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Реферат

Цель: Результаты лучевой терапии, продолжительность и качество жизни онкологических паци-
ентов существенно зависят от радиочувствительности (РЧ) раковой опухоли, и длительность без-
рецидивного периода у пациентов во многом определяется степенью ее радиорезистентности
(РР). Результаты исследований молекулярных механизмов радиорезистентности злокачествен-
ных образований и классификация раковых клеток по их радиофенотипу сегодня во многом спо-
собствуют совершенствованию методов  прогнозирования результатов лечения и повышению
эффективности лучевой терапии. В настоящей работе разработан метод классификации рако-
вых клеток по их радиочувствительности с  применением машинного обучения на основе анали-
за данных клоногенной выживаемости клеток при действии ионизирующего излучения.

Материал и методы: Метод заключается в кластеризации параметров уравнения линейно-квад-
ратичной (ЛК) модели, которая была использована для аппроксимации экспериментальных за-
висимостей доза–эффект. В процесс обучения статистической модели были включены опублико-
ванные экспериментальные данные 96 линий раковых клеток, для которых  определены наборы
параметров a, b и их отношение a/b, использующееся  в радиобиологи для оценки РЧ клеток.
Классификация раковых клеток по их радиочувствительности проведена на основе анализа
главных компонент в пространстве параметров (a, a/b) и методов кластеризации k-средних и
иерархической кластеризации.

Результаты: Применение разработанной статистической модели к большому набору раковых
клеток позволило с высокой надежностью разделить радиочувствительные и радиорезистент-
ные клетки на два кластера по параметрам a и a/b ЛК модели. Применение модели к раковым
клеткам с приобретенной РР, у которых РЧ была подавлена в результате действии ИИ или гипок-
сии,  позволило  проследить сдвиг параметров дочерних клеток из кластера РЧ в кластер РР кле-
ток. С целью исследования генетических механизмов радиочувствительности в работе выполнен
биоинформационный анализ распределения мутаций генов, кодирующих белки в сигнальных
путях пролиферации, апоптоза, репарации ДНК и антиоксидантной системы защиты клетки.

Заключение: Развитая в настоящей работе статистическая модель радиофенотипической клас-
сификации раковых клеток на основе их радиочувствительности может быть использована в ма-
тематических подходах к разработке оптимальных стратегий лучевой терапии, а также в со-
вместном анализе фенотипических и генотипических особенностей раковых клеток с целью вы-
яснения генетических механизмов радиочувствительности и определения биомаркеров радио-
резистентности.



Введение

В последние десятилетия повышение эф-

фективности радиотерапии (РТ) ведется путем

внедрения в клиническую практику новых пре-

цизионных установок РТ с улучшенным каче-

ством ионизирующих пучков и оптимизацией

лечебных планов, а также путем разработки

новых методов подавления радиорезистентно-

сти (РР) раковых опухолей пациентов за счет

комбинации РТ с химио-, иммуно- и таргетной

терапиями с использованием данных молеку-

лярной диагностики [1, 2]. Одно из направле-

ний молекулярной диагностики связано с раз-

работкой биомаркеров радиочувствительности

раковых опухолей на основе интегрального от-

вета раковых клеток на ионизирующее излуче-

ние (ИИ) и потерей пролиферативной активно-

сти в in vitro экспериментах по клоногенной вы-

живаемости клеток [3].

В этом подходе для определения парамет-

ров выживаемости клеток экспериментальные

данные доза–эффект аппроксимируются урав-

нением линейно-квадратичной (ЛК) модели,
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Abstract
Background: The outcome of radiation therapy, the duration and quality of life of cancer patients sig-
nificantly depend on the radiosensitivity (RS) of a cancerous tumor, and the duration of the patient’s re-
lapse-free period is largely determined by the degree of its radioresistance (RR).Today the results of mo-
lecular mechanism investigation of cancer radioresistance and the classification of cancer cells accord-
ing to their radiophenotypes mostly contribute to improving prognosis methods  of treatment outcomes
and increasing effectiveness of radiation therapy. In this work, we developed a classification method of
cancer cells according to their radiosensitivity using machine learning based on the data analysis of
clonogenic cell survival under ionizing radiation.

Material and methods: The method consists of clustering parameters of experimental dose-effect rela-
tionships, which were approximated using the equation of a linear-quadratic (LQ) model, which is used
to evaluate RS of cancer cells in radiobiology. The training of the statistical model included published
experimental dataset of 96 cancer cell lines, for which parameters a, b and their ratio a/b of the LQ
model were determined. Classification of cancer cells according to their radiosensitivity was carried out
based on principal component analysis (PCA) in the parameter space (a, a/b), k-means clustering and
hierarchical clustering methods.

Results: Application of the developed statistical model to a large dataset of cancer cells made it possible
to reliably separate radiosensitive and radioresistant (RR) cells into two clusters according to the pa-
rameters a and a/b. Application of the model to cancer cells with acquired RR, in which RS was sup-
pressed as a result of exposure to irradiation or hypoxia, allowed tracing the shift of parent cells’ pa-
rameters from the RS cluster to the RR cell cluster. To study the genetic mechanisms of radiosensitivity,
we performed bioinformatic analysis of the mutation distribution in genes encoding proteins in the cel-
lular signalling pathways of cancer cells, i.e. proliferation, apoptosis, repair of damaged DNA molecules
and antioxidant defence cellular system.

Conclusion: The developed statistical model of radiophenotypic classification of cancer cells based on
their radiosensitivity can be used in the development of radiation therapy treatment plans taking into
account radiosensitivity of patient’s tumour. The model may be also helpful in a joint analysis of the
phenotypic and genotypic characteristics of cancer cells, aiming at the elucidation of the molecular and
genetic mechanisms of radiosensitivity and development of biomarkers of radioresistance.

