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Цель исследования — оценка экспрессии микро-РНК в радиорезистентных и радиочувствительных раковых клеточных лини-
ях после радиационного облучения и изучение ее влияния на активность сигнальных путей.

Материалы и методы. В работе использовались радиорезистентная клеточная линия К562 и радиочувствительные клеточные 
линии HL-60 и Raji. Оценивали выживаемость клеток после облучения гамма-излучением 4 Гр. Изучали состав микро-РНК через 
1, 4 и 24 ч после облучения c использованием метода параллельного массового секвенирования. Биоинформационную обработку 
полученных данных выполняли с использованием сервиса GenXPro и базы данных PANTHER.

Результаты. После однократного облучения клеток в дозе 4 Гр количество клеток с признаками некроза в радиочувствитель-
ных клеточных линиях увеличивается в несколько раз по сравнению с контролем. Микро-РНК hsa-miR-590-3p была найдена во всех 
исследуемых клеточных линиях на всех этапах эксперимента. Наиболее значительные отличия между радиорезистентной и радио-
чувствительными клеточными линиями наблюдаются в динамике влияния микро-РНК на сигнальные пути Integrin signaling pathway 
и General transcription by RNA polymerase I.

Заключение. Динамика и величина экспрессии микро-РНК hsa-miR-590-3p коррелируют с радиочувствительностью раковых 
клеток. Влияние ее на сигнальные пути радиорезистентных и радиочувствительных клеточных линий не одинаково: в радиорези-
стентной клеточной линии К562 ослаблено ингибирующее действие микро-РНК на Integrin signaling pathway и усилено — на General 
transcription by RNA polymerase I.
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The aim of the investigation was to study microRNA expression and its influence on signaling pathways activity in radioresistant and 
radiosensitive cell lines exposed to radiation.

Materials and Methods. Radioresistant K562 cell line and radiosensitive HL-60 and Raji cell lines were used in the study. Cell survival 
was estimated after exposure to 4 Gy gamma radiation. MicroRNA composition was studied 1, 4 and 24 h after radiation exposure using 
massively parallel sequencing method. Bioinformatics analysis was performed using GenXpro and PANTHER database.

Results. After single 4 Gy radiation exposure, the number of cells with the signs of necrosis increased several times in radiosensitive 
cell lines as compared to control samples. MicroRNA hsa-miR-590-3p was found in each studied cell line at every stage of the experiment. 
The most significant differences between radioresistant and radiosensitive cell lines were observed in dynamics of microRNA influence on 
Integrin signaling pathway and General transcription by RNA polymerase I pathway.

Conclusion. MicroRNA hsa-miR-590-3p dynamics and expression level were found to correlate with cancer cell radiosensitivity. Its 
influence on radioresistant and radiosensitive cell lines was different: in radioresistant K562 cell line, the inhibitory effect of microRNA on 
Integrin signaling pathway was reduced and this effect on General transcription by RNA polymerase I pathway was increased.

Key words: microRNA; hsa-miR-590-3p; gene expression; cancer cell radiosensitivity; gamma radiation; Integrin signaling pathway; 
General transcription by RNA polymerase I.

Радиорезистентность злокачественных опухолей 
является серьезной проблемой радиотерапии и слу-
жит основным препятствием для достижения макси-
мальной эффективности лучевой терапии при лече-
нии рака.

Радиорезистентность раковых клеток — это свой-
ство, в основе которого лежит ряд генетических му-
таций и нарушений нормальной экспрессии генов, 
что в свою очередь изменяет чувствительность 
раковых клеток к радиотерапии. Нарушения в экс-
прессии генов приводят к нарушениям в метаболиз-
ме клетки и изменениям регуляции клеточных про-
цессов, в частности связанных с программируемой 
клеточной смертью. Феномен радиорезистентности 
формируется на надмолекулярном уровне и связан 
со способностью раковых клеток абортировать за-
пуск механизмов программируемой клеточной смер-
ти, индуцированных радиационным излучением [1, 
2]. Механизмы программируемой клеточной смер-
ти — апоптоз и автофагия — в нормальных клетках 
запускаются при невозможности репарации клеточ-
ных повреждений, в основном повреждений ДНК. 
Индукция программируемой клеточной смерти при 
стрессовых воздействиях не только связана со сте-
пенью повреждения ДНК, но и включает большое ко-
личество других сигнальных механизмов, а также за-
висит от их взаимодействия [3, 4]. Функционирование 
сигнальных и метаболических механизмов связано с 

регуляцией экспрессии генов на транскрипционном и 
посттранскрипционном уровнях.

