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Ряд заболеваний, в том числе онкологических, сопровождается повышенным уровнем накопления ГЦ-обогащенных после-
довательностей в общем пуле свободной внеклеточной ДНК (вкДНК). Во многом этот факт объясняется повышенной устой-
чивостью этих фрагментов ДНК к действию нуклеаз крови. Они могут активировать ДНК-сенсоры нуклеиновых кислот – TLR9 
и AIM2, которые играют существенную роль в функционировании раковых клеток. Цель исследования: изучение биологи-
ческого ответа клеток линии MCF7 на действие ГЦ-богатых последовательностей вкДНК и выявление с помощью нокаута 
генов AIM2 и TLR9 функциональной роли ДНК-связывающих рецепторов в развитии клеточного адаптивного ответа. Экс-
периментально установлено, что клетки культуры MCF7 с «выключенными» рецепторами TLR9 и AIM2 отвечают на стиму-
ляцию фрагментами ГЦ-богатых последовательностей вкДНК снижением транскрипционной активности генов сигнальных 
каскадов TLR9/MYD88/NF-kB-сигнального пути и связанных с ним STAT 3/6-сигнальных путей, повышающих выживаемость 
раковых клеток. Это показывает необходимость дальнейших исследований роли других генов в раковых клетках для дета-
лизации механизмов отмеченных в данной работе эффектов по выживаемости раковых клеток.
Ключевые слова: ГЦ-вкДНК, клеточная линия MCF7, генные регуляторные сети, нокаут генов TLR9 и AIM2, CRISPR/Cas9 тех-
нология.
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A number of diseases, including cancer, are associated with accumulation of GC-enriched sequences in the general cell-free DNA 
(cfDNA) pool. This fact is primarily explained by these DNA fragments increased resistance to the blood nucleases which can activate 
DNA sensors – TLR9 and AIM2 that have a different effect on the cancer cells functioning. The aim of the present study was to study 
the MCF 7 cells biological response to GC-rich cfDNA sequences and using AIM2 and TLR9 knockout to identify the functional role 
of DNA-binding receptors in the development of cellular adaptive response. It was experimentally established that MCF7 culture 
cells with TLR9 and AIM2 receptors “turned off” respond to stimulation by GC-DNA fragments by reducing the transcriptional activ-
ity of the genes of the TLR9/MYD88/NF-KBsignaling pathway and associated STAT 3/6 signaling pathways that increase the survival 
of cancer cells. This shows the need for further studies of the role of other genes, including on the example of cell lines with TLR9 
and AIM2 knockout, in terms of detailing the mechanisms of the effects noted in this work on cancer cell survival.
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Введение

За последнее десятилетие достижения в области 
молекулярной биологии и методов геномики про-
извели революцию в диагностике и терапии он-

кологических заболеваний. Для исследования молеку-
лярных основ данной патологии представляет боль-
шой интерес изучение биологической активности 
внеклеточной ДНК (вкДНК), поскольку она высво-
бождается в окружающие жидкости из клеток организ-
ма при разрушении опухолевых клеток и может быть 
проанализирована малоинвазивно [1]. В последние го-
ды все большее внимание уделяется использованию 
циркулирующей  вкДНК в качестве биомаркера при 
жидкостной биопсии рака [2]. В литературе отмечает-
ся, что в плазме крови онкологических больных часто 
обнаруживается повышенный уровень вкДНК [3]. Не-
давнее исследование показало, что измерение уровня 
вкДНК может иметь прогностическое значение: паци-
енты с метастатическим колоректальным раком с бо-
лее высоким уровнем вкДНК имели значительно бо-
лее короткую продолжительность жизни, чем пациен-
ты с низким уровнем вкДНК в плазме крови [4]. 

В настоящее время показано, что вкДНК значи-
тельно обогащена фрагментами, содержащими повы-
шенный ГЦ-состав (гуанин-цитозин). Так, содержа-
ние ГЦ-повторов во вкДНК составляет примерно 54%   
[5], а в ядерной ДНК − 42% [6]. Это соотношение мо-
жет меняться при патологии и внешних повреждаю-
щих воздействиях, когда вкДНК дополнительно обо-
гащается ГЦ-богатыми последовательностями [7]. Дан-
ные повторы могут быть представлены двумя высоко 

повторяющимися последовательностями генома – ми-
тохондриальной ДНК [8, 9] и рибосомным повтором 
(рДНК – рРНК-кодирующая последовательность 
ДНК) [10]. Многократное увеличение количества ко-
пий рДНК в составе вкДНК наблюдается при хрони-
ческой патологии, сопровождающейся повышенным 
уровнем гибели клеток [10−12], а также при хрониче-
ских внешних повреждающих воздействиях [13,14]. 
В предыдущем исследовании было показано, что в кро-
ви больных раком молочной железы накапливаются 
фрагменты GC-богатой транскрибируемой области 
рибосомного повтора (рДНК), устойчивые к действию 
нуклеаз крови [15].