Key words: radiotherapy, radioresistance, ionizing radiation, clonogenic survival analysis, clustering,
machine learning
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которая широко применяется в радиобиологии
и радиотерапии [4]. ЛК модель описывает зави-
симость фракции выживших клеток от погло-
щенной дозы D (Гр) ионизирующего излучения
следующей формулой 

(1)

где a и b – параметры, характеризующие веро-
ятности разрывов и репарации молекул ДНК
при облучении. Экспоненциальный член с ли-
нейным показателем aD отражает вероятность
невосстанавливаемых (летальных) двухцепо-
чечных разрывов молекул ДНК, а член с квад-
ратичным показателем bD2 описывает веро-
ятность образования кластеров сублетальных
одноцепочечных разрывов ДНК, которые могут
быть репарированы в клетке. Отношение пара-
метров a/b используется в радиобиологии для
оценки радиочувствительности клеток и
сравнения ответов раковых и здоровых клеток
на действие ИИ. Высокое значение a/b харак-
терно для РЧ клеток, которые обладают невы-
сокой способности к репарации после облуче-
ния (лимфомы, лейкозы, недифференцирован-
ный мелкоклеточный рак легкого и др.). Низкое
значение a/b характерно для РР клеток и отра-
жает высокую способность клеток к репарации
(плоскоклеточный рак шейки матки, фибро-
саркома, рак почки, меланома, нейрогенные
опухоли и др.).

Параметры ЛК модели используются в
клинической практике для расчета изоэффек-
тивных доз и терапевтического интервала при
оптимизации планов лучевой терапии с целью
определения суммарной очаговой дозы (СОД)
D, числа фракций и разовых очаговых доз (РОД)
d для различных типов злокачественных опу-
холей [1]. Для этого были введены следующие
величины, являющиеся производными от па-
раметров ЛК модели: биологическая эффектив-
ная доза (biologically effective dose, BED)
BED=D[1+d/(a/b)], эквивалентная доза для рас-
чета изоэффективных доз при оптимизации
планов РТ: EQD2=D(d+a/b)/(2+a/b) [5], веро-

ятность контроля над опухолью (tumor control
probability, TCP) и вероятность осложнений в
нормальных тканях (normal tissue complication
probability, NTCP) [6]. Хотя ЛК модель является
феноменологической и обладает рядом недо-
статков, она оказалась весьма полезной в ра-
диобиологических исследованиях молекуляр-
ных механизмов радиочувствительности рако-
вых клеток, а также она находит широкое при-

менение при оптимизации планов РТ [7]. В ра-
боте [8] проведено дальнейшее развитие ЛК мо-
дели и ее применение к выбору оптимальных
планов лучевой терапии ранних стадий рака
молочной железы.

В настоящее время для определения РЧ
раковых опухолей и прогнозирования резуль-
татов РТ развиваются методы машинного об-
учения (МО) и искусственного интеллекта с
привлечением большого объема эксперимен-
тальных и клинических данных [9]. Целями
данных разработок являются создание стати-
стических моделей для прогнозирования тера-
певтического ответа онкопациентов на РТ и оп-
тимизация планов лечения. В настоящей рабо-
те метод МО применяется для определения ра-
диочувствительности раковых клеток на осно-
ве анализа экспериментальных данных клоно-
генной выживаемости клеток при действии
ИИ. Метод заключается в кластеризации ха-
рактеристик раковых клеток с целью выделе-
ния кластеров радиочувствительных и радио-
резистентных раковых клеток. Ранее метод
классификации раковых клеток по их радио-
чувствительности на основе данных клоноген-
ной выживаемости был развит с использовани-
ем метода анализа главных компонент  и апро-
бирован на малом наборе раковых клеток [10,
11]. В настоящей работе дано дальнейшее раз-
витие этого подхода и разработана статистиче-
ская модель, которая обучена на большом набо-
ре экспериментальных данных. В обучающий
набор модели были включены также данные по
раковым клеткам с приобретенной РР, что поз-
волило исследовать изменение РЧ в результате
пролонгированного действия ИИ и влияния ги-
поксии. Для РЧ и РР раковых клеток, учтенных
в модели, выполнен биоинформационный ана-
лиз распределения основных мутаций генов с
целью исследования генетических  механизмов
радиочувствительности и определения глав-
ных сигнальных путей, дающих вклад в фено-
тип радиорезистентных раковых клеток.

Материал и методы

Для исследования радиочувствительно-
сти раковых клеток были собраны эксперимен-
тальные данные из литературы по дозовым за-
висимостям клоногенной выживаемости 140
линий раковых клеток, относящихся к различ-
ным типам рака. В регрессионном анализе экс-
периментальных данных использовалось урав-
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нение ЛК модели (1) в его логарифмическом

представлении: ln(S)=–aD–bD2, где параметры a
и b определялись методом подгонки к экспери-

ментальным дозовым зависимостям.

Для классификации РЧ и РР клеточных

линий был использован кластерный анализ по-

лученных параметров a и b с применением ме-

тодов агломеративной иерархической класте-

ризации и кластеризации k-средних значений

(k-mean clustering analysis) [12, 13].

Учитывая высокую вариабельность

значений a и b для раковых клеток, методы кла-

стеризации были применены совместно с мето-

дом главных компонент (МГК) [12] который за-

ключается в уменьшении размерности данных

путем построения ортогональной системы

главных компонент (ГК). При этом первая ось

ГК выбирается так, чтобы дисперсия данных

вдоль нее была бы максимальной. Остальные

оси ГК также выбираются так, чтобы максими-

зировать дисперсии данных вдоль этих осей

ГК. Построение системы ГК сводится к задаче

диагонализации ковариационной матрицы

Cij=cov(Xi,Xj), где Xi (i=1, 2, 3, ..., n) – вектор значе-

ний n параметров из анализируемого набора.

Трансформация векторов Xi к главным компо-

нентам Zi состоит в нахождении проекции век-

тора Xi на оси ГК: Z=AXT, где матрица трансфор-

мации А содержит в столбцах собственные век-
торы матрицы Cij.