Основным механизмом регуляции экспрессии ге-
нов на посттранскрипционном уровне является ре-
гуляция деградации матричной РНК (мРНК) посред-
ством микро-РНК. Микро-РНК представляют собой 
небольшие (20–25 пар нуклеотидов) некодирующие 
РНК, влияющие на транскрипционную и посттран-
скрипционную регуляцию генов через подавление 
экспрессии [5, 6]. В геноме человека обнаружены 
более тысячи микро-РНК, каждая из которых потен-
циально может регулировать сотни мРНК, поэтому 
они играют определяющую роль во многих клеточ-
ных процессах, в том числе радиочувствительности 
и радиорезистентности клеток. Установлено [7], что 
микро-РНК регулируют экспрессию около 60% всех 
генов, кодирующих белок.

Исследования последних лет показали, что ми-
кро-РНК играют большую роль в патогенезе рака [8, 
9]. Экспрессия их меняется под действием ионизиру-
ющего облучения, что может означать их участие в 
клеточном ответе на ионизирующее облучение [10]. 
Проведенные исследования [11–14] продемонстри-
ровали связь некоторых микро-РНК с радиорези-
стентностью раковых клеток, что позволило выявить 
несколько десятков микро-РНК, дифференциально 
экспрессирующихся в радиорезистентных и радио-
чувствительных клеточных линиях. Однако не обнару-
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жено таких микро-РНК, которые были бы характерны 
для всех радиорезистентных клеточных линий. Это 
связано с тем, что регуляция экспрессии генов по-
средством микро-РНК является сложным процессом, 
при котором одна микро-РНК может регулировать экс-
прессию многих генов, а экспрессию одного гена могут 
регулировать много разных микро-РНК. В этом случае 
более перспективным подходом в исследовании роли 
микро-РНК является изучение их влияния на сигналь-
ные пути.

Цель исследования — оценка экспрессии микро-
РНК в радиорезистентных и радиочувствительных ра-
ковых клеточных линиях после радиационного облуче-
ния и изучение ее влияния на активность сигнальных 
путей.

Материалы и методы. Эксперимент проводили на 
клеточных линиях HL-60 — промиелоцитарный лейкоз 
человека, К562 — радиорезистентная суспензионная 
линия хронической миелоидной лейкемии человека, 
Raji — линия лимфобластоидных клеток человека.

Клетки культивировали при температуре 37°С, в 
атмосфере 5% СО2 и при 98% влажности с исполь-
зованием среды RPMI-1640, которая содержала 
L-глутамин с добавлением 10% эмбриональной бычь-
ей сыворотки и 50 мкг/мл гентамицина.

Облучение клеточных линий проводили гамма-из-
лучением во время логарифмической фазы роста на 
линейном ускорителе Elekta Synergy (Elekta, Швеция) 
в дозе 4 Гр (энергия фотонов 10 мэВ). Длительность 
облучения составляла 55 с при температуре 21–22°С. 
Поле облучения — 16×20 мм. Клетки находились в 
6-луночных планшетах в количестве 5·105/мл среды, 
объем среды с клетками в каждой лунке составлял 
2,5 мл.

Контрольные группы клеток не подвергались каким-
либо воздействиям.

Выживаемость оценивали путем окраски клеток 
смесью флюоресцентных красителей акридинового 
оранжевого и пропидиум иодида. Окрашенные клет-
ки анализировали на флюоресцентном микроскопе. 
Клетки с признаками некроза были окрашены в оран-
жевый цвет, живые клетки — в зеленый [15].