На биологическую активность вкДНК оказыва-
ют влияние изменения нуклеотидного состава вкДНК 
и накопление фрагментов рДНК в пуле вкДНК. Ранее 
нами было показано, что воздействие окисленной ге-
номной ДНК человека повышает как нестабильность 
генома, так и выживаемость раковых клеток MCF7 
[16]. В то же время неокисленная геномная ДНК че-
ловека не обладала такими свойствами. Можно ожи-
дать, что окисленные фрагменты ГЦ-вкДНК проявля-
ют активность в отношении раковых клеток, поскольку 
ГЦ-ДНК содержит большое количество наиболее лег-
ко окисляемых мотивов Gn (n>2) [17].

ДНК-сенсоры – это иммунные рецепторы, ко-
торые обнаруживают  эндогенную или экзогенную 
вкДНК. Они имеют решающее значение для запу-
ска иммунного ответа против вирусной и внутрикле-
точной бактериальной инфекции, а также участвуют 
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в развитии воспалительных и опухолевых заболева-
ний [18]. Последние исследования доказали, что такие 
ДНК-сенсоры, как AIM2 и TLR9, принимают участие 
не только в процессе защиты от патогенов, но и игра-
ют немаловажную роль при прогрессировании злока-
чественных новообразований [19−22].

TLR9 (toll-lake receptor 9) – трансмембранный 
ДНК-рецептор, распознающий не только бактери-
альную ДНК [23], но и ДНК млекопитающих, содер-
жащую неметилированные цитозин-гуанозиновые 
(CpG) динуклеотиды [24]. Была показана достовер-
ная взаимосвязь между высокой экспрессией TLR9 
и плохой выживаемостью у пациентов с раком пред-
стательной железы [25], раком пищевода [26], глио-
мой [27]. Кроме того, в ряде исследований обнару-
жена взаимосвязь между вкДНК, уровнем экспрес-
сии TLR9 и аутоиммунными заболеваниями, которые 
могут провоцировать воспалительные процессы [28]. 
Молекулярно-генетическими методами показано, что 
TLR9 стимулирует выживание раковых клеток путем 
активации сигнального пути TLR9-MyD88-NF-kB, 
снижая уровень апоптоза [7]. Кроме этого, сообща-
лось, что вкДНК может стимулировать пролиферацию 
клеток рака молочной железы активацией пути TLR9/
NF-kB/cyclinD1 [29].

AIM2 (absent in melanoma 2) – цитозольный им-
мунный рецептор, распознающий двухцепочечную 
ДНК, инициируя сборку большого мультипротеино-
вого олигомерного комплекса, называемого инфлам-
масомой [30]. Экспрессия AIM2 в опухолевых клетках 
подавляет пролиферацию клеток, а также повышает 
чувствительность к проводимой терапии [31]. 

В настоящее время остается до конца неизучен-
ным, каким образом в раковой клетке взаимодей-
ствуют два сигнальных пути, активируемые двумя 
ДНК-сенсорами, которые могут опознавать одни 
и те же фрагменты ДНК в цитоплазме. Стимуляция 
рецепторов TLR9 и AIM2 фрагментами ДНК приво-
дит к активации NF-kB-сигнального пути и связан-
ных с ним STAT 3/6-сигнальных путей через TLR9/
MYD88/NF-kB-сигнальный путь и через образова-
ние инфламосом [29, 30]. Детальное изучение ро-
ли этих рецепторов в прогрессировании злокаче-
ственной опухоли позволит получить новые фун-
даментальные знания о механизме возникновения 
толерантности у клеток злокачественных опухолей 
к применяемым в практической онкологии терапев-
тическим агентам. Задачей данной работы являлось 
исследование изменения транскрипционной актив-
ности генов ДНК-сенсоров и связанных с ними клю-
чевых сигнальных путей в раковых клетках MCF7 
in vitro при воздействии фрагментов вкДНК на фо-

не нокаутирования по гену TLR9 (TLR9-/- и по ге-
ну AIM2 (AIM2-/-).    

Методы

Клеточная линия
ER/PR-позитивные клетки MCF7 были приобре-

тены в компании ATCC, Manassas, USA (Cat: HTB-22). 
При помощи технологии CRISPR/Cas9 (см. ниже) бы-
ли получены 4 клона клеток, нокаутированных по ге-
ну TLR9 (TLR9-/-), и 2 клона клеток, нокаутированных 
по гену AIM2 (AIM2-/-).

Интактные и нокаутированные клетки культиви-
ровали в среде DMEM с 10% фетальной телячьей сы-
вороткой, 2 мм L-глутамина, 100 мкг/мл стрептомици-
на и 100 ед/мл пенициллина. Клетки MCF7 выращи-
вали в увлажненной атмосфере при 37°С. В атмосфере 
содержалась СО2 (5%). Перед обработкой плазмид-
ной ДНК клетки инкубировали в течение 24 ч в слайд-
флаконах. 

Модельная ГЦ-ДНК
ГЦ-ДНК добавляли в клеточную культуральную 

среду. Конечная концентрация плазмиды состави-
ла 50 нг/мл. В качестве модельной ГЦ-ДНК использо-
вали плазмидную ДНК (10 197 п.н.), содержащую по-
следовательности рДНК (5836 п.н., 73% ГЦ-пар), кло-
нированные в сайт EcoRI вектора pBR322 (p-рДНК). 
Плазмида pBR322 является коммерческим продуктом 
(Sigma-Aldrich). 