В данной работе МГК применен к набору
параметров ЛК модели X1=a/b и X2=a. Перед

применением МГК набор параметров был пре-
образован к нормировано-центрированным
значениям с нулевыми средними и выравнива-
нием путем деления на их дисперсию.

Статистическая модель была разработа-
на на языке Питон с применением библиотеки
машинного обучения sklearn (scikit-learn.org).

Результаты

Результаты регрессионного анализа 
экспериментальных данных доза–
эффект. Оценка параметров ЛК модели

На рис. 1 представлены результаты ап-
проксимации экспериментальных дозовых за-
висимостей выживаемости клеток S(D) уравне-
нием ЛК модели (1) в полулогарифмическом
масштабе. Полученные значения параметров
a, b и a/b для 96 линии раковых клеток, кото-
рые вошли в данное исследование, приведены в
табл. 1. Там же даны коэффициенты детерми-
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Рис. 1. Результаты аппроксимации экспериментальных дозовых зависимостей выживаемости раковых
клеток S(D) уравнением ЛК модели. Точки – экспериментальные данные, линии – расчетные кривые. Данные
приведены в полулогарифмическом масштабе
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Таблица 1

Значения параметров α (Гр-1), β (Гр-2), α/β (Гр) и коэффициента детерминации R2 (%), 
полученных при анализе экспериментальных данных по дозовым зависимостям 

клоногенной выживаемости раковых клеток
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нации R2, показывающие точность подгонки к

экспериментальным данным уравнением ЛК

модели.

Проблема использования параметров ЛК

модели в планах лучевой терапии при выборе

полных и подведенных доз связана с получени-

ем надежных значений этих параметров, в

частности, отношения a/b. На рис. 2 показаны

значения коэффициента детерминации R2 для

аппроксимации экспериментальных данных

доза–эффект уравнением ЛК модели для 140

линий раковых клеток в зависимости от макси-

мальной дозы облучения Dmax, выбранной в раз-

личных экспериментах. Как видно, аппрокси-

мация экспериментальных данных, получен-

ных с максимальной дозой Dmax ниже 6 Гр,

имела значения R2 в области 50–90 %, что пока-

зывает низкую точность аппроксимации, в то
время как аппроксимация данных, полученных
с максимальной дозой Dmax выше 6 Гр, имела

значения R2 выше 90 % со средним значением
98,5 %. В связи с этими результатами для даль-
нейшего анализа были использованы экспери-
ментальные данные, полученные с мак си маль -
ной дозой выше 6 Гр, и из экспериментальных
данных 140 линий клеток были отобраны дан-
ные линий 96 раковых клеток, для которых по-
лучена высокая точность аппроксимации дозо-
вых за ви си мос тей ЛК моделью с R2>90 %
(табл. 1).

Взаимное попарное распределение пара-
метров a и b, а также a/b и a приведено на
рис. 3а и 3б соответственно. Как видно, значе-
ния, полученных параметров находятся в ши-
роких пределах: a лежит в пределах 0,0 Гр –
2,2 Гр-1 со средним значением 0,4 Гр-1; b – в пре -
де лах 0,0–2 Гр-2 – 0,5 Гр-2 со средним зна че нием
0,1 Гр-2 и a/b – в пределах 0,0 Гр – 260 Гр со
средним значением 19,2 Гр. Приведенные дан-
ные показывают положительную корреляцию
между a и b (коэффициент корреляции Спирма-
на 0,3). Также видна высокая корреляция меж-
ду a/b и a, которая в данном случае определяет-
ся спецификой выбранных параметров, вклю-
чающих a в оба параметра (коэффициент
Спирмана 0,8). Широкий диапазон значений
коэффициентов a и b проявляется в различной
форме дозовых кривых (рис. 1), которая изме-
няется в полулогарифмических координатах от
линейной зависимости с высоким значением a
и низким b<10-2 Гр-2 до параболической
функции с низким значением a<10–3 Гр–1.

Для кластеризации клеток по их радио-
чувствительности в качестве величин X1 и X2
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Рис. 3. Взаимное распределение параметров a и b (а) и a/b и a(б) ЛК модели (точки) в логарифмическом мас-
штабе. Прямая – линейная регрессия

Рис. 2. Распределение значений коэффициента де-
терминации R2 для результатов аппроксимации
экспериментальных данных доза–эффект в зависи-
мости от максимальной дозы Dmax, до которой про-

водились измерения 
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(см. Методы) были выбраны параметры  X1=a/b
и X2=a. Отношение a/b выбрано исходя из того,

что этот параметр обычно используется для ха-
рактеристики радиочувствительности раковых
клеток к действию ИИ. Второй параметр a до-
бавлен, чтобы более точно и однозначно харак-
теризовать поведение кривой выживаемости.
Как видно из распределения параметров a/b и
a (рис. 3б), клетки с разными значениями a мо-
гут иметь одинаковое отношение a/b и, следо-
вательно, различное поведение кривой выжи-
ваемости. В частности, в наших расчетах были
получены близкие значения a/b для различ-
ных клеточных линий, характеризующихся
различным поведением кривых выживаемости
и различной радиочувствительностью. На ос-
нове поведения кривых выживаемости и ЛК
модели, чувствительность можно определить
через производную функции S(D):

(2)

При этом чувствительность s определяет
наклон касательной к кривой выживаемости
или, другими словами, ее крутизну при опреде-
ленной дозе D. Из уравнения (2) следует извест-
ное соотношение между наклоном кривой вы-
живаемости и параметром a: в области малых
доз (D0) чувствительность sa, а при D=a/b
чувствительность s=3a [7]. Таким образом, па-
раметр a определяет радиочувствительность в
области малых доз и при D=a/b, когда вклады
линейного и квадратичного членов равны. Ис-
ходя их этого, параметр a был добавлен к пара-
метру a/b для проведения кластерного анализа.

