные клетки) 
сравнивали и представляли в виде log2fc (двоич-
ный логарифм отношения сНЭ опыта к контро-
лю). В результате на основе полученных данных 
были построены графики. Для построения гра-
фиков были отобраны сигнальные пути, значения 
log2fc сНЭ которых были больше 0.5 или меньше 

–0.5 хотя бы в одном из экспериментов (log2fc > 0.5 
и log2fc < –0.5).

Все эксперименты и определения параметров 
были выполнены с  3-кратным повторением. Ре-
зультаты выражали как среднее значение ± стан-
дартное отклонение (М ± SD). Для оценки ста-
тистической значимости различий применяли 
t-критерий стьюдента для парных переменных. 
Различия между группами считали достоверными 
при р < 0.05.

РеЗУЛЬТАТЫ

На рис.  1 представлен график, отражающий 
долю клеток с  признаками некроза в  необлу-
ченных и  облученных клеточных линиях K562 
и HL-60. В радиорезистентной клеточной линии 
K562 в контроле процент клеток с признаками не-
кроза составляет 7.23%. После однократного ради-
ационного воздействия в дозе 4 Гр количество кле-
ток с признаками некроза возрастает и составляет 
13.56%. В радиочувствительной клеточной линии 
HL-60 отмечено большее число клеток с призна-
ками некроза по сравнению с клеточной линией 
K562. Радиационное воздействие в дозе 4 Гр при-
водит к возрастанию в несколько раз доли клеток 
HL-60 с признаками некроза, которая составила 
20.5% (в контроле – 5.23%).

секвенирование микроРНК, выделенных из 
клеточных линий К562 и  HL-60, проводили че-
рез 1, 4 и 24 ч после облучения в дозе 4 Гр и осу-
ществляли с использованием платформы MiSeq 
System (“Illumina”, сША), что позволило узнать 
качественный и  количественный состав микро- 
РНК в исследуемых образцах. В результате анализа 
полученных данных были обнаружены дифферен-
циально экспрессирующиеся микроРНК. На рис. 2 
изображена диаграмма Венна, которая показывает 
количество дифференциально экспрессирующихся 
микроРНК в двух исследуемых клеточных линиях 
по отношению к контролю (значение под названи-
ем клеточной линии) и количество одноименных 
дифференциально экспрессирующихся микро- 
РНК в линиях К562 и HL-60 (значение в пересе-
чении кругов). Через 1 ч после облучения клеток 

было выявлено 262 дифференциально экспресси-
рующихся микроРНК, характерных для двух ис-
следуемых клеточных линий (рис. 2, А). В области 
пересечения множеств дифференциально экспрес-
сирующихся микроРНК через 4 ч после того, как 
раковые клетки были подвергнуты радиационному 
воздействию, оказались 202 микроРНК (рис. 2, Б), 
а через 24 ч выявлено 182 микроРНК, характерных 
для двух клеточных линий (рис. 2, В). Таким обра-
зом, анализ динамики микроРНКома продемон-
стрировал, что больше половины всех микроРНК, 
характерных как для радиочувствительной, так 
и для радиорезистентной клеточной линии, пре-
терпевают изменение экспрессии после радиаци-
онного воздействия.

Регуляция экспрессии генов посредством ми-
кроРНК является сложным процессом, при этом 
одна микроРНК может регулировать экспрессию 
многих генов, а экспрессию одного гена может 
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Рис. 1. Доля клеток с признаками некроза в кон-
троле и после однократного воздействия в дозе 4 Гр 
в клеточных линиях K562 и HL-60.
 
* статистически значимое отличие по отношению 
к контролю, p < 0.05;
# – статистически значимые отличия по отношению 
к клеточной линии K562.