Нокаутирование культуры клеток MCF7  
по гену AIM2 (Gene ID: 9447)
Для проведения нокаута был осуществлен подбор 

структур sgRNA к соответствующим 20-нуклеотид-
ным участкам гена AIM2, который проводили с помо-
щью сервиса CRISPR DESIGN (http://crispr.mit.edu/).

Олигонуклеотиды, использованные в работе при 
инактивации (нокауте) гена AIM2:

aim2_f1 CACCGAGTACTGGGGGTTAGAAACG
aim2_r1 AAACCGTTTCTAACCCCCAGTACTC
aim2_f2 CACCGTTCAGCATCTAACACACGTG
aim2_r2 AAACCACGTGTGTTAGATGCTGAAC
aim2_f3 CACCGTTGACCTAAGTGACAACACT
aim2_r3 AAACAGTGTTGTCACTTAGGTCAAC
Олигонуклеотидные дуплексы (aim2_f1/aim2_r1, 

aim2_f2/aim2_r2 и aim2_f3/aim2_r3) клонировали в со-
ставе вектора pSpCas9(BB)-2A-GFP (рX458), любезно 
предоставленного Feng Zhang (Addgene # 48138) и об-
работанного эндонуклеазой рестрикции BbsI. Струк-
туру рекомбинантного участка проверяли путем сек-
венирования. В результате были получены плазмиды 
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pХ458_Aim2_1, px458_Aim2_2 и px458_Aim2_3, кодиру-
ющие sgRNA с комплементарными последовательно-
стями к разным участкам экзонов гена AIM2. Для про-
ведения трансфекции клеток плазмиды были выделе-
ны препаративно набором Plasmid DNA Purification Kit 
(Qiagen, США). Концентрацию ДНК в конечном рас-
творе определяли по оптической плотности при дли-
не волны 260 нм. Таким образом, были сконструиро-
ваны три CRISPR/Cas9 вектора, кодирующие sgRNA 
с комплементарными последовательностями на раз-
ные участки экзонов гена AIM2. 

Оценку эффективности функционирования по-
лученных плазмид проводили на модельных клетках 
HEK-293, которые трансфицировали с использованием 
набора реагентов Lipofectamine3000 (Thermoscientific, 
США), а наличие изменений в целевых областях ге-
номной ДНК подтверждали набором GeneArt™ 
Genomic Cleavage Detection Kit (ThermoScientific, 
США). В результате исследования для дальнейшей 
работы, как наиболее эффективный, был отобран век-
тор px458_Aim2_1. Этим вектором и были трансфи-
цированы клетки MCF7. Отбор клонов клеток линии 
MCF7 проводили с использованием флуоресценто-ак-
тивированного клеточного сортера (FACS), с последу-
ющим анализом целевого участка генома отобранных 
клеток. Для этого амплифицировали участок ДНК, 
содержащий адрес распознавания sgRNA Aim2_1, 
и определяли первичную последовательность полу-
ченных ПЦР-фрагментов на генетическом анализато-
ре ABIPrism3730xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, 
США). В результате анализа были отобраны клон B1, 

содержащий две делеции в области целевого двухце-
почечного разрыва, и клон F1, содержащий две раз-
личные мутации в двух цепях ДНК. Таким образом, 
на этом этапе работы было получено два клона клеток 
линии MCF7 с гомозиготно нокаутированным геном 
AIM2: amb_1 и amf_1. 

Нокаутирование культуры клеток MCF7  
по гену TLR9 (Gene ID: 54106)
Нокаут гена TLR9 проводили по схеме, аналогич-

ной вышеописанному нокауту для гена AIM2, но с ис-
пользованием праймеров, структуры которых приве-
дены ниже.

Олигонуклеотиды, использованные в работе при 
инактивации (нокауте) гена TLR9:

tlrg1f CACCGCGTGGTCTCATCGAGTGAG
tlrg2f CACCGCCGACAGGTCCACGTAGCGC
tlrg3f CACCGCCGCAAGACGCTGTTTGTGC
tlrg4f CACCGACTGGGTGTACAACGAGCTT
tlrg1r AAACCTCACTCGATGAGACCACGCC
tlrg2r AAACGCGCTACGTGGACCTGTCGGC
tlrg3r AAACGCACAAACAGCGTCTTGCGGC
tlrg4r AAACAAGCTCGTTGTACACCCAGTC
Олигонуклеотидные дуплексы: tlrg1f/ tlrg1r, tlrg2f/

tlrg2r, tlrg3f/tlrg3r, tlrg4f/tlrg4r клонировали в составе 
вектора pX458dg. Плазмида pX458dg сконструирована 
в лаборатории генной инженерии (ФГБУ ФНКЦ Фи-
зико-химической медицины ФМБА России), содер-
жит два участка для клонирования олигонуклеотидных 
дуплексов (рис. 1) и является модифицированной вер-
сией плазмиды рX458, любезно предоставленной Feng 

Рис. 1. Схема вектора pX458dg. BbsI и BsaI – сайты распознавания эндонуклеазами рестрикции для клонирования олигонуклеотидных дуплексов. 
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Zhang (Addgene # 48138). На первом этапе плазмидную 
ДНК обрабатывали эндонуклеазой рестрикции BbsI 
(Thermo, США) и клонировали олигонуклеотидные 
дуплексы tlrg1f/ tlrg1r и tlrg3f/tlrg3r. Полученные плаз-
миды назвали pX458dg_TLR_1 и pX458dg_TLR_3. Да-
лее, плазмиды обрабатывали эндонуклеазой рестрик-
ции BsaI (Thermo, США) и клонировали олигонукле-
отидные дуплексы tlrg2f/ tlrg2r и tlrg4f/tlrg4r.

