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Цель исследования. Определить влияние GC-богатых фрагментов ДНК (GC-ДНК) на экспрессию маркерных генов ги-

поксии и окислительного стресса в клетках рака молочной железы MCF7, нокаутированных по генам TLR9 и AIM2, коди-
рующих внутриклеточные сенсорные молекулы ДНК.  

Материал и методы. Исследование проведено на интактных клетках MCF7, четырех клонах клеток MCF7, нокаутиро-
ванных по гену TLR9 (TLR9-/-), и двух клонах клеток MCF7, нокаутированных по гену AIM2 (AIM2-/-). Уровень экспрессии 
белков определяли методом проточной цитофлуориметрии. Уровень экспрессии генов определяли методом полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в реальном времени. 

Результаты. Нокаутные культуры MCF7, в отличие от интактных, отвечают на стимуляцию фрагментов GC-ДНК 
снижением оксидативного стресса и транскрипционной активности генов маркеров гипоксии, что приводит к увеличению 
выживаемости раковых клеток.  

Выводы. Доказана ключевая роль сенсоров ДНК TLR9 и AIM2 как триггеров, способствующих выживанию адаптив-
ных реакций злокачественных клеток на GC-обогащенные фрагменты ДНК опухолевого ландшафта. 
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ALTERATIONS OF OXIDATIVE STRESS AND HYPOXIA MARKER GENE 

EXPRESSION IN RESPONSE TO GC-ENRICHED DNA FRAGMENTS 
 

The purpose of this study was to determine the influence of GC-DNA on the expression of hypoxia and oxidative stress marker 
genes in breast cancer MCF7 cells knocked out for the TLR9 and AIM2 encoding intracellular DNA sensor molecules.  

Material and methods. The study was conducted on intact MCF7 cells, four clones of MCF7 cells knocked out by the TLR9 
gene (TLR9-/-), and two clones of MCF7 cells knocked out by the AIM2 gene (AIM2-/-). The protein expression was determined by 
flow cytofluorometry. The gene expression in cells was studied by real-time PCR. 

Results. The results of the study showed that knockout MCF7 cultures, in contrast to intact ones, respond to GC-DNA frag-
ments stimulation by reducing the oxidative stress and hypoxia marker genes transcriptional activity both resulted in increased sur-
vival of cancer cells.  

Conclusions. The key role of TLR9 and AIM2 DNA sensors as triggers of adaptive survival-promoting responses of malignant 
cells to the CG- DNA fragments originated from the tumor landscape has been proved. 

Key words: GC-DNA, cell line MCF7, gene regulatory networks. 
 
Циркулирующая внеклеточная ДНК 

(вкДНК) является потенциальным диагности-
ческим и прогностическим биомаркером при 
многих видах рака. Фрагменты циркулирую-
щей вкДНК высвобождаются как из тканей 
здоровых людей, так и из опухолевых клеток 
онкологических больных [1]. В недавних ис-
следованиях отмечалось, что вкДНК может 
стимулировать пролиферацию некоторых ра-
ковых клеток [2].  

Ранее нами были получены данные, что 
во вкДНК, выделенной из крови больных ра-
ком молочной железы, накапливаются фраг-
менты GC-богатой транскрибируемой области 
рибосомного повтора (рДНК), устойчивые к 
действию нуклеаз крови [3]. Кроме того, мно-
гократное увеличение количества копий рДНК 
в составе вкДНК наблюдается при процессах, 
сопровождающихся повышенным уровнем ги-
бели клеток, таких как хронические патологи-



61 

Медицинский вестник Башкортостана. Том 15, № 5 (89), 2020 

ческие состояния [4], хронические внешние 
повреждающие воздействия [5,6].  

ВкДНК, высвобождающаяся из стрессо-
вых, некротических или поврежденных кле-
ток, является эндогенным сигналом повре-
ждения, активирующим клетки врожденной 
иммунной системы [3,7]. Многие ДНК-
сенсоры служат рецепторами распознавания 
таких сигналов. Прежде всего, к ДНК-
сенсорам относят трансмембранный рецептор 
TLR9 (toll-like receptor 9), а также цитозоль-
ный рецептор AIM2 (absent in melanoma 2). 