В развиваемом методе кластеризации по
двум параметрам a/b и a учтено, что один па-
раметр a/b неоднозначно определяет характер
дозовой зависимости, и, следовательно, сте-
пень радиочувствительности раковых клеток.
На рис. 4а и 4б приведены дозовые зависимо-
сти выживаемости для клеток с одинаковыми
параметрами a/b Гр, но с разными значениями
параметра a. При этом ЛК модель хорошо опи-
сывает экспериментальные данные в обоих
случаях. Как видно из рис. 4а, параметр a
определяет различную радиочувствительность
(наклон кривой) в области D0 Гр для клеток
линий MCF-7 и U138MG (a=0.51 Гр-1 и 0,07 Гр-1,
соответственно). Как показал кластерный ана-
лиз, результаты которого приведены в табл. 1 и
рис. 5, клетки MCF-7 и U138MG обладают раз-
личной радиочувствительностью: MCF-7 при-
надлежит к кластеру РЧ клеток, а U138MG – к
кластеру РР клеток несмотря на одинаковое
значение параметра a/b=1,4 Гр.

Кластеризация радиочувствительных и
радиорезистентных линий раковых кле-
ток

Параметры a/b и a отобранных клеток
были использованы для классификации клеток
по их радиочувствительности. На рис. 5 пред-
ставлена дендрограмма с результатами приме-
нения метода иерархической кластеризация,
где показаны два основных выделенных кла-
стера, которые содержат РЧ и РР клетки, соот-
ветственно. В кластер РЧ клеток вошли  клетки
рака поджелудочной железы Dan-G, FamPac и
клетки рака молочной железы ZR-751 и MCF-7,
которые в литературе отнесены к радиочув-
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Рис. 4. Зависимость фракции выживших клеток от дозы D для раковых клеток с близкими значениями па-
раметра a/b и разными значениями a. а: клетки MCF-7 (пунктир) с a/b=1,4 Гр и a=0,51 Гр-1 и U138MG
(сплошная линия) с a/b=1,4 Гр и a=0,07 Гр-1. б: клетки U87MG (сплошная линия) с a/b=3,94 Гр и a=0,17 Гр-1 и
MDA-MB-231 (пунктир) с a/b=3,98 Гр и a=0,29 Гр-1



ствительным клеткам [7, 10, 11]. В кластер ра-

диорезистентных клеточных линий вошли, на-

пример, клетки рака поджелудочной железы

suit-2 007 и клетки рака молочной железы

BT20, отмеченные в литературе как радиорези-

стентные [7, 11, 12].

В результате применения МГК к набору

параметров a/b и a были выделены кластеры

РЧ и РР клеток в пространстве главных

компонент ГК-1 и ГК-2 (рис. 6). Полученные

главные компоненты для наборов a/b и a были

расположены на единичной окружности путем

нормировки. После применения МГК был ис-

пользован метод кластеризации k-средних

значений, в результате чего определены цент-

роиды двух кластеров клеток, которые  рассчи-

таны как средние значения координат ГК-1 и

ГК-2 для параметров a/b и a, входящих в

кластеры. Как видно из рис. 6, расположение

центроидов кластеров различаются по коорди-

нате ГК-1 и равны –0,5 и 1,15 для РР и РЧ кле-

ток соответственно, а координаты центроидов

по оси ГК-2 почти совпадают (0,02 и 0,0). Сле-

довательно, разделение кластеров происходит

по координате ГК-1 без заметного отличия по

координате ГК-2. Таким образом, критерием

М. Ваннус и соавт. Метод определения радиорезистентности линий раковых клеток... 25
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Рис. 5. Дендрограмма иерархической кластеризации раковых клеток по их радиочувствительности, по-
строенная на основе анализа данных клоногенной выживаемости клеток при действии ИИ. Выделены два
основных кластера, содержащие радиочувствительные (левый кластер) и радиорезистентные (правый кла-
стер) клетки

Рис. 6. Результаты кластеризации клеточных ли-
ний по их радиочувствительности, полученные с
применением метода главных компонент и метода
кластеризации k-средних. Треугольные и круглые
точки соответствуют РЧ и РР клеточным линиям,
соответственно. Квадратные точки обозначают
центроиды двух кластеров
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радиорезистентности клеток, полученным в
данном методе, является  значение ГК-1, лежа-
щее в области –0,5, а критерием радиочувстви-
тельности – значение ГК-1 в области 1,15. Гра-
ницу между РЧ и РР кластерами можно опреде-
лить на уровне ГК-1, равном 0,3.

В исследуемый набор раковых клеток бы-
ли добавлены клетки с приобретенной радио-
резистентностью, индуцированной рентгенов-
ским облучением клеток рака молочной желе-
зы MDA-MB-231, MCF-7 и ZR-751 общей дозой
57 Гр в течении 12 недель [27] и клеток немел-
коклеточного рака легких A549 и H1299,
облученных общей дозой 60 Гр [30]. В нашем
исследовании клетки с приобретенной радио-
резистентностью обозначены, соответственно,
как MDA-MB-231-RR, MCF-7-RR, ZR-751-RR,
A549-RR и H1299-RR. В модель также были
включены клетки рака предстательной железы
PC3 с радиорезистентностью, приобретенной в
результате их выращивания в условиях гипок-
сии [14]. Радиочувствительные клетки PC3
были выращены при нормоксии (20 % О2), при

7 % О2 (PC3 7 % О2) и гипоксии 0,5 % О2 (обо-

значены как PC3-1). Клетки PC3-1 и PC3 (7 %
О2) были помещены в условия нормоксии для

реоксигенации после облучения (обозначены
как PC3-2 и PC3-3, соответственно). Результаты
применения разработанной модели к класси-
фикации клеток с приобретенной ре зис тент -
ностью приведены на рис. 7, где стрелками со-
единены родительские клетки из кластера РЧ
клеток и соответствующих им дочерние клетки
с приобретенной радиорезистентностью из
кластера РР клеток.