Структуры рекомбинантных участков плазмид-
ной ДНК подтверждали секвенированием. Получен-
ные векторы назвали pX458dg_TLR_1_2 и px458dg_
TLR_3_4. Плазмиды были выделены и очищены на-
бором Plasmid DNA PurificationKit (Qiagen, США) для 
проведения трансфекции клеток. Таким образом, бы-
ли сконструированы два CRISPR/Cas9 вектора, содер-
жащие по две sgRNA, с комплементарными последо-
вательностями на разные участки экзонов гена TLR9. 
Клетки MCF7 трансфицировали с использованием 
набора реагентов Lipofectamine3000 (Thermoscientific, 
США) согласно инструкции фирмы-производителя. 
Для анализа клонов, после сортинга с помощью FACS, 
клетки нарабатывали и с использованием ПЦР по-
лучали фрагмент геномной ДНК, содержащий уча-
сток распознавания sgRNA TLR_1_2, TLR_3_4. Струк-
туру PCR-фрагментов анализировали на приборе 
ABIPrism3730xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, 
США). В результате анализа были отобраны четыре 
клона: G2, содержащий инсерцию в области двухце-
почечного разрыва гена TLR9, клоны H2,  1 и   3, не-
сущие две различные целевые мутации на двух цепях 
ДНК. Таким образом, было получено четыре клона 
клеток линии MCF7 с гомозиготно нокаутированным 
геном TLR9: MCF-7/ΔTLR9 (3); MCF-7/ΔTLR9 (G2); 
MCF-7/ΔTLR9 (1); MCF-7/ΔTLR9 (H2). 

Проточная цитометрия
Уровень экспрессии белков определяли мето-

дом проточной цитофлуориметрии (цитофлуориметр 
CyFlow PARTEC, Германия). Клетки промывали в рас-
творе Версена и обрабатывали 0,25% трипсином при 
контроле в световом микроскопе. Клетки переноси-
ли в пробирки Эппендорфа, промывали культураль-
ной средой, затем центрифугировали и суспендирова-
ли в PBS. Для количественного определения фоновой 
флуоресценции были проанализированы контроль-
ные клетки.

Окрашивание клеток различными антителами 
проводили следующим образом. Клетки фиксирова-
ли в 2% параформальдегиде (Сигма) при 37°C в те-
чение 10 мин, промывали три раза с 0,5% BSA-PBS 
и перемеабилизировали с 0,1% Тритон х-100 (Сигма) 
в PBS в течение 15 мин или в 70% этаноле при 4°C. По-

сле этого клетки были промыты три раза  0,5% BSA-
PBS и окрашены 1 мкг/мл соответствующих антител 
(Abcam) в течение 3 ч при 4°С. Затем снова промы-
вали 0,5% BSA-PBS и окрашивали 1 мкг/мл вторич-
ными FITC- или PE-конъюгированными антителами 
(Abcam) в течение 1 ч при 4°C, снова промывали триж-
ды с 0,5% BSA-PBS. 

Количественный анализ экспрессии генов
Уровень экспрессии генов в клетках оценивали 

методом ПЦР в реальном времени с использовани-
ем прибора StepOnePlus («AppliedByosystems», США) 
и с Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Об-
щую мРНК выделяли с помощью наборов Rneasy Mini 
(Qiagen, Германия), обрабатывали ДНКазой I и прово-
дили обратную транскрипцию с помощью набора об-
ратной транскриптазы (Sileks, Россия). Техническая 
ошибка составила ~2%. 

Список праймеров (Синтол, Россия) приведен 
в таблице. В качестве референсного гена использова-
ли ген TBP.

Статистика
Эксперименты повторяли не менее трех раз. Ста-

тистическую обработку проводили с использова-
нием программ Excel Microsoft Office, Statistica 6.0, 
StatGraph. Для анализа значимости наблюдаемых раз-
личий мы использовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни U.

Результаты

Влияние ГЦ-ДНК на транскрипционную 
активность генов и уровень экспрессии белков 
сенсоров нуклеиновых кислот  
в нокаутированных и интактной культурах 
раковых клеток MCF7

1. Интактная культура
Стимуляция интактных (не нокаутированных кле-

точных культур) фрагментами ГЦ-ДНК приводила 
к 4–8-кратному повышению транскрипционной актив-
ности генов сенсоров нуклеиновых кислот, включая RIG1 
(все р<0,001) (рис. 2A). Результаты, полученные при ис-
следовании уровня экспрессии белков ДНК-сенсоров, 
в основном соответствовали данным о транскрипцион-
ной активности соответствующих генов (рис. 2Б). 