Общую РНК, обогащенную микро-РНК, выделя-
ли из клеток с использованием набора Absolutely 
RNA miRNA Kit (Agilent Technologies, США) через 1, 4 
и 24 ч после облучения. Качество выделенной РНК 
проверяли по соотношению 18S/28S РНК с исполь-
зованием прибора для капиллярного электрофореза 
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, США). 
Для дальнейшей работы отбирали образцы с показа-
телем целостности RIN>8,0. Получение библиотеки 
комплементарной ДНК (кДНК) микро-РНК, легирова-
ние с адаптерами и бар-кодирование проводили с ис-
пользованием набора NEBNext Small RNA Library Prep 
Set (NEB, Великобритания). Очистку библиотек кДНК 
микро-РНК выполняли с помощью электрофореза с 
6% полиакриламидным гелем. Фрагменты кДНК меж-
ду 145 и 160 п. н., соответствующие микро-РНК, вы-

резали из геля, затем элюировали и осаждали 80% 
этанолом. Осадок кДНК высушивали на воздухе и ре-
суспендировали в 10 мкл воды, обработанной диэтил-
пирокарбонатом (DEPC). Количество кДНК в каждой 
из финальных библиотек микро-РНК оценивали с ис-
пользованием флюорометра Qubit (Invitrogen, США). 
Эквимолярные количества (2 нмоль) каждой библио-
теки были объединены и секвенированы с помощью 
системы Illumina MiSeq (Illumina, США) с использова-
нием набора для одноконцевого чтения 150 п. н.

В результате секвенирования были получены фай-
лы формата FASTQ по каждой клеточной линии. Их 
биоинформационную обработку проводили на плат-
форме GenXPro omiRas (Германия) [16], в результате 
чего получены данные в виде таблиц, содержащих 
нормализованное на 105 прочтений количество микро-
РНК наименования.

Поиск генов, экспрессия которых регулирует-
ся микро-РНК, также проводили с использованием 
плат формы GenXPro omiRas (Германия) [16]. Для 
дальнейший работы были отобраны микро-РНК с нор-
мализованной экспрессией (>100 штук на образец). 
В результате формировался список генов для каждой 
клеточной линии и экспериментальной точки, экспрес-
сию которых регулируют микро-РНК.

Поиск сигнальных путей, в которые включены дан-
ные гены, проводили в базе данных PANTHER (США) 
(http://www.pantherdb.org/). Так как каждая микро-РНК 
с равной вероятностью участвует в каждом сигналь-
ном пути, то нормализованное количество транскрип-
тов каждой микро-РНК делили на количество сигналь-
ных путей. Затем суммировали полученные значения 
по нормализованной экспрессии микро-РНК каждого 
сигнального пути и получали сумму нормализованных 
экспрессий (СНЭ) всех микро-РНК, которые участву-
ют в посттранскрипционной регуляции экспрессии 
генов, включенных в этот сигнальный путь. Суммы 
нормализованных экспрессий опыта и контроля срав-
нивали и представляли в виде log2 FC (двоичный ло-
гарифм отношения СНЭ опыта к контролю). На осно-
ве полученных данных были построены графики. Для 
их построения брали те сигнальные пути, значения 
log2 FC СНЭ которых были больше 0,5 или меньше 
–0,5 хотя бы в одном из экспериментов (log2 FC>0,5 и 
log2 FC<–0,5).

Результаты. На рис. 1 для всех трех клеточных ли-
ний K562, HL-60, Raji представлено количество клеток 
с признаками некроза в контроле и после воздейст-
вия ионизирующего излучения в дозе 4 Гр. В клеточ-
ной линии K562 в контроле число клеток с признаками 
некроза составляет 7,23%, после однократного облу-
чения в дозе 4 Гр — возрастает до 13,56%. В радио-
чувствительной клеточной линии HL-60 количество 
клеток с признаками некроза после облучения в дозе 
4 Гр увеличивается в несколько раз по отношению к 
контролю и составляет 20,5% вместо 5,23%. В клеточ-
ной линии Raji доля клеток с признаками некроза по-
сле облучения составляет 31,56%.
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нов посредством микро-РНК обладает рядом особен-
ностей, основной из которых является способность 
регулировать экспрессию многих генов одной микро-
РНК и экспрессию одного гена множеством микро-
РНК. Поэтому изучение только дифференциальной 
экспрессии микро-РНК является недостаточным для 
понимания различий радиорезистентных и радиочув-
ствительных клеточных линий. Для более глубокого 
выявления причин радиорезистентности раковых кле-
ток и роли микро-РНК в этом процессе нами был вы-
полнен биоинформационный анализ взаимодействия 
микро-РНК внутриклеточных сигнальных и метаболи-
ческих путей (рис. 3). Графики отражают «давление» 
микро-РНК на функционирование того или иного сиг-
нального пути. Величина давления представлена в 
виде log2 FC СНЭ. Отрицательные значения log2 FC 
СНЭ означают, что давление микро-РНК на сигналь-
ный путь возрастает, положительные значения — что 
давление падает.