В табл. 1 для некоторых клеток приведе-
ны несколько наборов a, b и a/b, определенных
для экспериментальных данных, которые были
опубликованы разными группами исследовате-
лей. Разброс значений параметров для различ-
ных наборов данных, в большинстве случаев,
не приводит к неопределенности при класси-
фикации этих клеточных линии (HT29, T98G,
V79-379A, U87MG и A549). Однако для клеточ-
ной линии рака молочной железы T-47D рас-
хождение в определении параметров a, b и a/b
привело к тому, что разные наборы параметров
были отнесены к различным кластерам. Раз-
брос значений параметров, полученных для од-
ной и той же линии клеток в разных экспери-
ментах, может быть связан, например, с разли-
чием в источниках ИИ и режимов облучения,
использованных в экспериментах (60Со или
рентгеновские трубки). Различие в экспери-

ментальных данных также может быть об-
условлено различной плотностью клеток при
проведении клоногенного анализа, что воз-
можно приводит к уменьшению радиочувстви-
тельности при высокой плотности клеток [31].
В результате анализа 6 экспериментальных на-
боров данных клеточная линия глиобластомы
T98G была классифицирована как радиорези-
стентная, хотя экспериментальные данные по-
казали высокое значение a/b со средним
значением 11,6 Гр.

Валидация разработанной модели была
проведена на наборе 12 линий раковых клеток
[32, 33], которые не были использованы при об-
учении модели. В тестовый набор вошли 5 ра-
диорезистентных и 6 радиочувствительных
клеточных линий, а также одна клеточная ли-
ния (G60) со средней радиочувствительностью.
В табл. 2 приведены параметры a/b и a, рас-
считанные для выбранных клеток. Классифи-
кация клеток по их радиочувствительности бы-
ла выполнена путем преобразования парамет-
ров a/b и a с помощью матрицы А МГК, полу-
ченной в процессе обучения модели. Примене-
ние преобразования А параметров выбранных
клеток привело к их распределению по класте-
рам РЧ и РР клеток, которые были найдены при
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Рис. 7. Результаты кластеризации линий раковых
клеток с приобретенной радиорезистентностью в
координатах главных компонент ГК-1 и ГК-2.
Стрелками соединены родительские РЧ клетки и
соответствующие им клетки с приобретенной ра-
диорезистентностью



обучении модели (рис. 6). Это позволило пра-

вильно классифицировать новый набор клеток

по их радиочувствительности.

Общая схема разработанной модели

классификации показана на рис. 8, где на верх-

ней панели рисунка представлена схема обуче-

ния модели на большом наборе эксперимен-

тальных данных по дозовым зависимостям

клоногенной выживаемости. На этой стадии

определяется расположение кластеров РЧ и РР

клеток в пространстве ГК параметров a/b и a. В

результате обучения модели формируется мат-

рица А преобразования набора параметров a/b
и a к их главным компонентам, которая в даль-

нейшем используется при классификации но-

вых клеточных линий. На нижней панели
рис. 8 приведена схема применения разрабо-
танной модели к классификации раковых кле-
ток, не вошедших в обучающий набор данных.
На этом этапе по экспериментальной дозовой
зависимости исследуемой клетки определяют-
ся параметры a/b и a, после чего производится
их преобразование к главным компонентам с
помощью матрицы трансформации А, получен-
ной на этапе обучения модели. Преобразование
А переводит параметры исследуемой клетки
либо в область кластера РЧ клеток, либо РР кле-
ток, на основе чего делается вывод о ее радио-
чувствительности. Результаты кластеризации
раковых клеток по их радиочувствительности и
разработанная статистической модели могут
быть использованы в математических подхо-
дах, применяемых в расчетах оптимальных
планов лучевой терапии [3–8, 43].

Распределение мутаций генов в раковых
клетках, обладающих различной 
радиочувствительностью

С целью исследования генетических ме-
ханизмов резистентности раковых клеток был
выполнен биоинформационный анализ рас-
пределения мутаций генов в РЧ и РР раковых
клетках, исследованных в работе. Исходные
данные по соматическим мутациям были из-
влечены из баз данных COSMIC (https://can-
cer.sanger.ac.uk),

Harmonizome (https://maayanlab.cloud/
Harmonizome), DepMap (https://depmap.org),
GeneCards (https://www.genecards.org) и KEGG
(https://www.genome.jp/kegg).  Для анализа бы-
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Рис. 8. Схема разработанной модели классификации раковых клеток по их радиочувствительности (верх-
няя панель) и применения модели к идентификации радиочувствительности раковых клеток, не вошедших
в обучающий набор (нижняя панель)

Таблица 2

Параметры α, β, α/β и радиочувствитель-
ность, РЧ (1 – РЧ и 0 – РР) клеточных линий,

отобранных для валидации модели
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ли отобраны гены с повреждающими мутация-
ми (damaging mutations) из раздела DepMap и
подтвержденными патогенными мутациями
(Census Tier 1) в базе COSMIC. Генетические
данные в этих базах данных были найдены для
ряда клеток, включенных в настоящее исследо-
ванных. Полученное распределение мутиро-
ванных генов для найденного набора клеток
представлено на рис. 9. Мутантные гены были
разделены на группы, соответствующие основ-
ным сигнальным путям, в которых присут-
ствуют гены-драйверы канцерогенеза [2]: сиг-
нальные пути апоптоза, репарации ДНК и про-
лиферации, а также гены, регулирующие си-
стему антиоксидантной защиты клетки [34].
Отметим, что многие рассмотренные гены уча-
ствуют в нескольких сигнальных путях, как,
например, ген-онкосупрессор TP53, кодирую-
щий транскрипционный фактор р53, который
запускает апоптотическую программу клетки
при повреждении ДНК в результате воздей-

ствия радиации, а также регулирует клеточный
цикл деления клеток.

