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У небольшой части пациентов, проходящих радиотерапию 
злокачественных опухолей, развиваются тяжелые побочные эф-
фекты как следствие присущей им радиочувствительности. Прогно-
зирование таких эффектов до начала лучевой терапии позволило бы 
их избежать и повысить эффективность лечения. Поэтому разра-
ботка подходов для предсказания индивидуальной радиочувствитель-
ности является важной задачей как экспериментальной, так и кли-
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нической радиобиологии. В настоящей работе изложены резуль-
таты экспериментального исследования, посвященного разработке 
критериев радиочувствительности на основе измерения кинетики 
маркера γH2AX, отражающего возникновение и репарацию радиаци-
онно-индуцированных повреждений ДНК.  

Ключевые слова: радиотерапия, индивидуальная радиочув-
ствительность, побочные эффекты, функциональный тест, повре-
ждения ДНК, репарация, γH2AX-фокусы  

Несмотря на постоянное совершенствование методов лу-
чевой терапии рака, ее успешный исход в значительной мере 
ограничен невозможностью точно идентифицировать до начала 
лечения тех пациентов, у которых возможно возникновение тя-
желых побочных эффектов лучевой терапии вследствие прису-
щей им повышенной радиочувствительности. В современной 
практике лучевой терапии рака выбор дозы облучения в основ-
ном базируется на клинически определенной переносимости 
нормальных тканей в поле облучения. Эти дозы эмпирически 
подобраны таким образом, чтобы ограничить долю пациентов, 
у которых возникнут серьезные побочные реакции, примерно 
1-5 % случаев. Таким образом, эта небольшая подгруппа дик-
тует дозу лучевой терапии для всех пациентов. Выявление лиц 
с повышенной радиочувствительностью до начала лучевой те-
рапии позволило бы применить индивидуальный подход лече-
ния в радиационной онкологии.  

Для разработки предикторов радиочувствительности ис-
пользовались разнообразные подходы. Одним из таких подхо-
дов является определение индивидуальной радиочувствитель-
ности, основанное на измерении эффективности репарации по-
вреждений ДНК. В радиобиологии общепринятым считается 
положение о том, что ДНК является главной мишенью в клетке 
при облучении, и повреждения ДНК ответственны за большин-
ство радиационно-индуцированных клеточных эффектов. При-
нимая во внимание, что репарация повреждений ДНК представ-
ляет собой один из важнейших процессов, определяющих вы-
ход повреждений ДНК, эффективность этого процесса в значи-
тельной мере определяет радиочувствительность клеток и тка-
ней. Современные методы иммунофлуоресценции и флуорес-
центной микроскопии позволяют регистрировать в клетке 
структуры, ассоциированные с одним из наиболее критических 
повреждений ДНК — двунитевыми разрывами (ДР). Таковым 
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является так называемый γH2AX-метод, заключающийся 
в идентификации и подсчете в клеточном ядре флуоресцентных 
фокусов. Такие фокусы образуются при связывании меченых 
флуоресцентным красителем антител с фосфорилированным 
гистоном H2AX (γH2AX), который образуется вследствие и в 
местах образования ДР ДНК [1,2]. Данный метод получил ши-
рокое распространение в радиобиологии благодаря способно-
сти быстро регистрировать радиационно-индуцированные ДР 
ДНК на уровне отдельных клеток, определять их количество 
и дозовую зависимость, а также исследовать кинетику и эффек-
тивность репарации этих повреждений [3]. 

Учитывая достоинства этого подхода, многочисленные 
исследования были посвящены разработке функционального 
теста на основе γH2AX-метода для определения и предсказания 
индивидуальной радиочувствительности у онкологических па-
циентов, проходящих курс лучевой терапии [4–8]. Эти исследо-
вания не позволили сделать однозначного вывода о прогности-
ческой эффективности γH2AX-метода, однако они представ-
ляют ценную информацию в плане выбора пациентов, экспери-
ментальных условий, количественных критериев радиочув-
ствительности и аналитических методов для дальнейшего со-
вершенствования этого подхода. Опираясь на эту информацию, 
было проведено клиническое и экспериментальное исследова-
ние, имеющее целью разработку подхода для определения ин-
дивидуальной радиочувствительности, участником которого 
являлся и автор настоящей работы [9]. Этот подход основан 
на измерении эффективности репарации повреждений ДНК 
и включающего аналитический метод и формулировку количе-
ственных показателей для прогнозирования повышенной ра-
диочувствительности.  