Из рис. 3 видно, что для клеточной линии К562 ха-
рактерна нестабильность динамики влияния микро-
РНК на активность сигнальных путей. Эта нестабиль-
ность проявляется в колебании от отрицательных до 
положительных значений log2 FC (рис. 3, б). В клеточ-
ной линии К562 11 сигнальных путей подвержены та-
ким колебаниям, в клеточной линии Raji — 3 (рис. 3, 
в), а в клеточной линии HL-60 не обнаружено ни од-
ного такого сигнального пути (рис. 3, а). Наиболее 
значительные отличия между радиорезистентной кле-
точной линией К562 и радиочувствительными клеточ-
ными линиями HL-60 и Raji наблюдаются в динамике 
давления микро-РНК на сигнальные пути Integrin sig-
naling pathway (рис. 3, код 20) и General transcription 
by RNA polymerase I (рис. 3, код 15). Давление микро-
РНК на сигнальный путь General transcription by RNA 
polymerase I в клеточной линии К562 в ходе экспери-
мента постепенно ослабевает и достигает значения 
log2 FC=0,9 через 24 ч после облучения (см. рис. 3, 
б). В клеточных линиях HL-60 и Raji давление микро-
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Рис. 1. Доля клеток с признаками некроза в контроле 
и после воздействия 4 Гр в клеточных линиях K562, 
HL-60, Raji
* — статистически значимое различие значений с контро-
лем; # — с клеточной линией K562; p<0,05
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Рис. 2. Количество дифференциально-экспрессирующихся микро-РНК в клеточных линиях K562, HL-60, Raji: 
а — через 1 ч после облучения; б — через 4 ч после облучения; в — через 24 ч после облучения

В результате секвенирования микро-РНК и после-
дующего анализа были выявлены дифференциаль-
но-экспрессирующиеся микро-РНК в каждой из линий 
через 1, 4 и 24 ч после облучения рентгеновским из-
лучением в дозе 4 Гр. Диаграмма Венна (рис. 2) де-
монстрирует пересечение множеств микро-РНК всех 
клеточных линий. Через 1 ч после облучения было 
найдено 4 дифференциально-экспрессирующихся ми-
кро-РНК, характерных для всех трех исследуемых ли-
ний, — hsa-miR-5701, hsa-miR-590-3p, hsa-miR-5010-
3p, hsa-miR-3607-5p (рис. 2, а). Через 4 ч в области 
пересечения множеств дифференциально-экспресси-
рующихся микро-РНК оказались только hsa-miR-590-
3p, hsa-miR-5010-3p, hsa-miR-3607-5p, а через 24 ч — 
только одна микро-РНК hsa-miR-590-3p (рис. 2, б, в).