В проведенном анализе были выявлены
основные драйверные мутации канцерогенеза
в онкогенах, генах-онкосупрессорах и прото-
онкогенах в сигнальном пути пролиферации
PI3K/ERK (PIK3CA, KRAS, PTEN, ERBB2 (HER2),
RAF и др.), в сигнальном пути репарации ДНК
(TP53, ATM, ATR, BRCA1, RB1 и др.) и в системе
апоптоза клетки (BCL, BAX, CASP и др.). Также
мы выделили группу генов, которые ответ-
ственны за активацию антиоксидантной си-
стемы клетки, находящейся под управлением
транскрипционного фактора NRF2 [35]. Как
установлено в экспериментальных и клиниче-
ских исследованиях, при лучевой терапии про-
исходит активация NRF2 антиоксидантной си-
стемы раковых клеток, сопровождающаяся
экспрессией большого числа антиоксидантных
ферментов [36]. В данном наборе клеток были
обнаружены мутации как в самом гене транс-
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Рис. 9. Распределение мутантных генов в линиях раковых клеток, исследованных в данной работе. Выделе-
ны группы радиочувствительных и радиорезистентных клеток, определенные в работе. Гены разделены по
сигнальным путям, являющимися основными драйверами канцерогенеза: сигнальные пути пролиферации,
репарации ДНК, апоптоза и антиоксидантной системы (АОС) защиты клетки



крипционного фактора NRF2 (NFE2L2), так и в

генах, кодирующих белки, которые участвуют в

его активации (KEAP1, FOXO3 и CREB1).

Как видно из диаграммы, приведенной на

рис. 9, большинство из указанных мутаций

встречаются как РЧ, так и в РР клетках. Напри-

мер, мутация в гене-онкосупрессоре TP53 пред-

ставлена почти во всех клетках данного набо-

ра. Мутация в гене-онкосупрессоре BRCA1, ко-

торый играет важную роль в контроле гомоло-

гической рекомбинации при ДНК репарации,

обнаружена как РЧ, так и в РР клетках. Можно

также отметить, что мутации генов-онкосу-

прессоров PTEN, APC, RB1 и рецептора EGFR

встречаются чаще в РР клетках.

Обращают на себя внимание клетки рака

толстой кишки RKO и KM12, которые имеют

большое количество общих мутаций (>60 %) во

всех перечисленных сигнальных путях, но ко-

торые, в то же время, существенно отличаются

по радиочувствительности (см. табл. 1): RKO

относится к РЧ клеткам (a/b=18,7 Гр), а KM12 –

радиорезистентная линия (a/b<0,1 Гр). В РР

клетках KM12 в дополнение к общим мутациям

присутствует мутация гена-супрессора АРС,

кодирующего белок АРС, принадлежащий к

WNT/b-катениновому сигнальному пути. Мута-

ция гена АРС характерна не только для клеток

рака толстой кишки: она была обнаружена у

44 % РР клеток и у 1 % РЧ клеток, вошедших в

наше исследование. Также мутация гена AXIN1,

который кодирует белок, входящий комплекс

деструкции b-катенина в том же сигнальном

пути, является отличием RKO и KM12 клеток

рака толстой кишки. Анализ частоты мутаций

также показал, что мутации в генах PTEN и

ATM встречаются в 3 раза чаще в РР, чем в РЧ

клетках.

С целью разделения мутантных генов в РР

и РЧ клетках была построена диаграмма Венна

(рис. 10), где выделены мутации общие и спе-

цифические для обеих групп. Видно, что в ис-

следованном наборе раковых клеток мутаций в

группе РР клеток гораздо больше, чем РЧ клет-

ках. Среди них присутствуют такие гены как

BAX, BCL3, CREB1, NFKB2, PDGFRB, PPP2R1A,

REL, SRC, IDH1, FGFR4 и другие, многие из ко-

торых являются онкогенами или генами-онко-

супрессорами.

Обсуждение

В настоящей работе разработан стати-

стический метод определения радиочувстви-

тельности раковых клеток с применением ма-

шинного обучения. Метод заключается в кла-

стеризации параметров зависимости выжи-

ваемости раковых клеток от дозы ИИ и выделе-

нии кластеров РЧ и РР раковых клеток. Для

определения параметров выживаемости кле-

ток экспериментальные данные доза–эффект

были аппроксимированы с помощью уравне-

ния ЛК модели, применяющейся в радиобиоло-

гии для описания поражающего действия ИИ.

В процесс обучения статистической модели бы-

ли включены опубликованные эксперимен-

тальные данные для 96 клеточных линий рака.

Для классификации раковых клеток по их

радиочувствительности использованы два па-

раметра ЛК модели: отношение a/b, которое

обычно используется для разделения клеток по

их радиочувствительности, и параметр a, кото-

рый определяет радиочувствительность в обла-

сти низких доз. Результаты анализа показали,

что выбор двух характеристик РЧ позволяет бо-

лее надежно разделить РЧ и РР клетки по

сравнению с использованием одного парамет-

ра a/b.

В результате применения модели к обу -

чающему набору данных достигнуто надежное

разделение РЧ и РР клеток по двум кластерам.

Валидация разработанной статистической мо-

дели и тестирование ее предсказательной спо-

собности показало высокий уровень дискрими-

нации РЧ и РР клеток. Определение кластеров

РЧ и РР раковых клеток на основе обученной

статистической модели позволяет надежно

определять радиочувствительность линий ра-
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Рис. 10. Диаграмма Венна, показывающая общие и
специфические мутантные гены в радиочувстви-
тельных (слева) и радиорезистентных (справа) ра-
ковых клетках, включенных в данное исследование
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ковых клеток, не вошедших в обучающий на-
бор и подлежащих исследованию.

Большие вариации параметров a и b, по-
лученные в расчетах для различных клеточных
линий, говорит о том, что оба параметра опре-
деляют не только вероятность начального по-
ражения молекул ДНК при действии ИИ, слабо
зависящей от типа клеток, но и отражают мно-
гие молекулярные процессы, индуцируемые в
клетке под действием ИИ, которые существен-
но зависят от типа клеток. К таким процессам
относятся клеточная гибель (апоптоз и некроз),
репарация ДНК и активация антиоксидантной
системы защиты клетки при возрастании уров-
ня активных форм кислорода при действии ИИ.
Все эти процессы определяют выживаемость
клеток и существенно зависят от генотипа и
фенотипа раковых клеток.