Активация TLR9 повышает выживае-
мость раковых клеток путем активации сиг-
нального пути TLR9-MyD88-NF-kB, вызыва-
ющего блокаду апоптоза и усиление аутофа-
гии [7,8]. В то же время экспрессия AIM2 в 
опухолевых клетках выполняет противопо-
ложную роль, подавляя пролиферацию кле-
ток, а также повышая чувствительность к 
проводимой противоопухолевой терапии [9]. 

Данное исследование методически ос-
новано на экспериментальном нокауте обоих 
типов ДНК-сенсоров с целью их «выключе-
ния» из процессов регуляции транскрипцион-
ной активности генов. 

Целью работы было выяснение адап-
тивных реакций транскриптома злокачествен-
ных клеток на эффекты ГЦ-богатых фрагмен-
тов ДНК (GC-ДНК). В качестве маркерных 
адаптивных реакций генной активности опре-
деляли транскрипцию генов оксидативного 
стресса и гипоксии, экспрессия которых мо-
жет способствовать повышенной выживаемо-
сти раковых клеток при фармако- и радиоте-
рапии опухолей. 

Материал и методы 
В экспериментах in vitro использованы 

культивируемые клетки MCF7 (аденокарци-
номы молочной железы человека) из коллек-
ции клеточных культур ФГБНУ «МГНЦ». C 
помощью системы редактирования генома 
CRISPR/Cas9 был осуществлен нокаут генов, 
рецепторов TLR9 и AIM2, в клетках линии 
MCF7 и получено четыре клона клеток MCF7, 
нокаутированных по гену TLR9 (TLR9-/-), и 
два клона клеток MCF7, нокаутированных по 
гену AIM2 (AIM2-/-).  

Интактные и нокаутированные клетки 
культивировали в среде DMEM с 10% фе-
тальной телячьей сывороткой, 2 мл L-
глутамина, 100 мкг/мл стрептомицина и 100 
ед/мл пенициллина. Клетки MCF7 выращива-
ли в увлажненной атмосфере при 37°С в ат-
мосфере 5% СО2.  

В качестве источника GC-ДНК исполь-
зовали плазмидную ДНК (10197 п.н.), содер-

жащую последовательности рДНК (5836 п.н., 
73% ГЦ-пар), клонированные в сайт EcoRI 
вектора pBR322 (Sigma-Aldrich, США). Перед 
обработкой плазмидной ДНК клетки выращи-
вали в течение 24 ч в слайд-флаконах. GC-
ДНК добавляли в клеточную культуральную 
среду в конечной концентрации 50 нг/мл. 
Клетки культивировали в присутствии GC-
ДНК в течение трех часов. Эксперименты по-
вторяли не менее трех раз. 

Уровень экспрессии белков определяли 
методом проточной цитофлуориметрии (ци-
тофлуориметр CyFlow PARTEC, Германия). 

Уровень экспрессии генов в клетках 
оценивали методом ПЦР в реальном времени 
с помощью прибора StepOnePlus (Applied 
Byosystems, США), используя набор 
SybrGreen PCR Master Mix (Applied 
Biosystems, США). Общую мРНК выделяли с 
помощью наборов Rneasy Mini (Qiagen, Гер-
мания), затем обрабатывали ДНКазой I и 
проводили обратную транскрипцию с помо-
щью набора обратной транскриптазы (Си-
лекс, Россия). Техническая ошибка составля-
ла не более 2%.  

Статистическую обработку проводили с 
использованием программы Excel Microsoft 
Office, Statistica 6.0, StatGraph. Для сравнения 
полученных данных использовали U-
критерий Манна–Уитни. Данный параметр 
позволяет выявить различия между малыми 
выборками. Чем меньше значение критерия, 
тем вероятнее, что различия между значения-
ми параметра в выборках достоверны. 

Результаты 
Интактная культура клеток 
Стимуляция интактных (ненокаутиро-

ванных) клеточных культур фрагментами GC-
ДНК повышала транскрипционную актив-
ность генов NOX4 (в 2,6 раз), HMOX1 (в 2,9 
раз) и HIF1A (в 3,2 раза) р<0,01 во всех случа-
ях (см. рисунок 1А). Как видно из рисунка, 
повышению транскрипционной активности 
генов NOX4 и HIF1A соответствовало повы-
шение уровня соответствующих белков. Так, 
после добавления GC-ДНК в ненокаутиро-
ванные культуры MCF7 содержание белков 
NOX4 и HIF1A в клетках повышалось, соот-
ветственно, в 3,0 и в 2,2 раза (p<0,05 в обоих 
случаях) (см. рисунок 1Б). 