В качестве функционального теста использовали подход, 
основанный на подсчете количества γH2AX-фокусов в ex vivo 
облученных лимфоцитах крови пациентов. Образцы облучали 
в дозах 0.5, 1.0 и 2.0 Гр и для подсчета γH2AX-фокусов исполь-
зовали образцы, зафиксированные в разные интервалы времени 
после облучения (от 1 до 24 часов), предполагая, что кинетика 
элиминации γH2AX-фокусов со временем отражает кинетику 
репарации ДР ДНК. Анализ изображений флуоресцентной мик-
роскопии, включая идентификацию клеточных ядер и фокусов, 
проводили с использованием программного обеспечения 
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JQuantPro, специально разработанного для этих целей [10]. Для 
выработки количественных показателей эффективности репа-
рации кинетику γH2AX-фокусов аппроксимировали с помо-
щью следующей формулы: 

𝑁𝑁(𝑡𝑡) =  𝑁𝑁𝑚𝑚�(1 −𝑄𝑄)𝑒𝑒−𝑅𝑅𝑅𝑅 + 𝑄𝑄�, 1 
где 𝑁𝑁(𝑡𝑡) — среднее количество фокусов на клетку в момент 
времени 𝑡𝑡; 𝑁𝑁𝑚𝑚 максимальное количество фокусов; 𝑄𝑄 — доля 
необратимого компонента (нерепарабельных повреждений); 
𝑅𝑅 — скорость репарации. Данная формула неявно предпола-
гает, что репарация ДР ДНК происходит по экспоненциальному 
закону со скоростью 𝑅𝑅, при этом присутствуют нерепарабель-
ные повреждения, доля которых составляет 𝑄𝑄. При этом пред-
полагается, что показателями высокой радиочувствительности 
являются высокие значения параметра 𝑄𝑄 (необратимый компо-
нент) и низкие значения 𝑅𝑅 (скорость репарации). 

Для экспериментального исследования кинетики γH2AX-
фокусов в лимфоцитах крови была ретроспективно выбрана 
группа из 15 пациентов, у которых возникли тяжелые острые 
осложнения вследствие лучевой терапии (радиочувствительная 
группа — РГ), и для каждого из этих пациентов был выбран со-
ответствующий по полу, возрасту, локализации опухоли и ре-
жиму лучевой терапии пациент без пост-лучевых осложнений 
(контрольная группа — КГ).  

На рис. 1 представлена усредненная по каждой группе па-
циентов кинетика γH2AX-фокусов в лимфоцитах крови, облу-
ченных ex vivo и зафиксированных в разное время после облу-
чения. Экспериментальные точки представляют собой среднее 
значение и стандартную ошибку для каждой группы пациентов 
(РГ — открытые символы, пунктирная линия, КГ — закрытые 
символы, сплошная линия). Кривые представляют результат 
нелинейной регрессии по формуле 1, предполагая общие значе-
ния параметров 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 для всех доз облучения. Получены сле-
дующие значения параметра 𝑄𝑄: 0.228±0.013 и 0.134±0.007 для 
РГ и КГ групп соответственно, p=0.00002; параметра 𝑅𝑅: 
0.192±0.016 and 0.226±0.011 для РГ и КГ групп соответственно, 
p=0.06. Визуальный анализ результатов и сравнение значений 
параметров указывает на различие средне-групповых показате-
лей, причем, как и ожидалось, необратимый компонент кине-
тики в группе РГ статистически значимо превышает таковой 
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в группе КГ. Кроме того, наблюдается тенденция к меньшей 
скорости репарации в группе РГ, хотя различия не являются 
статистически значимыми. 