2. Нокаутированные культуры AIM2 (-/-)
В клетках, нокаутированных по AIM2 (AIM2-/-), ко-

личество РНК-транскриптов TLR9 было приблизитель-
но в 9 раз выше, чем в интактных культурах клеток линии 
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MCF7 (р<0,001). Уровень экспрессии гена STING в AIM2-/-  
клетках повышался в 2,4 раза (p<0,01). В то же время уро-
вень экспрессии гена внутриклеточного РНК-сенсора 
RIG1 в AIM2-/- клетках был приблизительно в 3 раза ни-
же, чем в интактных культурах MCF7 (р=0,023).

В присутствии фрагментов ГЦ-ДНК транскрип-
ционная активность гена TLR9 снижалась в 1,9 раза 
(р<0,001). При этом уровни транскрипционной актив-
ности генов STING и RIG1 не претерпевали статисти-
чески значимых изменений. 

Таблица 

Олигонуклеотиды, использованные в работе (синтол, Россия)

Ген Прямой праймер F (5/-3/) Обратный праймер R (3/-5/)

AIM2 CAGAAATGATGTCGCAAAGCAA TCAGTACCATAACTGGCAAACAG

TLR9 CCCACCTGTCACTCAAGTACA GTGGCTGAAGGTATCGGGATG

STING CCAGAGCACACTCTCCGGTA CGCATTTGGGAGGGAGTAGTA

RIG1 GAGATTTTCCGCCTTGGCTAT CCGTTTCACCTCTGCACTGTT

NFkB CAGATGGCCCATACCTTCAAAT CGGAAACGAAATCCTCTCTGTT

MyD88 GGCTGCTCTCAACATGCGA TGTCCGCACGTTCAAGAACA

STAT3 GGGTGGAGAAGGACATCAGCGGTAA GCCGACAATACTTTCCGAATGC

STAT6 GTTCCGCCACTTGCCAATG TGGATCTCCCCTACTCGGTG

Рис. 2. Транскрипционная активность генов (А) и уровень экспрессии белков (Б) сенсоров нуклеиновых кислот в нокаутированных культурах 
раковых клеток MCF7.

Примечание: * − p<0,05 по сравнению с интактными не нокутированными клетками MCF7; + − p<0,05 по сравнению с культурами, не стимули-
рованными ГЦ-ДНК.

A

Б
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По сравнению с интактными клетками MCF7, 
уровень синтеза белка TLR9 в AIM2-/- культурах был 
повышен в 1,8 раза (р=0,028), уровень синтеза белка 
STING – в 3 раза (р<0,001). Нокаутированные куль-
туры, по сравнению с интактной, характеризовались 
высоким уровнем синтеза белка RIG1. Уровень этого 
белка был повышен в 9 раз (р<0,0001).

Стимуляция фрагментами ГЦ-ДНК не оказы-
вала существенного влияния на содержание белка 
TLR9 в AIM2-/- клетках, экспрессия белка STING так-
же не изменялась, но содержание белка RIG1 падало 
в 4,6 раза (р=0,0011). 

3. Нокаутированные культуры TLR9 (-/-)
В клетках, нокаутированных по TLR9 (TLR9-/-), 

транскрипционная активность гена AIM2 в 5 раз пре-
восходила соответствующий параметр в интактных 
культурах (р<0,001). Уровень экспрессии гена STING 
в TLR9-/- клетках повышался в 3,2 раза (р<0,01). Транс-
крипционная активность гена RIG1 в TLR9-/- культурах 
не отличалась от таковой в интактных клетках

В присутствии фрагментов ГЦ-ДНК транскрипци-
онная активность гена AIM2 в нокаутированной куль-
туре снижалась в 2,2 раза (р<0,001). При этом уровни 
транскрипционной активности генов STING и RIG1 
не претерпевали статистически значимых изменений. 

По сравнению с интактными клетками MCF7, уро-
вень синтеза белка AIM2 в TLR9-/- клетках был повы-
ше в 8 раз (р=0,003), уровень синтеза белка STING – 
в 6 раз (р<0,001). В то же время по сравнению с ин-
тактными клетками в TLR9-/- культурах уровень белка 
RIG1 был повышен в 4 раза (р=0,003). 

Уровень синтеза белка AIM2 в TLR9-/- клетках при 
добавлении к среде культивирования фрагментов ГЦ-
ДНК снижался в 2 раза (p=0,023). Присутствие в среде 
культивирования фрагментов ГЦ-ДНК не оказывало 
статистически значимых эффектов на уровень синте-
за белков STING и RIG1 в TLR9-/- клетках.

Влияние ГЦ-ДНК на транскрипционную 
активность генов и уровень синтеза белков 
нуклеарных факторов NFkB, STAT3 и STAT6,  
а так же гена адаптерного белка MyD88  
в нокаутированных и интактной культурах 
раковых клеток MCF7

1. Интактная культура
Стимуляция ненокаутированных клеточных куль-

тур фрагментами ГЦ-ДНК приводила к повышению 
транскрипционной активности генов NFkB и MyD88, 
а также STAT3 и STAT6, соответственно, в 13,0 и 8,2 
раза, а также в 5,2 и 2,8 раза (оба р<0,0001) (рис. 3А). 