Как видно из полученных данных (табл. 1
и рис. 3) вариации параметров a, b и a/b на-
блюдаются в различных клетках раковых опу-
холей определенных органов, что ведет к гете-
рогенности опухолей по их радиочувствитель-
ности. Это существенным образом влияет на
результаты РТ и ведет к необходимости разра-
ботки и применения нетрадиционных режимов
лучевой терапии, в частности, гипофракцио-
нирования.

Проведенный анализ точности аппрокси-
мации кривых выживаемости и ошибок в опре-
делении коэффициентов ЛК модели (табл. 1)
показал, что параметр a/b может быть опреде-
лен с большой погрешностью (до 20 %), что мо-
жет привести к ошибкам при его дальнейшем
использовании, например, при вычислении
изоэффективной и биологической эффектив-
ной доз с использованием отношения a/b [37].
По нашим данным, для достижения макси-
мальной точности в определении параметров a
и b, а также отношения a/b следует измерять
дозовую зависимость выживаемости S(D) до
максимальной дозы Dmax=10 Гр – 16 Гр. Умень-

шение точности в определении параметров a и
b в зависимости от интервала дозы было также
отмечено при фитировании кривых выживае-
мости ряда раковых клеток [38]. Было показа-
но, что включение в фитинг данных при
низких дозах до 2 Гр существенно уменьшает
точность аппроксимации по критерию c2 по
сравнению с высокой точностью в области доз
4–16 Гр, что согласуется с нашими данными по
анализу 140 линий раковых клеток (см. рис. 2).
Как предполагается, ошибка при описания экс-
периментальных данных ЛК моделью связана с

аномальным поведением дозовой зависимости
в области низких доз (<0,3 Гр), где наблюдается
гиперчувствительность многих раковых кле-
ток, которая не описывается ЛК моделью.

При валидации разработанной статисти-
ческой модели были выбраны раковые клетки,
которые не входили в набор данных, использо-
ванный при обучении модели. Классификация
клеток по их радиочувствительности была вы-
полнена путем преобразования параметров
a/b и a к их главным компонентам с помощью
матрицы преобразования МГК А, которая пере-
водит параметры исследованных клеток в
области, соответствующие кластерам РЧ и РР
клеток в пространстве ГК1 и ГК2. Этот подход
позволил правильно классифицировать новый
набор клеток по их радиочувствительности
(табл. 2). Схема возможного применения раз-
работанной модели приведена на нижней
панели на рис. 8.

Трансляция полученных результатов на in
vivo данные по действию ИИ на раковые опухо-
ли и применение ее к прогнозированию резуль-
татов лучевой терапии требует дальнейшего
развития модели. Во-первых, значения пара-
метров a и b существенно зависят не только от
типа раковых клеток, но и от условий, в кото-
рых раковая опухоль растет, в частности, они
зависят от уровня снабжения опухоли кислоро-
дом, иммунного ответа, и других факторов.
Обычно in vitro эксперименты по клоногенной
выживаемости раковых клеток проводятся при
20 % кислорода, в то время как концентрация
кислорода в опухоли значительно ниже и
лежит в области 8 % при нормоксии и может
опускаться до 5–0 % при гипоксии и аноксии
[39]. Как было показано в наших расчетах, у
клеток, выращенных в условиях гипоксии (5 %
О2), существенно уменьшаются значения пара-

метров a, b и a/b по сравнению с клетками, вы-
ращенными при нормоксии (см. табл. 1 и
рис. 7), что подтверждает хорошо известный
факт уменьшения радиочувствительности кле-
ток при гипоксии [39, 40]. Один из методов уче-
та клеточного уровня кислорода в рамках ЛК
модели состоит в перенормировке параметров
a и b путем введения коэффициентов, учиты-
вающих уровень кислорода в клеточной среде
[41]. В общем случае описание влияние гипок-
сии на радиочувствительность клеток выходит
за рамки ЛК модели, и зависимость парамет-
ров a и b от концентрации кислорода в клеточ-
ной среде свидетельствует о связи фенотипа
раковой клетки (отклика клетки действие ИИ) и
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ее генотипа, который определяется уровнем
экспрессии генов при гипоксии в области рако-
вой опухоли [42].

Изменение параметров a и b в ЛК модели
было также обнаружено у клеток рака молоч-
ной железы MCF-7, MDA-MB-231 и ZR-751
после их длительного облучения, которое при-
вело к приобретенной радиорезистентности у
изначально радиочувствительных дочерних
клеток [27]. Применение разработанной моде-
ли к классификации этих клеток показало, что
положения параметров дочерних клеток сдви-
гаются из кластера РЧ клеток в кластер РР
клеток (рис. 7).

На основании проведенного анализа ли-
ний раковых клеток с приобретенной радиоре-
зистентностью можно предположить, что мно-
гие клетки, принадлежащие кластеру РЧ кле-
ток, сместились бы в область кластера РР кле-
ток при изменении инкубационных условий и
действий внешних факторов. Изменение пара-
метров a и b при различных условий внеклеточ-
ной среды является общей проблемой примене-
ния ЛК модели и трансляции in vitro данных по
клоногонной выживаемости клеток к предска-
занию радиочувствительности опухоли in vivo,
которая определяется многими процессами в
микроокружении опухоли, включающими вас-
куляризацию опухоли, степень иммунного от-
вета, эпителиально-мезенхимальный переход
и др., что не учитывается в ЛК модели [40]. Бо-
лее того, параметры a и b ЛК модели не только
характеризуют определенную раковую клетку
и ее микроокружение, но и существенно зави-
сят от типа ионизирующего излучения, воздей-
ствующего на клетку. Результаты эксперимен-
тов с ионными пучками показали, что радио-
чувствительность клеток возрастает по сравне-
нию с использованием гамма-излучения. Это
отражается в существенном увеличении пара-
метров a, a/b и относительной биологической
эффективности (RBE), а также в появлении их
зависимости от ЛПЭ [43].

