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Основные вопросы исследования: (1) Взаимодействие рецепторов TLR9 и AIM2 в клеточной линии MCF7 в ответ на действие 
ГЦ-богатых фрагментов в составе внеклеточной ДНК (ГЦ-вкДНК); (2) Изучение роли рецепторов TLR9 и AIM2 в опосредова-
нии биологического действия ГЦ-вкДНК на клетки MCF7. 
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Биологическая активность фрагментов внекле-
точной ДНК (вкДНК) связана с изменением ее 
состава по сравнению с ядерной ДНК [1]. Изме-

нение ГЦ-состава и окисление оснований в составе 
вкДНК могут приводить к активации вкДНК экспрес-
сии генов сигнальных путей, важных для функциони-
рования и выживания клеток. При онкологических за-
болеваниях наблюдается повышенное содержание ГЦ-
вкДНК по сравнению с нормой. ДНК-сенсоры TLR9 
и AIM2 распознают фрагменты вкДНК, которые про-
никают в клетки. ГЦ-вкДНК обладают биологической 
активностью в отношении раковых клеток MCF7, вы-
ступая в роли DAMPs (damage-associated molecular 
patterns, молекулярные паттерны, ассоциированные с 
повреждением), в концентрации 10–300 нг/мл вызы-
вают адаптивный ответ, повышают жизнеспособность 
раковых клеток и их толерантность к внешним повреж-
дающим воздействиям [2,3]. При этом TLR9 способ-
ствует выживаемости раковых клеток путем активации 
сигнального пути TLR9-MyD88-NF-kB, тогда как 
AIM2 индуцирует клеточный апоптоз [4,5].  

Цель работы: выяснение роли ДНК-сенсоров TLR9 
и AIM2 в опосредовании биологического действия 
ГЦ-богатых последовательностей вкДНК на раковые 
клетки MCF7.  

Материалы и методы

В экспериментах in vitro была использована куль-
тура клеток MCF7 (аденокарцинома молочной желе-
зы человека) из коллекции клеточных культур ФГБНУ 
«МГНЦ». Нокаут генов рецепторов TLR9 и AIM2 осу-
ществлялся с помощью системы редактирования гено-
ма CRISPR/Cas9. Было получено четыре клона клеток 
MCF7 с нокаутированным геном TLR9 и два клона кле-
ток MCF7 с нокаутированным геном AIM2. Для индук-
ции адаптивной реакции в культуры интактных и но-
каутированных клеток MCF7 добавляли модельные 
генетические конструкции, содержащие вставки ГЦ-
обогащенной ДНК (ГЦ-ДНК), в частности, фрагмен-
ты транскрибируемой области рибосомного повтора – 
ТОрДНК (ETS и 18S). Клетки культивировали в при-
сутствии ГЦ-ДНК (50 нг/мл) в течение трех часов. 
По окончании инкубации в интактных и нокаутиро-
ванных клетках МСF7 методом ПЦР в реальном вре-
мени с использованием прибора StepOnePlus («Applied 
Byosystems», США) определяли уровень транскрипци-
онной активности генов сенсоров нуклеиновых кис-
лот (TLR9, AIM2, STING, RIG1), генов, регулирующих 
процессы клеточной гибели (BCL2, BAX), генов транс-
крипционных факторов (NFkB, STAT3), генов марке-
ров оксидативного стресса и гипоксии (NOX4, HIF1A). 

Параллельно методом проточной цитофлуориметрии 
(цитофлуориметр CyFlow PARTEC, Германия) оцени-
вали экспрессию соответствующих белков. Экспери-
менты повторяли не менее трех раз. Статистическую 
обработку проводили с использованием программы 
Excel Microsoft Office, Statistica 6.0, StatGraph.  

Результаты

В культурах MCF7 с нокаутированным геном 
TLR9 (TLR9-/-) по сравнению с интактной культу-
рой отсутствовала транскрипционная активность ге-
на TLR9, но повышалась экспрессия генов сенсоров 
нуклеиновых кислот (AIM2, STING, RIG1) в 1,5–6 раз 
(p<0,05). В культурах MCF7 с нокаутированным ге-
ном AIM2 (AIM2-/-) отсутствовала транскрипцион-
ная активность гена AIM2 по сравнению с интактной, 
но повышалась экспрессия генов сенсоров нуклеино-
вых кислот в 2–9 раз (p<0,01). В присутствии фраг-
ментов ГЦ-ДНК транскрипционная активность генов 
TLR9 и AIM2 в культурах TLR9-/- и AIM2-/- снижа-
лась в 1,9 (в клетках AIM2-/-) и 2,2 (в клетках TLR9-
/-) раза (p<0,05). Аналогичные результаты были по-
лучены при исследовании экспрессии соответству-
ющих белков. В присутствии фрагментов ГЦ-ДНК 
транскрипционная активность гена BCL2 в нокаути-
рованных культурах MCF7 снижалась в 2,8 (в клетках 
AIM2-/-) и 2,1 (в клетках TLR9-/-) раза (p<0,01). Уро-
вень транскрипции гена BAX не претерпевал измене-
ний в клетках TLR9-/- и снижался в 3,7 раза в клет-
ках AIM2-/-. 

Культивирование нокаутированных клеток MCF7 
в присутствии фрагментов ГЦ-ДНК не вызывало ста-
тистически значимых изменений уровня экспрессии 
белков BCL2 и BAX, однако соотношение BCL2/BAX 
было в 1,4–2,8 раза ниже соответствующего показа-
теля в нестимулированных культурах (p<0,05). Сти-
муляция фрагментами ГЦ-ДНК вызывала снижение 
транскрипционной активности генов маркеров ок-
сидативного стресса и гипоксии NOX4 и HIF1A в 1,6-
3,3 раза в клетках TLR9-/- (p<0,05) и не оказывала 
существенного влияния на транскрипционную ак-
тивность этих генов в клетках AIM2-/-. Культивиро-
вание всех нокаутированных клеток MCF7 в присут-
ствии фрагментов ГЦ-ДНК приводило к снижению 
уровня экспрессии генов транскрипционных факто-
ров NFkB и STAT3 – в 1,5–6,0 раз (p<0,05). В отличие 
от нокаутированных клеток TLR9-/- и AIM2-/-, ин-
тактные (не нокаутированные) клеточные культуры 
отвечали на стимуляцию фрагментами ГЦ-ДНК по-
вышением транскрипционной активности всех ис-
следованных генов. 
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Заключение

Подтверждено взаимодействие между ДНК-
сенсорами TLR9 и AIM2 в раковых клетках MCF7. 
ГЦ-богатые фрагменты в составе вкДНК участвуют 
в развитии толерантности раковых клеток к проводи-
мой терапии. Данный подход к исследованию ГЦ-ДНК 
в активации ДНК-сенсоров раковых клеток позволя-
ет выявить наиболее значимую мишень для разработ-
ки методов прицельного воздействия с целью сниже-
ния адаптивного ответа в раковых клетках.  
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