Рис.1. Кинетика γH2AX-фокусов в лимфоцитах крови, облученных в 
дозах 0.5 (А), 1.0 (Б) и 2.0 (В) Гр  

Для дальнейшего анализа с целью выбора показателя для 
дискриминации пациентов двух групп величины параметров 𝑄𝑄 
и 𝑅𝑅 были рассчитаны для каждого пациента индивидуально. На 
рис. 2 (А и Б) приведены графики рассеяния индивидуальных 
для каждого пациента величин параметров 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 в группах КГ 
(n = 10) and РГ (n = 15). Средние значения и их стандартное от-
клонения равны: для 𝑄𝑄 0.081±0.009 и 0.177±0.027 для КГ и РГ 
групп соответственно, p=0.0093; для 𝑅𝑅 0.247±0.017 and 
0.232±0.029 для КГ и РГ групп соответственно, p=0.70.  

Первоначальный анализ этих величин параметров 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 
включал их попарное сравнение для каждой пары пациентов – 
пациент из РГ и соответствующий ему контрольный пациент из 
КГ. Из 14 пар в 12 случаях (86%) величины 𝑄𝑄 были выше в РГ, 
причем в 10 случаях из них превышение было статистически 
значимым (p < 0.05). В 2 случаях величины 𝑄𝑄 были выше в КГ, 
но превышение не было статистически значимым (p > 0.14). По-
парное сравнение величин параметра 𝑅𝑅 показало более низкую 
его величину в группе РГ в 9 случаях из 14 (64%). Важно также 
отметить, что в тех 2 случаях, когда величина  параметра 𝑄𝑄 
была выше в КГ, величина параметра 𝑅𝑅 тоже была выше в КГ; 
иными славами, при попарном сравнении в 100% случаях в РГ 
был выше необратимый компонент 𝑄𝑄 или ниже скорость репара-
ции 𝑅𝑅. Это наблюдение свидетельствует об определенной неза-
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висимости этих параметров и возможности их комплементар-
ного использования в качестве показателя радиочувствительно-
сти.   

Рис. 2. Параметры 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 как показатели радиочувствительности 

Сравнение средних по группе величин 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 (рис. 2) ука-
зывает на статистически значимое увеличение 𝑄𝑄 (p=0,0093) 
и тенденцию к снижению 𝑅𝑅 в группе РГ по сравнению с КГ, од-
нако это снижение не является статистически значимым 
(p=0,70). На рис. 2В представлены также результаты так назы-
ваемого ROC-анализа, который применяется для характери-
стики прогностической способности классификаторов [11]. 
ROC-кривые показаны закрытыми символами для 𝑄𝑄 и откры-
тыми символами для 𝑅𝑅, величины площади под кривой AUC 
равны 0.81±0.09 для 𝑄𝑄 и 0.61±0.11 для 𝑅𝑅. В контексте этого ана-
лиза ROC-кривая отражает взаимосвязь доли истинно-положи-
тельных (чувствительность) и ложно-отрицательных (100%-
специфичность) предсказаний классификатора при изменении 
порога отсечения. Площадь под ROC-кривой (AUC) является 
мерой эффективности классификации. Результаты анализа, 
приведенные на рис. 2В, указывают на хорошую прогностиче-
скую способность параметра  𝑄𝑄 (AUC=0,81), но плохую для па-
раметра 𝑅𝑅 (AUC=0,61). 

Учитывая то, что приведенное выше попарное сравнение 
параметров величин 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 указывает на определенную степень 
их независимости, имеет смысл рассмотреть комбинированный 
классификатор, который предполагает установление порогов 
отсечения для каждого из параметров 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅 (𝑄𝑄с и 𝑅𝑅с соответ-
ственно). При таком подходе радиочувствительным можно счи-
тать случай, для которого необратимый компонент выше поро-
гового 𝑄𝑄 > 𝑄𝑄с или скорость репарации ниже пороговой 𝑅𝑅 < 𝑅𝑅с. 
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Такой подход наглядно иллюстрируется двухмерным представ-
лением значений этих параметров для каждого пациента, так 
называемой «карты радиочувствительности», представленной 
на рис. 3А. 