Увеличение транскрипционной активности генов 
NFkB и STAT3 коррелировало с изменением уровня 
соответствующих белков (рис. 3Б). После добавления 
ГЦ-ДНК в ненокаутированные культуры MCF7 содер-
жание белков NFkB и STAT3 в клетках повышалось, со-
ответственно, в 2,0 и 2,2 раза (оба р<0,05).

2. Нокаутированные культуры AIM2 (-/-)
В культурах клеток MCF7, подвергшихся нокаути-

рованию по гену AIM2, по сравнению с интактными 
(ненокаутированными) клетками было отмечено су-
щественное повышение транскрипционной активно-
сти гена нуклеарного фактора NFkB, а также гена адап-
терного белка MyD88 (рис. 3А). Так, уровень транс-
крипционной активности гена NFkB в AIM2-/- клетках 
был в 3,8 раза выше, чем в интактных культурах MCF7 
(р<0,001). Транскрипционная активность гена MyD88 
в AIM2-/- культуре была повышена в 3,2 раза (р<0,001). 
Транскрипционная активность генов нуклеарных фак-
торов STAT3 и STAT6 в AIM2-/- клетках статистически 
не отличалась от таковой в интактной культуре. 

В AIM2-/- клетках, стимулированных ГЦ-ДНК, 
транскрипционная активность гена MyD88 умеренно 
возрастала (в 1,2 раза), а уровень транскрипционной 
активности гена NFkB не претерпевал существенных 
изменений. В присутствии фрагментов ГЦ-ДНК транс-
крипционная активность гена STAT6 в AIM2-/- культу-
рах снижалась в 1,7 раза по сравнению с ненокаутиро-
ванными клетками, в то время как уровень экспрессии 
гена STAT3 не претерпевал существенных изменений.

В AIM2-/- клетках количество белка NFkB было не-
много ниже, чем в интактных культурах, при этом ста-
тистически значимых различий обнаружено не было 
(см. рис. 3Б). Количество белка STAT3 было немного 
выше, чем в интактной культуре, при этом статисти-
чески значимых различий также не было обнаружено.

Содержание белка NFkB в нокаутированной куль-
туре, подвергшейся воздействию фрагментов ГЦ-ДНК, 
не претерпевало существенных изменений и было ста-
тистически значимо ниже количества NFkB в не нокау-
тированных клетках MCF7, стимулированных ГЦ-ДНК 
(р<0,05). Содержание белка STAT3 в клетках AIM2-/-, 
подвергшихся воздействию фрагментов ГЦ-ДНК, так-
же не претерпевало существенных изменений.

3. Нокаутированные культуры TLR9 (-/-)
В культурах клеток MCF7, подвергшихся нокаути-

рованию по гену TLR9, по сравнению с интактными 
(ненокаутированными) клетками было отмечено суще-
ственное повышение транскрипционной активности 
гена нуклеарного фактора NFkB, а также гена адаптер-
ного белка MyD88 (рис. 3А). Так, уровень транскрипци-
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онной активности гена NFkB в TLR9-/- клетках был, со-
ответственно, в 3,6 раза выше, чем в интактных культу-
рах MCF7, а транскрипционная активность гена MyD88 
была повышена в 3,7 раза (оба р<0,001). Транскрипци-
онная активность генов нуклеарных факторов STAT3 
и STAT6 в TLR9-/- клетках была статистически значи-
мо выше не только соответствующих параметров в ин-
тактных (ненокаутированных) культурах, но и в AIM2-/-  
клетках (оба p<0,05).

В присутствии фрагментов ГЦ-ДНК в TLR9-/- 
клетках уровень транскрипционной активности генов 
NFkB и MyD88 снижался, соответственно, в 1,5 и 2,0 
раза (оба р<0,01), транскрипционная активность гена 
STAT6 в TLR9-/- культуре снижалась в 6,4 раза по срав-
нению с не нокаутированными клетками, в то время 
как уровень экспрессии гена STAT3 не претерпевал су-
щественных изменений.

В TLR9-/- клетках уровень синтеза белка NFkB со-
ответствовал повышенной транскрипционной актив-

ности соответствующего гена (рис. 3Б). Сходным об-
разом, уровень синтеза белка STAT3 в TLR9-/- клетках 
был приблизительно в 5 раз выше не только уровня 
синтеза этого белка в ненокаутированных культурах, 
но и в AIM2-/- клетках (оба p<0,001).

Содержание белка NFkB в TLR9-/- клетках, под-
вергшихся воздействию фрагментов ГЦ-ДНК, не пре-
терпевало существенных изменений и было статисти-
чески значимо ниже количества NFkB в ненокаути-
рованных клетках MCF7, стимулированных ГЦ-ДНК 
(оба р<0,05). Аналогично, содержание белка STAT3 
в нокаутированных культурах, подвергшихся воздей-
ствию фрагментов ГЦ-ДНК, не претерпевало суще-
ственных изменений. Но, как видно на рисунке 3Б, 
содержание белка STAT3 в нестимулированных и сти-
мулированных TLR9-/- культурах было статистически 
значимо выше, чем уровень данного белка не только 
в ненокаутированных культурах MCF7, но и в AIM2-/-  
клетках.