K562
334

HL-60
399262 202 187K562

260
HL-60

354
K562
248

HL-60
346

А Б В

Рис. 2. Число дифференциально экспрессирующих-
ся микроРНК в  клеточных линиях K562 и  HL-60 
(число дифференциально экспрессирующихся ми-
кроРНК по отношению к контролю указано под на-
званием клеточной линии, в пересечении окружно-
стей указано число одноименных микроРНК с изме-
нившейся экспрессией в обеих клеточных линиях): 
А – через 1 ч после облучения; Б – через 4 ч после 
облучения; В – через 24 ч после облучения.
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Рис. 3. Динамика влияния микроРНК на активность сигнальных путей через 1, 4, 24 ч после облучения кле-
точной линии K562 (А) и клеточной линии HL-60 (Б). Log2fc – двоичный логарифм отношения сНЭ сигналь-
ного пути в облученных клетках к необлученным клеткам. Код сигнального пути: 1 – Neuroactive ligand-receptor 
interaction (hsa04080); 2 – Longevity regulating pathway – multiple species (hsa04213); 3 – Ubiquitin mediated proteolysis 
(hsa04120); 4 – Pertussis (hsa05133); 5 – NF-kappa B signaling pathway (hsa04064); 6 – Regulation of actin cytoskeleton 
(hsa04810); 7 – Fanconi anemia pathway (hsa03460); 8 – Amoebiasis (hsa05146); 9 – PI3K-Akt signaling pathway (hsa04151);  
10 – Epstein-Barr virus infection (hsa05169); 11 – AMPK signaling pathway (hsa04152); 12 – Salmonella infection (hsa05132); 
13 – Shigellosis (hsa05131); 14 – Type II diabetes mellitus (hsa04930); 15 – Bacterial invasion of epithelial cells (hsa05100); 
16 – Leukocyte transendothelial migration (hsa04670); 17 – Bladder cancer (hsa05219); 18 – Toll-like receptor signaling 
pathway (hsa04620); 19 – Acute myeloid leukemia (hsa05221); 20 – NOD-like receptor signaling pathway (hsa04621);  
21 – Hepatitis C (hsa05160); 22 – HIF-1 signaling pathway (hsa04066); 23 – RIG-I-like receptor signaling pathway 
(hsa04622); 24 – ErbB signaling pathway (hsa04012); 25 – Neurotrophin signaling pathway (hsa04722); 26 – Oxytocin 
signaling pathway (hsa04921); 27 – cGMP-PKG signaling pathway (hsa04022); 28 – Rap1 signaling pathway (hsa04015); 
29 – Insulin signaling pathway (hsa04910); 30 – Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection (hsa05120);  
31 – GnRH signaling pathway (hsa04912); 32 – Phospholipase D signaling pathway (hsa04072); 33 – Choline metabolism 
in cancer (hsa05231); 34 – VEGF signaling pathway (hsa04370); 35 – Cell adhesion molecules (CAMs) (hsa04514);  
36 – Fc epsilon RI signaling pathway (hsa04664); 37 – Melanogenesis (hsa04916); 38 – Calcium signaling pathway 
(hsa04020); 39 – Renal cell carcinoma (hsa05211); 40 – Long-term depression (hsa04730).
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регулировать множество разных микроРНК. По-
этому изучение дифференциальной экспрессии 
микроРНК дает мало информации для понима-
ния механизмов радиорезистентности. Для более 
углубленного выявления причин радиорезистент-
ности мы проанализировали распределение сНЭ 
микроРНК по внутриклеточным сигнальным пу-
тям. На рис. 3 показано влияние микроРНК на 
активность того или иного сигнального пути. 
степень влияния микроРНК на сигнальные пути 
представлена в виде log2fc сНЭ (двоичный лога-
рифм отношения суммы нормализованных экс-
прессий микроРНК опыта к  контролю). Отри-
цательные значения log2fc сНЭ обозначают, что 

“давление” микроРНК на тот или иной сигналь-
ный путь повышается, т. е. активность сигналь-
ного пути должна уменьшатся, положительные 
значения – “давление” микроРНК уменьшается, 
а активность сигнального пути должна возрастать. 
Для удобства каждому сигнальному пути был 
присвоен код. Анализировали сигнальные пути, 
в которых хотя бы в одной экспериментальной 
точке log2fc сНЭ был больше или меньше 0.5. 
Анализируемые сигнальные пути были разделены 
на три группы: 1) сигнальные пути с одинаковой 
динамикой изменения, но отличающиеся по ве-
личине log2fc сНЭ; 2) сигнальные пути с проти-
воположной динамикой изменения log2fc сНЭ; 
3) сигнальные пути с частично противоположной 
динамикой изменения log2fc сНЭ.

В первую группу вошли четыре сигнальных 
пути (рис.  3, код 2, 5, 13, 15). “Давление” ми-
кроРНК на сигнальные пути Longevity regulating 
pathway – multiple species (hsa04213) (рис. 3, код 2) 
и NF-kappa B signaling pathway (hsa04064) (рис. 3, 
код 5) на протяжении всего эксперимента снижено, 
при этом в радиорезистентной клеточной линии 
К562 “давление” уменьшено в 2–3 раза по сравне-
нию с клеточной линией HL-60. В сигнальных пу-
тях Shigellosis (hsa05131) (рис. 3, код 13) и Bacterial 
invasion of epithelial cells (hsa05100) (рис. 3, код 15) 
наблюдается противоположная картина. А именно, 

“давление” микроРНК на эти сигнальные пути уве-
личено, причем в клеточной линии К562 имеется 
разница в значениях log2fc в 2–3 раза в отличие от 
радиочувствительной клеточной линии HL-60.