Посттранскрипционная регуляция экспрессии ге-
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Рис. 3. Динамика влияния микро-РНК на активность сигнальных путей через 1, 4, 24 ч после облучения клеточной 
линии HL-60 (а); клеточной линии K562 (б); клеточной линии Raji (в): 
log2 FC — двоичный логарифм; код сигнального пути: 1 — Adrenaline and noradrenaline biosynthesis; 2 — Angiotensin II-
stimulated signaling through G proteins and beta-arrestin; 3 — Axon guidance mediated by netrin; 4 — Axon guidance mediated 
by semaphorins; 5 — Axon guidance mediated by Slit/Robo; 6 — B cell activation; 7 — Blood coagulation; 8 — Cadherin signaling 
pathway; 9 — de novo purine biosynthesis; 10 — de novo pyrimidine ribonucleotides; 11 — Endogenous cannabinoid signaling; 
12 — Endothelin signaling pathway; 13 — Enkephalin release; 14 — GABA-B receptor II signaling; 15 — General transcription 
by RNA polymerase I; 16 — General transcription regulation; 17 — Hedgehog signaling pathway; 18 — Heterotrimeric G-protein 
signaling pathway-Gi alpha and Gs alpha mediated pathway; 19 — Heterotrimeric G-protein signaling pathway-rod outer segment 
phototransduction; 20 — Integrin signaling pathways; 21 — N-acetylglucosamine metabolism; 22 — Nicotine pharmacodynamics 
pathway; 23 — Nicotinic acetylcholine receptor signaling pathway; 24 — O-antigen biosynthesis; 25 — Pyridoxal-5-phosphate 
biosynthesis; 26 — Ras pathway; 27 — Salvage pyrimidine ribonucleotides; 28 — Serine/glycine biosynthesis; 29 — Sulfate 
assimilation; 30 — Synaptic vesicle trafficking; 31 — T cell activation; 32 — Transcription regulation by bZIP transcription factor; 
33 — Tryptophan biosynthesis; 34 — Ubiquitin proteasome pathway; 35 — VEGF signaling pathway; 36 — Vitamin B6 metabolism
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РНК на этот сигнальный путь постепенно увеличива-
ется и достигает значений log2 FC=–0,4 … –0,5 через 
24 ч после облучения. Давление микро-РНК на Integrin 
signaling pathway в клеточной линии К562 через 1 ч 
после облучения снижается (log2 FC=0,51), через 4 ч 
возвращается к контрольным значениям, а через 24 ч 
опять снижается и достигает значения log2 FC=1,01 
(рис. 3, б). В клеточных линиях HL-60 и Raji давление 
на этот сигнальный путь увеличено практически на 
всем протяжении эксперимента и колеблется в районе 
log2 FC=–0,5 (см. рис. 3, а, в).

обсуждение. Для эксперимента были выбраны три 
раковые клеточные линии, отличающиеся радиочув-
ствительностью к гамма-излучению. Самую низкую 
радиочувствительность демонстрирует клеточная ли-
ния К562 — суспензионной хронической миелоидной 
лейкемии человека, средней радиочувствительностью 
обладает линия промиелоцитарного лейкоза челове-
ка HL-60 и самой высокой — линия лимфобластоид-
ных клеток человека Raji. Смертность клеток линии 
Raji после однократного облучения гамма-излучением 
дозой 4 Гр в 2 раза больше, чем смертность клеток 
линии K562 по сравнению с контролем (31,56 против 
13,56% соответственно), а смертность клеток линии 
HL-60 выше, чем линии К562, на 35% (см. рис. 1). 
Таким образом, использованные клеточные линии 
имели сходное происхождение и различную радиочув-
ствительность.

Анализ микро-РНК показал, что микро-РНК hsa-
miR-590-3p дифференциально экспрессируется во 
всех трех клеточных линиях (см. рис. 2), причем в ли-
нии К562 значительно слабее, чем в линиях HL-60 и 
Raji (4–16 случаев на 105 прочтений в К562 против 30–
69 случаев на 105 прочтений в HL-60 и Raji). Микро-
РНК hsa-miR-590-3p ингибирует митохондриальную 
дисфункцию и оксидативный стресс в обработанных 
клетках 1-метил-4-фенил-пиридином линий MES23.5 и 
SH-SY5Y [17]. Показано, что данная микро-РНК тесно 
связана со многими нейродегенеративными расстрой-
ствами, в том числе играет важную роль при болезни 
Паркинсона [18–20]. Кроме того, ген JMJD1C иденти-
фицирован в качестве целевого гена hsa-miR-590-3p 
в организме человека. Подавление экспрессии через 
hsa-miR-590-3p или нокдаун гена JMJD1C увеличива-
ют экспрессию генов PGC-1-alpha, СРН-1 и TFAM, ко-
торые являются ключевыми генами, регулирующими 
митохондриальную функцию [17]. Ген JMJD1C также 
играет важную роль в клеточном ответе на поврежде-
ние ДНК и необходим для выживания клеток острой 
миелоидной лейкемии [21, 22]. Радиационное облу-
чение индуцирует увеличение количества hsa-miR-
590-3p во всех клеточных линиях, однако в клеточной 
линии К562 количество такой микро-РНК все равно 
остается в 2–3 раза меньше, чем в клеточных лини-
ях HL-60 и Raji. Таким образом, динамика и величина 
экспрессии hsa-miR-590-3p коррелируют с радиочув-
ствительностью раковых клеток.