Рис. 3. Исследование транскрипционной активности генов нуклеарных факторов NFκB, STAT3 и STAT6, а так же гена адаптерного белка MyD88 в 
нокаутированных культурах раковых клеток MCF7.

Примечание: *− p<0,05 по сравнению с интактными ненокаутированными клетками MCF7; + − p<0,05 по сравнению с культурами, не стимули-
рованными ГЦ-ДНК. 
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Обсуждение

Повышение транскрипционной активности 
генов ДНК-сенсоров в нокаутированных 
культурах клеток MCF7
Ранее нами было проведено исследование, в котором 

сообщалось, что фрагменты ГЦ-ДНК подавляют экс-
прессию AIM2 [15]. Было показано, что с увеличением 
экспрессии TLR9 заметно подавляется экспрессия гена 
внутрицитоплазматического рецептора AIM2. В этой же 
работе для изучения взаимосвязи уровней экспрессии 
этих двух генов ДНК-сенсоров мы использовали siRNA 
[15]. Было обнаружено, что при использовании siРНК, 
подавляющей экспрессию TLR9, значительно увеличи-
вались как транскрипционная активность гена AIM2, так 
и уровень накопления его белка. При этом нам не удалось 
выявить выраженный обратный эффект: использование 
siРНК, подавляющей экспрессию AIM2, не приводило 
к какому-либо существенному изменению экспрессии 
гена TLR9, но содержание белка TLR9 несколько увели-
чилось. В настоящей работе с использованием техноло-
гии редактирования генома CRISPR/Cas9 показано, что 
в клетках TLR9-/- существенно увеличивались как транс-
крипционная активность гена AIM2, так и уровень нако-
пления соответствующего белка. В клетках AIM2-/- мы на-
блюдали ту же картину: увеличивалась как транскрипци-
онная активность гена TLR9, так и уровень накопления 
соответствующего белка. Это позволяет подтвердить сде-
ланный нами ранее вывод о взаимосвязи экспрессии ге-
нов-рецепторов ДНК TLR9 и AIM2, а также отметить бо-
лее высокую информативную эффективность технологии 
системы редактирования генома CRISPR/Cas9 по срав-
нению с методикой РНК-итерференции экспрессии ге-
нов с использованием siРНК.

Стимуляция ГЦ-ДНК в интактных клетках по-
вышает экспрессию всех генов сенсоров нуклеино-
вых кислот. В то же время в нокаутированных клет-
ках при добавлении ГЦ-ДНК, напротив, наблюдается 
уменьшение транскрипционной активности гена TLR9 
в клетках AIM2-/-, и, соответственно, транскрипцион-
ной активности гена AIM2 в клетках TLR9-/- по сравне-
нию с нестимулированными нокаутированными куль-
турами. Эта же закономерность наблюдается и в уров-
нях накопления соответствующих белков.  

STING (stimulator of interferon genes) работает как 
в качестве прямого цитозольного ДНК-сенсора, так 
и в качестве адаптивного белка в интерфероне типа I, 
сигнализирующего через различные молекулярные ме-
ханизмы [32]. STING определен как центральная моле-
кула сигналинга врожденного иммунного ответа к ци-
тозольным нуклеиновым кислотам. STING опосредует 
выработку интерферона I типа в ответ на внутрикле-

точную ДНК и различные внутриклеточные патогены 
[33]. С момента своего открытия 12 лет назад STING-
сигнальный путь привлек пристальное внимание ве-
дущих клеточных биологов, биохимиков и структур-
ных биологов благодаря своим уникальным механиз-
мам активации и важному значению в канцерогенезе, 
процессах старении и аутоиммунитете [34]. STING-
сигнальный путь является важным врожденным им-
мунным сигнальным каскадом, ответственным за вос-
приятие аберрантной цитозольной двухцепочечной 
ДНК, которая является признаком рака и вирусной 
инфекции. В культурах, нокаутированных как по ге-
ну AIM2, так и по гену TLR9, значительно повыша-
лись как транскрипционная активность этого гена, так 
и уровень экспрессии белка по сравнению с интактной 
культурой. При этом добавление ГЦ-ДНК существен-
но не меняло эти два показателя. 

RIG-I (retinoic acid-inducible gene I) – рецептор ци-
тозольного распознавания, который инициирует врож-
денный противовирусный иммунитет путем обнаруже-
ния экзогенных вирусных РНК [35]. Хотя транскрип-
ционная активность гена RIG1 в клетках AIM2-/- была 
существенно ниже, а в клетках TLR9-/- практически 
не отличалась от таковой в интактных, но уровень син-
теза белка в обеих нокаутированных культурах был су-
щественно выше, чем в интактной. Стимуляция нокау-
тированных культур ГЦ-ДНК практически не изменяла 
ни транскрипционную активность этого гена, ни уро-
вень экспрессии белка. Лишь в клетках AIM2-/- уровень 
накопления белка RIG1 при этом существенно падал.