Ко второй группе отнесли 12 сигнальных путей 
(рис. 3, код 4, 6, 9, 18, 19–23, 26, 27, 35). сигнальные 
пути Pertussis (hsa05133) (рис. 3, код 4), Regulation of 
actin cytoskeleton (hsa04810) (рис. 3, код 6) и PI3K-
Akt signaling pathway (hsa04151) (рис. 3, код 9) в кле-
точной линии HL-60 имеют положительные значе-
ния log2fc, что означает снижение “давления” ми-
коРНК на сигнальные пути в результате облучения 
(по сравнению с контролем); в клеточной линии 
К562 “давление” микроРНК на данные сигналь-
ные пути увеличено. В остальных сигнальных пу-
тях (рис. 3, код 18, 19–23, 26, 27, 35), включенных 

в эту группу, отмечено увеличение “давления” ми-
кроРНК в клеточной линии HL-60 и уменьшение 

“давления” микроРНК в клеточной линии К562. 
Наибольшее отличие в значениях log2fc между дву-
мя исследуемыми клеточными линиями наблюда-
ется в  сигнальном пути Cell adhesion molecules 
(CAMs) (hsa04514) (рис. 3, код 35). Наиболее за-
метные различия отмечаются через 4 ч после об-
лучения: в клеточной линии HL-60 log2fc =  –0.39, 
в клеточной линии К562 log2fc = 0.78.

В третью группу, с частично противоположной 
динамикой изменения давления микроРНК, вошли 
24 сигнальных пути (рис. 3, код 1, 3, 7, 8, 10–12, 14, 16, 
17, 24, 25, 28–34, 36–40). Наиболее значительные от-
личия в динамике изменения “давления” микроРНК 
наблюдаются в 15 сигнальных путях. В сигнальных 
путях Amoebiasis (hsa05146) (рис. 3, код 8) и Type II 
diabetes mellitus (hsa04930) (рис. 3, код 14) значения 
log2fc составляют –1.68 и –1.52 соответственно в кле-
точной линии К562 через 4 ч после облучения, в кле-
точной линии HL-60 эти значения являются незначи-
тельными. В 13 сигнальных путях (рис. 3, код 28–40) 
имеются достаточно заметные отличия в “давлении” 
микроРНК через 24 часа после облучения клеточ-
ных культур. В клеточной линии HL-60 через 24 ч 
после облучения “давление” микроРНК резко уве-
личено и имеет значения от –0.38 до –0.9, а в кле-
точной линии K562 рассматриваемый показатель не 
является существенным, но уменьшен по сравнению 
с контролем.

ОБсУЖДеНИе

Различные сигнальные пути играют огромную 
роль в возникновении метастазов, химио- и радио-
резистентности через изменение экспрессии генов 
или возникновение мутаций, делеций и полного 
подавления экспрессии некоторых генов. Выявле-
ние сигнальных путей, которые могут стать при-
чиной радиорезистентности раковых клеток, име-
ет важное значение для выбора соответствующих 
методов лечения пациентов и разработки новых 
средств для повышения радиочувствительности 
злокачественных опухолей.

Для данного исследования были отобраны две 
клеточные линии лейкемии, которые имеют раз-
ную чувствительность к  радиационному воздей-
ствию. Клеточная линия К562 является менее ра-
диочувствительной, клеточная линия HL-60 об-
ладает умеренной радиочувствительностью, что 
видно из экспериментов по определению выжива-
емости раковых клеток линий К562 и HL-60 после 
однократного облучения в дозе 4 Гр (рис. 1).

Изучение динамики микроРНКома выявило, 
что радиационное воздействие вызывает суще-
ственное изменение экспрессии микроРНК и, сле-
довательно, оказывает существенное влияние на 
посттранскрипционную регуляцию экспрессии 
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генов. По данным наших экспериментов, более 
половины всех микроРНК в клетках К562 и HL-60 
изменяют свою экспрессию после радиационного 
воздействия в дозе 4 Гр (рис. 2).