Уровень транскрипционной активности 
гена NRF2, кодирующего одноименный бе-
лок, который является ключевым регулятором 
антиоксидантного ответа, не зависел от сти-
муляции фрагментами GC-ДНК и был низок 
как в интактной культуре MCF7, так и в нока-
утированных клетках. 
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Рис. Транскрипционная активность генов, маркеров оксидативного стресса и гипоксии, в нокаутированных культурах клеток MCF7  
Примечание. Данные представлены в условных единицах; 1 – интактные клетки MCF7; 2 – TLR9-/- клетки MCF7 (нокаут по TLR9( 
3 – AIM2-/- клетки MCF7 (нокаут по AIM2); черные столбцы – необработанные клетки, серые столбцы – клетки через 3 часа после 
добавления GC-ДНК (50 нг/мл); *p <0,05 по сравнению с интактными клетками MCF7; +p<0,05 по сравнению с культурами, не 
обработанными GC-ДНК. 

 
Клетки TLR9-/- 
В культуре клеток MCF7, подвергшихся 

нокаутированию по гену TLR9, по сравнению с 
интактными (ненокаутированными) клетками 
было отмечено существенное повышение тран-
скрипционной активности генов NOX4 и HIF1A 
(см. рисунок 1А). Так, уровень транскрипцион-
ной активности гена NOX4 в TLR9-/- клетках 
был в 5,2 раза выше, чем в интактных культурах 
MCF7 (р<0,001). Транскрипционная активность 
гена HIF1A в TLR9-/- культурах была повышена 
в 2,7 раза (р<0,05). Транскрипционная актив-
ность гена HMOX1 в TLR9-/- клетках была зна-
чительно выше соответствующих параметров в 
интактных (ненокаутированных) (p<0,05). 

В TLR9-/--клетках в присутствии фраг-
ментов GC-ДНК уровни транскрипционной 
активности генов NOX4, HMOX1 и HIF1A 
существенно снижались – в 2,2, в 3,3 и в 1,6 
раза соответственно (все р<0,01).  

Уровень экспрессии белка NOX4 соот-
ветствовал повышенной транскрипционной 
активности соответствующего гена в TLR9-/- -
клетках (рис. 1Б). Содержание белка NOX4 в 
TLR9-/- культурах было в 10,2 раза выше, чем 
в интактных MCF7 (р<0,001). В TLR9-/- -
клетках уровень экспрессии белка HIF1A был 
повышен в 2,9 раза (р=0,045).  

При стимуляции GC-ДНК уровень экс-
прессии белка HIF1A в этих клетках снижался 
в 4,1 раза, а уровень экспрессии белка NOX4 
не претерпевал существенных изменений. 

Клетки AIM2-/- 
В клетках AIM2-/- по сравнению с ин-

тактными (ненокаутированными) клетками 
было отмечено существенное повышение 

транскрипционной активности генов NOX4 и 
HIF1A (см. рисунок 1А). Так, уровень тран-
скрипционной активности гена NOX4 был в 
2,9 раза выше, чем в интактных культурах 
MCF7 (р<0,001). Транскрипционная актив-
ность гена HIF1A в AIM2-/- культурах была 
повышена в 1,4 раза (р<0,05). Транскрипцион-
ная активность гена HMOX1 практически не 
отличалась от таковой в интактных культурах. 

В AIM2-/- -клетках, стимулированных 
GC-ДНК, транскрипционная активность генов 
NOX4 и HIF1A существенно не изменялась, а 
транскрипционная активность гена HMOX1 
характеризовалась тенденцией к некоторому 
возрастанию (в 1,5 раза, p=0,065).  

Уровень экспрессии белка NOX4 соот-
ветствовал повышенной транскрипционной 
активности соответствующего гена в AIM2-/- -
клетках (рис. 1Б). Содержание белка NOX4 в 
AIM2-/- культурах было в 6,7 раза выше, чем в 
интактных MCF7 (р<0,001). В то же время 
содержание белка HIF1A не отличалось от 
такового в интактных MCF7. 

При стимуляции GC-ДНК уровень экс-
прессии белка HIF1A в нокаутированных 
клетках снижался в 2,4 раза, а уровень экс-
прессии белка NOX4 не претерпевал суще-
ственных изменений. 