Положение каждого символа (отдельного паци-
ента) определяется значениями параметров 𝑄𝑄 и 𝑅𝑅; открытые 
символы – группа РГ, закрытые символы – группа КГ. Карта 
разделена на зону повышенной радиочувствительности (серая 
зона) и зону нормальной радиочувствительности (белая зона), 
иллюстрируя пример выбора пары пороговых значений 𝑄𝑄с и 𝑅𝑅с 
и предположения, что 𝑄𝑄 > 𝑄𝑄с или 𝑅𝑅 < 𝑅𝑅с определяет повышен-
ную радиочувствительность. Серая зона содержит все точки РГ 
(чувствительность = 100%) и исключает все, кроме двух из 10 
точек КГ (специфичность = 80%). На рис. 3Б представлены ре-
зультаты ROC-анализа с использованием комбинированного 
классификатора. Для построения ROC-кривой использовали 
пары пороговых значений 𝑄𝑄с и 𝑅𝑅с, взаимосвязь между кото-
рыми отражена сплошной линией на панели А. 

Рис. 3. Карта радиочувствительности 
Чтобы оценить прогностическую эффективность комби-

нированного классификатора, был проведен ROC-анализ дан-
ных, приведенных на рис 3А. Для этого использовали серию 
комбинаций пороговых значений 𝑄𝑄с и 𝑅𝑅с, обеспечивающую 
максимальное значение площади под кривой AUC, которая 
равна в данном случае 0.97, таким образом демонстрируя по-
тенциал комбинированного классификатора. Комбинация 𝑄𝑄 
и 𝑅𝑅 демонстрирует отличную прогностическую эффективность 
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(AUC=0.97). В зависимости от цели классификации, можно по-
лучить 100 % специфичности (нулевой шанс ложноположи-
тельного предсказания) при уровне чувствительности до 87 % 
(т.е. 87 % потенциальных пациентов с осложнениями будут 
классифицированы как радиочувствительные). Более высокий 
уровень чувствительности (100 %) может быть достигнут ценой 
снижения специфичности (80 %).  

Таким образом, функциональный тест, основанный на из-
мерении кинетики γH2AX-фокусов в ex vivo облученных лим-
фоцитах крови пациентов, с применением соответствующего 
анализа, имеет хороший потенциал для разработки подхода, 
позволяющего предсказать радиочувствительность онкологи-
ческих пациентов до начала применения лучевой терапии.  
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ФОРМИРОВАНИЕ ДВУНИТЕВЫХ РАЗРЫВОВ  
ДНК В НЕЙРОНАХ ПЕРВИЧНОЙ КУЛЬТУРЫ  

ГИППОКАМПА КРЫС ПРИ ДЕЙСТВИИ Ɣ-КВАНТОВ 
60CO И ПРОТОНОВ 
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Представлено исследование закономерностей формирования и 
репарации двунитевых разрывов ДНК (ДР ДНК) в клетках первичной 
культуры гиппокампа крыс при действии γ-квантов 60Co и протонов 
в дозе 3 Гр. Установлено, что при действии γ-квантов 60Co и прото-
нов наблюдается сходная кинетика формирования γH2AX/53BP1 фо-
кусов (РИФ) — через 1ч после облучения количество РИФ возрас-
тает, после чего снижается по экспоненциальной кинетике в тече-
ние 24ч. Однако отмечено, что протоны как частицы имеют особен-
ность формировать большее количество РИФ через 1ч и более слож-
ные по структуре кластеры γH2AX/53BP1 фокусов через 4 и 24ч — 
больше 90 % РИФ при действии протонов находятся в составе кла-
стеров РИФ с 2-6 индивидуальными фокусами. Также через 24ч от-
мечается наличие персистентных фокусов, уровень которых досто-
верно отличается от контроля: при действии γ-квантов 60Co и про-
тонов количество остаточных РИФ составляет 18 и 16 % от мак-
симального значения на 1ч, что свидетельствует о способности 
обоих видов излучения в дозе 3 Гр формировать сложные для восста-
новления кластерные ДР ДНК. 
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