Анализ “давления” микроРНК на сигнальные 
пути показал, что все рассмотренные сигнальные 
пути можно разделить на три группы. В первую груп-
пу вошли сигнальные пути с одинаковой динамикой 
изменения log2fc сНЭ, но отличающиеся по вели-
чине log2fc сНЭ (рис. 3, код 2, 5, 13, 15). Наиболее 
интересным в этой группе, с нашей точки зрения, 
являются различия в “давлении” микроРНК на сиг-
нальный путь NF-kappa B signaling pathway (hsa04064) 
(рис. 3, код 5). NF-kappa B – транскрипционный 
фактор, который играет ключевую роль в устойчи-
вости опухолевых клеток к радио- и химиотерапии, 
а также принимает участие в регуляции воспаления 
и дифференцировки клеток [20–23]. Было показа-
но, что облучение индуцирует активность фактора 
NF-kappa B, но при блокировании активации дан-
ного сигнального пути увеличивается апоптическая 
реакция и снижаются рост и выживаемость раковых 
клеток [24]. “Давление” микроРНК на сигнальный 
путь NF-kappa B signaling pathway (рис. 3, код 25) в ра-
диорезистентной клеточной линии снижено на всем 
протяжении эксперимента, а в радиочувствительной 
клеточной линии имеет значения близкие к контро-
лю, что согласуется с ранее проведенными исследова-
ниями [20–24]. Другой сигнальный путь, на который 

“давление” микроРНК в радиорезистентной клеточ-
ной линии К562 снижено, по сравнению с линией 
HL-60 – это Longevity regulating pathway – multiple 
species (рис. 3, код 2). Этот сигнальный путь отвеча-
ет за продолжительность жизни клеток и описан для 
вида C. Elegans. В его состав входят 70 генов, часть 
из которых относятся к другим сигнальным путям, 
таким как Insulin signaling, mTOR, HIF-1, Autophagy, 
PI3K-Akt [25]. В нашей работе мы впервые отмеча-
ем, что снижение “давления” микроРНК на этот сиг-
нальный путь ассоциируется с радиорезистентностью 
раковых клеток.

Во вторую группу сигнальных путей с противопо-
ложной динамикой изменения log2fc сНЭ включено 
12 сигнальных путей (рис. 3, код 4, 6, 9, 18, 19–23, 26, 
27, 35). Наиболее сильные различия между радио-
резистентной линией К562 и радиочувствительной 
линией HL-60 мы наблюдали в давлении микроРНК 
на сигнальный путь Cell adhesion molecules pathway 
(рис. 3, код 35). В клеточной линии К562 радиаци-
онное воздействие индуцирует снижение количества 
микроРНК, регулирующих экспрессию генов этого 
сигнального пути по сравнению с контролем, тогда 
как в клеточной линии HL-60 количество микро- 
РНК немного увеличивается. Этот сигнальный путь 
объединяет около 140 белков и отвечает за широкий 
спектр биологических процессов, в частности за го-
меостаз, иммунный ответ, воспаление и апоптоз. Ра-
нее было продемонстрировано, что эндотелиальные 

клетки с низким количеством молекул адгезии демон-
стрируют низкую активность Cell adhesion molecules 
pathway и более подвержены ненормальной проли-
ферации и апоптозу [26]. При исследовании причин 
радиорезистентности рака предстательной железы 
было продемонстрировано, что подавление актив-
ности Cell adhesion molecules pathway увеличивает 
химио- и радиорезистентность раковых клеток [27]. 
В клеточной линии К562 количество микроРНК, ре-
гулирующих экспрессию данного сигнального пути, 
снижено в сравнении с контролем и по сравнению 
с клеточной линией HL-60, что может служить одной 
из причин радиорезистентности клеток линии К562 
(рис. 3, код 35).