Анализ СНЭ всех микро-РНК, которые участвуют 

в посттранскрипционной регуляции экспрессии ге-
нов, включенных в отдельные сигнальные пути, по-
зволил выявить различия в давлении микро-РНК на 
сигнальные пути. В ходе биоинформационного ана-
лиза установлены значительные отличия в динамике 
изменения давления микро-РНК на пути Integrin sig-
naling pathway (см. рис. 3, код 20) и General transcrip-
tion by RNA polymerase I (см. рис. 3, код 15) между 
радиорезистентной клеточной линией К562 и радио-
чувствительными клеточными линиями HL-60 и Raji. 
Передача сигналов через Integrin signaling pathway 
тесно связана с развитием, прогрессированием и те-
рапией раковых опухолей [23]. В ряде работ проде-
монстрирована также взаимосвязь ряда ключевых 
компонентов Integrin signaling pathway с радиочувстви-
тельностью раковых клеток. Так, активация этого пути 
через адгезию бета-1-интегрина с внеклеточным мат-
риксом способствует увеличению устойчивости к раз-
витию радиационно-индуцированного повреждения 
генома [24]. Ингибирование передачи сигнала через 
бета-1-интегрин с использованием антител, наоборот, 
увеличивает чувствительность раковых клеток к иони-
зирующей радиации [25]. Наше исследование влияния 
микро-РНК на сигнальные пути продемонстрировало, 
что в радиорезистентной клеточной линии К562 инги-
бирование Integrin signaling pathway после радиаци-
онного воздействия ослабевает (см. рис. 3, б, код 15). 
В клеточных линиях HL-60 и Raji, которые отличают-
ся большей радиочувствительностью, ингибирование 
Integrin signaling pathway присутствует (см. рис. 3, а, 
в, код пути 15). Таким образом, анализ влияния ми-
кро-РНК на сигнальные пути радиорезистентных и 
радиочувствительных клеточных линий показал, что 
в радиорезистентной клеточной линии ослаблено ин-
гибирующее действие микро-РНК на Integrin signaling 
pathway.

Второй сигнальный путь, найденный нами в резуль-
тате проделанной работы, на который по-разному вли-
яют микро-РНК в радиорезистентных и радиочувстви-
тельных клеточных линиях, это — General transcription 
by RNA polymerase I. РНК-полимераза I в эукариотиче-
ских клетках ответственна за синтез рибосомальных 
РНК (кроме 5S рРНК). Регуляция синтеза рибосомаль-
ных РНК связана с синтезом белка. Ингибирование 
РНК-полимеразы I приводит к активации р53-зави-
симого апоптоза [26]. В наших экспериментах мы ис-
пользовали радиорезистентную клеточную линию 
К562 с нокаутированным геном ТР53. Запуск р53-ин-
дуцированного апоптоза в этой клеточной линии не-
возможен. Генотип клеточной линии К562 позволяет, 
чтобы этот сигнальный путь находился под сильным 
давлением микро-РНК без негативных последствий 
для клетки по сравнению с более радиочувствитель-
ными клеточными линиями HL-60 и Raji, у которых 
есть ген ТР53. Отсутствие гена ТР53 в клеточной ли-
нии К562 позволяет этой линии более эффективно, по 
нашему мнению, перераспределять энергию в пользу 
репарационных процессов.
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Заключение. Радиорезистентные и радиочувстви-
тельные клеточные линии имеют отличие в регуляции 
сигнальных путей посредством микро-РНК. Динамика 
и величина экспрессии микро-РНК hsa-miR-590-3p 
коррелируют с радиочувствительностью раковых кле-
ток. Анализ влияния микро-РНК на сигнальные пути 
радиорезистентных и радиочувствительных клеточ-
ных линий показал, что в радиорезистентной клеточ-
ной линии К562 ослаблено ингибирующее действие 
микро-РНК на сигнальные пути Integrin signaling path-
way и усилено — на General transcription by RNA poly-
merase I.
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