Несмотря на указанные проблемы, ЛК
модель успешно применяется для выбора изо-
эффективных доз, разовых очаговых доз и раз-
работки нетрадиционных режимов фракцио-
нирования в лечебных планах. В частности,
данные ЛК модели используется при выборе ре-
жимов гипофракционирования, которые пока-
зали терапевтическое преимущество по
сравнению с конвенциональным фракциони-
рованием. Например, применение гипофрак-
ционирования с подведением к опухоли высо-

ких разовых очаговых доз для пациентов с ра-
ком предстательной железы, обладающим
низким значением a/b (1 Гр – 1,7 Гр), показало
более высокую терапевтическую эффектив-
ность РТ в режиме дозной нагрузки 33,5 Гр,
подведенных за 5 фракций, что является
биологическим эквивалентом 78 Гр в режиме
конвенционального фракционирования [44].
Также параметр a/b был использован для опре-
деления оптимального уровня изоэффектив-
ных доз и разовой очаговой дозы в планах лече-
ния пациентов с глиобластомой [7].

С целью исследования генетических ме-
ханизмов резистентности раковых клеток в
данной работе был выполнен биоинформа-
ционный анализ распределения мутаций генов
в РЧ и РР раковых клетках, включенных в дан-
ную работу. Хотя в настоящее время результа-
ты подобных исследований не привели к опре-
делению надежных маркеров для прогнозиро-
вания радиорезистентных фенотипов раковых
опухолей, тем не менее, они позволили вы-
яснить основные механизмы радиорезистент-
ности. На основе полученных результатов ве-
дутся разработки генетических биомаркеров
РР с целью создания  персонализированных
планов лечения пациентов с учетом данных ге-
нетической диагностики [1, 15, 33].

В генетический анализ нами были
включены основные драйверные мутации кан-
церогенеза в онкогенах, генах-онкосупрессорах
и протоонкогенах в сигнальных путях клеточ-
ной пролиферации, репарации поврежденных
молекул ДНК, а также в системе апоптоза и ан-
тиоксидантной системы защиты клетки [2].
Как предполагается, многие выделенные мута-
ции отвечают за возникновение РР в различ-
ных типах раковых опухолей. Построенные
диаграммы распределения мутаций в РЧ и РР
клетках (рис. 9 и 10) показали, что большин-
ство из указанных мутаций встречается как
РЧ, так и в РР клетках. Например, мутации ге-
на-онкосупрессора TP53, кодирующего белок
р53, который является одним из основных
драйверов онкогенеза, представлен почти во
всех клетках данного набора независимо от их
радиочувствительности.  Таким образом, онко-
мутации могут приводит как к высокой РЧ, так
и к РР. Это подтверждают также эксперименты
по длительному облучению ИИ раковых клеток,
в результате которого были получены клоны с
различной радиочувствительностью [45].

Сравнение двух клеточных линий рака
толстой кишки RKO и KM12, несущих большое
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количество общих мутаций (>60 %), но принад-
лежащих различным кластерам, показало, что
мутация гена АРС встречается намного чаще в
РР, чем  в РЧ клетках, вошедших в наше иссле-
дование. Ген-онкосупрессор АРС кодирует бе-
лок АРС из WNT/b-катенинового сигнального
пути, дерегуляция которого ведет к канцероге-
незу, активируя пролиферацию клеток и эпите-
лиально-мезенхимальный переход. Проведен-
ные экспериментальные исследования показа-
ли  существенную роль WNT/b-катенинового
сигнального пути в приобретении радиорези-
стентности раковыми клетками с мутациями
генов белков в этом сигнальном пути [46]. Пред-
полагается, что  ингибирование этого пути мо-
жет привести к радиосенсибилизации раковой
опухоли и подавлению радиорезистентности
[47]. В биоинформационном анализе нами так-
же были выделено большое количество мута-
ций, специфических для РР клеток, которые
могут быть ответственны за появление клеточ-
ных линий, устойчивых к действию ИИ.

Проведенная в данной работе радиофено-
типическая классификация раковых клеток на
основе их радиочувствительности может быть
использована в совместном анализе фенотипи-
ческих и генотипических особенностей рако-
вых клеток с целью выяснения молекулярных и
генетических механизмов радиочувствитель-
ности и определения биомаркеров радиорези-
стентности с целью поиска методов подавления
РР и разработки персонализированных планов
лечения онкопациентов на основе данных мо-
лекулярной диагностики.

Заключение

Дальнейшее развитие данной статисти-
ческой модели будет сфокусировано на иссле-
довании кластера радиорезистентных раковых
клеток и учете в модели факторов, приводящих
к увеличению радиочувствительности раковых
клеток. Как отмечалось выше, параметры a и b
ЛК модели существенно зависят от многих
факторов, включая тип подведенного ионизи-
рующего излучения (фотонные или ионные
пучки), уровень кислорода в инкубационной
среде, развитие радиорезистентности при дли-
тельном действии ИИ и др. Учет этих факторов
в модели будет заметно изменять области кла-
стеров РЧ и РР клеток, а также приводить к
уменьшению размеров кластера РР клеток при
радиосенсибилизации раковых клеток и подав-

лении РР. Предполагается включить в модель
данные современных радиобиологических и
клинических  исследований по радиосенсиби-
лизации раковых опухолей, которые сегодня
ведутся по многим направлениям, включая
разработку нетрадиционных планов лучевой
терапии с учетом радиочувствительности ра-
ковых опухолей, широкого внедрения ионных
пучков с различными значениями ЛПЭ, комби-
нации РТ с химио-, иммуно- и таргетными те-
рапиями, а также разработку и внедрение ме-
тодов сенсибилизации раковых опухолей за
счет модуляции микроокружения опухоли, на-
пример, путем ее реоксигенации. Систематиза-
ция результатов этих исследований в единой
статистической модели может быть использо-
вана при разработке эффективных комбина-
ционных стратегий в радиотерапии, ведущих к
усилению радиочувствительности и подавле-
нию радиорезистентности злокачественных
новообразований у онкопациентов.
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