В третью группу, с частично противоположной 
динамикой изменения давления микроРНК, вошли 
24 сигнальных пути (рис. 3, код 1, 3, 7, 8, 10–12, 14, 16, 
17, 24, 25, 28–34, 36–40). В этой группе наиболее ин-
тересной является роль микроРНК в регуляции сиг-
нальных путей: Fanconi anemia pathway (рис. 3, код 7); 
Leukocyte transendothelial migration (рис. 3, код 16); 
VEGF signaling pathway (рис. 3, код 34); Calcium 
signaling pathway (рис. 3, код 38); Renal cell carcinoma 
(рис. 3, код 39) и Long-term depression (рис. 3, код 40). 
сигнальный путь Leukocyte transendothelial migration 
является частью сигнального пути Cell adhesion 
molecules pathway. В наших экспериментах эти два 
сигнальных пути ведут себя практически идентично 
(рис. 3, код 16, код 35). Передача сигналов по сиг-
нальному пути VEGF в опухолевых клетках заметно 
влияет на функцию опухоли, что не зависит от VEGF- 
опосредованного ангиогенеза и проницаемости со-
судов. Эта передача сигналов способствует онкогене-
зу, в том числе инициации опухоли, и поддерживает 
самообновление клеток [28, 29]. Было показано, что 
ингибирование сигнального пути VEGF способствует 
прекращению роста опухоли, а радиационное воз-
действие вызывает гибель опухолевых клеток. Это 
говорит о том, что данный сигнальный путь участву-
ет в возникновении и поддержании радиорезистент-
ности раковых клеток [30]. В радиочувствительной 
клеточной линии HL-60 через 4 ч после облучения 

“давление” микроРНК на сигнальный путь VEGF 
снижено, а через 24 ч резко увеличено. В радиоре-
зистентной клеточной линии К562 “давление” ми-
кроРНК на исследуемый сигнальный путь изменя-
ется незначительно. Анемия Фанкони является ау-
тосомно-рецессивным синдромом, который связан 
с мутацией в одном или нескольких генах, приводя-
щей к геномной нестабильности и предрасположен-
ности к развитию рака [31]. сигнальный путь Fanconi 
anemia pathway играет роль в ответе на окислитель-
ный стресс и обеспечивает антиоксидантную защи-
ту, что приводит к радиорезистентности клеток. При 
ингибировании Fanconi anemia pathway в опухолевых 
клетках их радиочувствительность повышается [31, 
32]. В нашем исследовании “давление” микроРНК 
на сигнальный путь Fanconi anemia pathway (рис. 3, 
код 7) в радиорезистентной клеточной линии К562 
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через 1 чпосле облучения снижено, а через 24 ч “дав-
ление” микроРНК снижается в 2 раза по сравнению 
со значением log2fc через 1 ч после облучения. В ра-
диочувствительной клеточной линии HL-60 через  
4 ч после облучения “давление” микроРНК снижено, 
а через 24 ч после облучения “давление” микроРНК 
чуть больше по сравнению с контролем.

ЗАКЛЮЧеНИе

В результате анализа динамики микроРНКома 
радиочувствительной и радиорезистентной рако-
вых клеточных линий после радиационного воз-
действия было выявлено, что более половины всех 
микроРНК в клетках К562 и HL-60 изменяет свою 
экспрессию. Биоинформационная оценка влияния 
микроРНК на активность сигнальных путей про-
демонстрировала потенциальные различия между 
радиочувствительной и радиорезистентной клеточ-
ными линиями HL-60 и К562 в посттранскрипци-
онной регуляции экспрессии генов, входящих в со-
став 40 сигнальных путей.

Таким образом, наше исследование продемон-
стрировало, что радиорезистентность является 
комплексным явлением и связана не только с из-
менением экспрессии генов и мутациями, но также 
и с изменениями в посттранскрипционной регуля-
ции экспрессии генов на уровне микроРНКома.
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Our research goal is studying the microRNAome dynamics of the radiosensitive and radioresistant cancer 
cell lines after radiation exposure and evaluation of the microRNA influence on the signaling pathway 
activity. We used a radioresistant leukemia cell line (K562) and radiosensitive leukemia cell line (HL-60) in 
the experiment. The cells were irradiated once with X-radiation of 4 Gy. The cell survival and microRNA 
spectrum were evaluated 1, 4 and 24 hours after irradiation. MicroRNA spectrum evaluation was conducted 
with MiSeq System (Illumina, USA) sequencing. Bioinformatics analysis of the received data was carried 
out with the GenXpro service and the KEGG database. MicroRNAome dynamics analysis has revealed that 
more than half of the microRNAs in K562 and HL-60 cells change their expression after X-rays irradiation of 
4 Gy. Bioinformatics estimation of microRNA influence on signaling pathways activity between radiosensitive 
and radioresistant cell lines HL-60 and K562 has shown potential differences in the post-transcriptional 
regulation of the expression of genes, which have been reported to be part of 40 signaling pathways. Our study 
shows that radioresistance is a complex phenomenon, which is due not only to gene expression changes and 
mutations but also to post-transcriptional gene expression regulation at the microRNA level.
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