Таким образом, обнаруженное нами существен-
ное повышение транскрипционной активности генов 
ДНК-сенсоров в культурах клеток MCF7, подвергших-
ся нокаутированию по генам TLR9 и AIM2, по сравне-
нию с интактными (не нокаутированными) клетками 
несет, скорее всего, компенсаторный характер.

Исследование транскрипционной активности 
генов нуклеарных факторов NFkB, STAT3 и STAT6,  
а так же гена адаптерного белка MyD88
Транскрипционные факторы семейства NF-kB 

и STAT3 контролируют многочисленные физиологи-
ческие процессы, включая развитие, дифференциров-
ку, иммунитет, метаболизм, развитие и прогрессиро-
вание многих видов рака.

Активация и взаимодействие  STAT3 и NF-kB игра-
ют ключевую роль во взаимоотношениях между зло-
качественной клеткой и ее микроокружением, осо-
бенно с воспалительными/иммунными клетками, ко-
торые инфильтрируют опухоли [36]. В ответ на NF-kB 
в иммунных клетках опухолевого микроокружения 
экспрессируются цитокины, что приводит к актива-
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ции STAT3 как в злокачественных, так и в иммунных 
клетках [37]. 

В предыдущем исследовании было показано, что 
ГЦ-ДНК стимулирует TLR9/MYD88/NF-kB сигналь-
ный путь [15]. В настоящей работе мы еще раз подтвер-
дили это стимуляцией ненокаутированных клеточных 
культур фрагментами ГЦ-ДНК, что приводило к суще-
ственному повышению транскрипционной активности 
генов NFkB и MyD88, а также STAT3 и STAT6, а также 
к увеличению уровня экспрессии белков NFkB и STAT3.

В клетках по сравнению с интактными клетка-
ми было выявлено существенное повышение актив-
ности генов NFkB и MyD88, тогда как активность ге-
нов нуклеарных факторов STAT3 и STAT6 статистиче-
ски не отличалось от таковой в интактной культуре. 
При этом содержание белка NFkB и STAT3 в AIM2-/- 
культурах статистически не изменялось. При стимуля-
ции AIM2-/- клеток ГЦ-ДНК возрастала активность ге-
на MyD88, транскрипционная активность гена STAT6 
снижалась, а активность других исследуемых генов 
не претерпевала существенных изменений. При сти-
муляции ГЦ-ДНК содержание белков NFkB и STAT3 
в AIM2-/- клетках так же статистически не изменялось. 

При этом в TLR9-/- клетках так же отмечалось су-
щественное повышение транскрипционной активно-
сти гена нуклеарного фактора NFkB, а также гена адап-
терного белка MyD88 и генов нуклеарных факторов 
STAT3 и STAT6 по сравнению с интактной культурой. 
При стимуляции культур ГЦ-ДНК уровень транскрип-
ционной активности всех этих генов, кроме STAT3, 
значительно снижался. Уровни экспрессии белков 
NFkB и STAT3 в нокаутированных культурах соответ-
ствовали повышенной транскрипционной активности 
соответствующих генов, но при воздействии ГЦ-ДНК 
они существенно не изменялись. В присутствии фраг-
ментов ГЦ-ДНК в TLR9-/- клетках уровень транскрип-
ционной активности генов NFkB и MyD88 снижался, 
соответственно, в 1,5 и 2,0 раза (оба р<0,01), транс-
крипционная активность гена STAT6 в TLR9-/- культу-
ре снижалась в 6,4 раза по сравнению с не нокаутиро-
ванными клетками, в то время как уровень экспрессии 
гена STAT3 не претерпевал существенных изменений.

Таким образом, нокаутированные культуры TLR9-/-  
в отличие от интактных клеток реагируют на стимуля-
цию ГЦ-ДНК уменьшением транскрипционной актив-
ности генов нуклеарных факторов NFkB, STAT6, а так 
же гена адаптерного белка MyD88. 

Заключение

Ранее нами была выдвинута гипотеза о роли ГЦ-
богатых фрагментов вкДНК в развитии толерантности 

раковых клеток к проводимой терапии [15]. При по-
мощи технологии системы редактирования генома 
CRISPR/Cas9 были получены культуры клеток MCF7, 
нокаутированные по генам рецепторов TLR9 (TLR9-/-) 
и AIM2 (AIM2-/-), которые не экспрессировали нокаут-
ные гены, но характеризовались высокой перекрест-
ной транскрипционной активностью генов адапте-
ров нуклеиновых кислот, генов нуклеарных факторов 
и гена адапторного белка. Мы показали, что в отличие 
от интактных (ненокаутированных) клеточных куль-
тур, культуры MCF7 с «выключенными» рецепторами 
TLR9 и AIM2 отвечают на стимуляцию фрагментами 
ГЦ-ДНК снижением активности ряда сигнальных ка-
скадов, повышающих выживаемость раковых клеток. 
Данный факт показывает необходимость дальнейших 
исследований роли других генов, в том числе и на при-
мере линий клеток с нокаутами по TLR9 и AIM2, в пла-
не детализации механизмов отмеченных в данной ра-
боте эффектов по выживаемости раковых клеток.
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