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Проведен анализ выживаемости клеток, оценка уровня фокусов белков репарации ДНК и частоты радиационно-инду-
цированных микроядер в условиях дифференциальной экспрессии генов ADAMTS1, RBFOX2, THBS1 и WHSC1 в модель-
ных системах in vitro и в лимфоцитах периферической крови человека. Полученные результаты указывают на потенци-
альную возможность использования уровня экспрессии данных генов для выявления индивидов с повышенной радио-
чувствительностью.  
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In this study, we investigated the cell survival, the DNA repair foci level and the radiation-induced micronuclei frequency in the 
model systems in vitro and in the human peripheral blood lymphocytes with differential expression of ADAMTS1, RBFOX2, THBS1 
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and WHSC1 genes. The results indicate the potential opportunity of using these genes expression level to identify the individuals 
with increased radiosensitivity. 
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Радиационно-индуцированные повреждения 
ДНК влекут за собой ряд событий, приводящих 
к индукции мутаций и гибели клеток, что по-

зволяет использовать ионизирующее излучение, как 
один из наиболее эффективных инструментов в тера-
пии онкологических заболеваний. Поскольку радиа-
ционно-индуцированный ответ варьирует на уровне 
различных типов клеток, тканей и целых организмов, 
поиск биологических маркеров для прогнозирования 
индивидуальной радиочувствительности представля-
ет особенный интерес [1]. Проведение эксперимен-
тов по оценке полнотранскриптомного профиля экс-
прессии генов в лимфоцитах периферической крови 
здоровых индивидов с различной радиочувствитель-
ностью позволило нам выявить гены ADAMTS1, 
RBFOX2, THBS1 и WHSC1, дифференциальная актив-
ность которых коррелировала со спонтанным уров-
нем фокусов γH2AX и 53BP1 и частотой радиацион-
но-индуцированных микроядер. В связи с этим, цель 
данного исследования заключалась в анализе влия-
ния дифференциальной экспрессии генов ADAMTS1, 
RBFOX2, THBS1 и WHSC1 на формирование радиа-
ционно-индуцированного клеточного ответа и оцен-
ке возможности прогнозирования индивидуальной 
радиочувствительности, используя анализ уровня ме-
тилирования CpG-островков в промоторах генов 
ADAMTS1, RBFOX2 и THBS1. 

Материалы и методы

В качестве материала были использованы клеточные 
линии HeLa с нокаутом генов ADAMTS1, RBFOX1, THBS1 
и WHSC1, созданные с помощью технологии редактиро-
вания генома CRISPR/Cas9, и образцы лимфоцитов пе-
риферической крови здоровых индивидов (n=58), по-
лученные от 20 мужчин (32,80 ± 9,69 лет) и 38 женщин 
(37,42 ± 14,22 лет). Облучение материала было прове-
дено на γ-терапевтическом аппарате Theratron Equinox 
(Best Theratronics, Канада) в дозах 2-8 Гр. Оценка уровня 
фокусов белков репарации ДНК была проведена путём 

иммунноокрашивания с антителами к γH2AX и 53BP1. 
Для оценки частоты микроядер был использован микро-
ядерный тест в комбинации с флуоресцентной in situ ги-
бридизацией с панцентромерными ДНК-зондами, вы-
полненный на цитокинез-блокированных интерфазных 
ядрах. Анализ уровня экспрессии генов осуществлял-
ся методом ПЦР в реальном времени. Уровень метили-
рования CpG-островков в промоторах генов ADAMTS1, 
RBFOX2 и THBS1 оценивался методом таргетного би-
сульфитного массового параллельного секвенирования. 

Результаты

Снижение эффективности посева было показано 
для клеточных линий с нокаутом генов THBS1 (в 1,4, 
p<0,001) и WHSC1 (в 1,7 раз, p<0,001), в то время как 
клональная выживаемость была снижена при нокауте 
генов ADAMTS1, RBFOX2 и WHSC1 (в 1,9; 1,8 и 1,6 раз, 
соответственно, p < 0,001). Уровень фокусов γH2AX 
и 53BP1 не отличался от такового в интактной клеточ-
ной линии HeLa, однако частота радиационно-индуци-
рованных микроядер возрастала в 2,5 раза при нокау-
те гена THBS1 (p=0,01). В лимфоцитах здоровых инди-
видов были показаны корреляции уровня экспрессии 
ADAMTS1 со спонтанной частотой центромеро-негатив-
ных микроядер (R = -0,52, p = 0,033, в группе мужчин), 
THBS1 (R = -0,52, p=0,03, в группе мужчин) и WHSC1 
(R= -0,37, p=0,032, в группе женщин) с частотой цен-
тромеро-позитивных микроядер. После облучения уро-
вень экспрессии THBS1 коррелировал с частотой цен-
тромеро-позитивных микроядер в группе мужчин (R 
= -0,53, p = 0,033) и в объединенной группе (R= -0,40, 
p=0,010), а уровень экспрессии RBFOX2 в объединен-
ной группе индивидов коррелировал с частотой цен-
тромеро-негативных микроядер (R = -0,30, p=0,027). 
Одновременное использование уровней экспрессии 
четырех анализируемых генов позволяло классифи-
цировать исследуемую выборку индивидов, выявляя 
лиц с повышенной частотой радиационно-индуциро-
ванных микроядер в группе мужчин (p=0,00026), жен-
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щин (p=0,048) и в объединенной выборке (p=0,0009). 
Уровень метилирования проанализированных участков 
промоторов изучаемых генов преимущественно не пре-
вышал 10%, что характерно для активно экспрессиру-
ющихся генов. Уровень метилирования CpG-островка 
вблизи промотора RBFOX2 коррелировал с экспресси-
ей данного гена (R = -0.58; p = 0.009). 

Выводы

Нокаут генов ADAMTS1, RBFOX2, THBS1 и WHSC1 
может влиять на жизнеспособность клеток до и по-

сле воздействия ионизирующего излучения. В отли-
чие от уровня метилирования ДНК в промоторах из-
учаемых генов, анализ уровня экспрессии позволяет 
выявить индивидов с повышенной частотой радиаци-
онно-индуцированных микроядер, однако получен-
ная модель требует проверки на независимой выбор-
ке с учетом пола индивидов. 
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