Обсуждение 
Окислительный стресс тесно связан с 

возникновением и развитием различных забо-
леваний, таких как рак, сахарный диабет, сер-
дечно-сосудистые и инфекционные заболева-
ния. В нашем исследовании мы изучали изме-
нения экспрессии генов, маркеров оксидатив-
ного стресса (NRF2 и NOX4), и гипоксии 
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(HMOX1 и HIF1A) в клетках рака молочной 
железы MCF7, интактных и нокаутированных 
по генам ДНК-сенсоров TLR9 или AIM2 под 
воздействием GC-ДНК.  

Известно, что недостаточность кислоро-
да в тканях, развивающаяся при гипоксических 
патологических состояниях (сепсис, ишемия 
жизненно важных органов, рак) может приво-
дить к молекулярным и даже генетическим 
изменениям в клетках [10]. В злокачественных 
клетках гипоксия может способствовать про-
грессированию опухоли и возникновению ре-
зистентности к химио- и радиотерапии [11]. 
HIF-1 – ген-маркер гипоксии, активирует тран-
скрипцию генов, которые участвуют в канце-
рогенезе, контролируя ангиогенез, выживание 
клеток (включая наиболее злокачественные – 
стволоподобные клетки рака), метаболизм 
глюкозы, инвазию и метастазирование [12]. 
При многих типах рака, например, при 
глиобластоме, наблюдается гиперэкспрессия 
HIF-1 [12]. Чрезмерная экспрессия при таких 
типах рака, как глиобластома, характерна и для 
гена HMOX1 [13]. Еще один ген, экспрессия 
которого изменялась в нашем исследовании 
под влиянием GC-ДНК – NOX4, вносит вклад 
в геномную нестабильность при раке у челове-
ка на основе его способности конститутивно 
генерировать Н2О2 [14].  

В нашем исследовании при добавлении 
GC-ДНК к интактным клеткам наблюдалось 
значительное увеличение экспрессии всех трех 
генов, при этом содержание белков NOX4 и 
HIF1A коррелировало с высоким уровнем тран-
скрипции соответствующих генов. Во всех 
культурах MCF7 c нокаутом генов TLR9 или 
AIM2 экспрессия этих генов значительно по-
вышалась в 1,2–5 раз по сравнению с интакт-
ными клетками (во всех случаях p<0,05). Одна-
ко стимуляция фрагментами GC-ДНК в нокаут-
ных клетках TLR9-/- вызывала снижение тран-
скрипционной активности этих генов в 1,6–3,3 
раза (p<0,05 во всех случаях) и не оказывала 
существенного влияния на транскрипционную 
активность этих генов в клетках AIM2-/-. 

NRF2 является главным регулятором 
окислительно-восстановительного гомеостаза 

и обеспечивает клеточную защиту от окисли-
телей и электрофилов, индуцируя экспрессию 
широкого спектра цитопротекторных генов 
фазы II [15]. Однако ряд данных свидетель-
ствует о том, что NRF2 может способствовать 
развитию химио- и радиорезистентности опу-
холей, а его высокая экспрессия коррелирует 
с плохим прогнозом для пациентов при раке 
[15]. В нашей работе уровень транскрипцион-
ной активности данного гена не зависел от 
стимуляции фрагментами GC-ДНК и был ни-
зок как в интактной культуре клеток, так и в 
нокаутированных по любому из обоих генов. 

Заключение 
Таким образом, исследование показало, 

что нокаутированные по генам TLR9 и AIM2 
культуры MCF7, в отличие от интактных кле-
ток, отвечают на стимуляцию фрагментами 
GC-ДНК снижением транскрипционной ак-
тивности маркерных генов оксидативного 
стресса и гипоксии, повышенная экспрессия 
которых усиливает выживаемость раковых 
клеток. Данные результаты вносят суще-
ственный вклад в понимание взаимосвязи та-
кого фактора опухолевого ландшафта, как 
GC-ДНК и сигнальных каскадов, контролиру-
емых генами антиоксидантного ответа и ги-
поксии в опухолевых клетках. Полученные 
данные служат обоснованием для разработки 
средств стратегии целенаправленного воздей-
ствия на механизмы развития резистентности 
раковых клеток к проводимой терапии, ис-
пользуя в качестве молекулярных мишеней 
сенсорные молекулы TLR9 и AIM2. 
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