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ДНК-праймаза/ДНК-полимераза человека PrimPol синтезирует ДНК-праймеры de novo после 
остановки репликации в повреждённых участках ДНК, повышая толерантность клеток к повреж-
дениям. Вклад PrimPol в ответ на конкретные типы ДНК-повреждений до конца неясен. В работе 
были получены клетки карциномы лёгкого А549 с нокаутом гена PRIMPOL, и охарактеризован их 
ответ на повреждения ДНК, вызванные перекисью водорода, метилметансульфонатом, циспла-
тином, блеомицином и ионизирующим излучением. Нокаут PRIMPOL снизил количество ДНК-
реплицирующих клеток и клеток в G2-фазе клеточного цикла после обработки метилметансульфо-
натом, а также вызвал более выраженную, по сравнению с клетками дикого типа, задержку в S-фа-
зе в ответ на воздействие цисплатина. Значимое повышение доли апоптозных клеток отмечалось 
у PRIMPOL−/− клеток в ответ на ионизирующее излучение в дозе 10 Гр, тогда как доля подвержен-
ных некроптозу клеток значительно повышалась как в родительских, так и в нокаутных клетках 
при любой дозе облучения. В условиях окислительного стресса, стимулированного перекисью во-
дорода, нокаут PRIMPOL повысил жизнеспособность клеток, измеренную методом метилтетра-
золиевого теста (МТТ). Полученные данные указывают на участие PRIMPOL в модулировании 
стресс-адаптивных реакций на различные типы генотоксического стресса.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: репликация, повреждения ДНК, толерантность к повреждениям, апоптоз, PrimPol, 
праймаза, нокаутные клеточные линии.
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Принятые сокращения: ДНКП  – ДНК-полимераза; 
ММС  – метилметансульфонат; МТТ  – метилтетразо-
лиевый тест; PBS – phosphate-buffered saline, фосфатно-
солевой буфер; PI – йодид пропидия; PrimPol – primase-
polymerase, праймаза-полимераза.
* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

ДНК в клетке постоянно подвергается по-
вреждениям со стороны внутриклеточных ме-
таболитов и таких внешних агентов, как лекар-
ственные средства или техногенные загрязни-
тели  [1]. Системы репарации клетки успешно 

исправляют повреждения ДНК, однако не все-
гда успевают удалить повреждения до начала 
репликации. При столкновении высокоточных 
репликативных ДНК-полимераз (ДНКП) с по-
вреждённым нуклеотидом в лидирующей цепи 
может происходить остановка репликации. 
В таких случаях запускаются процессы, обес-
печивающие толерантность клетки к повреж-
дениям ДНК, главную роль в которых играет 
синтез ДНК на повреждённом участке при 
участии специализированных ДНКП – транс-
лезионный синтез (от англ. translesion – через 
повреждение). В ходе транслезионного синте-
за происходит переключение с высокоточных 
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репликативных ДНКП на специализирован-
ные ДНКП Y-семейства (Pol ι, Pol η, Pol κ, 
Rev1) и В-семейства (Pol ζ), которые эффек-
тивно включают нуклеотиды напротив пов-
реждённых участков ДНК [2–4].

Восстановление движения репликативной 
вилки также может быть осуществлено за счёт 
инициации новой репликативной вилки в 
участке, расположенном далее по ходу от пов-
реждённого участка ДНК, с последующим за-
полнением оставшейся бреши. На отстающей 
цепи данную функцию выполняет комплекс 
Pol α–праймаза, на лидирующей цепи – прай-
маза-полимераза PrimPol, впервые описанная 
в 2013 г. [5–7]. PrimPol относится к суперсе-
мейству архейно-эукариотических праймаз, её 
ортологи обнаружены у многих эукариот [8]. 
PrimPol обнаружена не только в ядре, но и 
в митохондриях [5].

PrimPol синтезирует ДНК-праймеры de novo, 
осуществляя перезапуск репликации в ядре и 
митохондриях после повреждённых участков 
ДНК или вторичных структур – G-квадру-
плексов и R-петель  [9–16]. Также PrimPol де-
монстрирует свойства транслезионной ДНКП, 
эффективно включая нуклеотиды напротив ря-
да небольших повреждений ДНК, в том чис-
ле 8-оксогуанина, О6-метилгуанина, 5-формил-
урацила и апурин-апиримидиновых сайтов 
in vitro [17–19]. In vitro PrimPol также достаточ-
но эффективно включает комплементарные 
dCMP напротив внутрицепочечной цисплати-
новой сшивки G^G [20].

Делеция гена PRIMPOL в клеточной ли-
нии мышиных эмбриональных фибробластов 
приводит к замедлению репликации ядерной 
и митохондриальной ДНК в физиологических 
условиях и вызывает чувствительность к ря-
ду генотоксичных агентов: ультрафиолетовому 
из лучению, метилметансульфонату, гидрокси-
мочевине, бенз[a]пирену  [10, 14, 15, 21–24]. 
Накапливаются данные о возможном участии 
PrimPol в репликации ДНК после обработки 
клеток цисплатином и другими химиотера-
певтическими препаратами [9, 13, 20]. PrimPol 
защищает клетки от митохондриальной цито-
токсичности, вызванной антиретровирусной 
терапией нуклеозидным ингибитором тенофо-
виром (побочным эффектом препарата явля-
ется ингибирование митохондриальной ДНКП 
Pol γ и репликации мтДНК) [25]. Однако кон-
кретные функции PrimPol в клетке и роль фер-
мента в защите клеток от разных типов пов-
реждений ДНК всё ещё остаются неясными. 
Не исследована роль PrimPol в ответе клеток на 
окислительный стресс. Получены противоречи-
вые данные о роли PrimPol в репликации ДНК 

в физиологических условиях и в ответе клеток 
на повреждения, индуцированные алкилирую-
щими соединениями или УФ-излучением.

Целью работы является анализ влияния 
нокаута гена PRIMPOL на адаптивные реакции 
опухолевых клеток в ответ на генотоксический 
стресс, вызванный ДНК-повреждающими аген-
тами разной природы. Была получена модель-
ная линия клеток карциномы лёгкого А549 с 
нокаутированным геном PRIMPOL, и изучен 
ответ этих клеток на ионизирующее излучение 
и повреждающие ДНК соединения с разным 
механизмом действия: метилметансульфонат, 
перекись водорода, цисплатин и блеомицин.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная линия. Клетки линии аденокар-
циномы лёгких человека А549 культивировали 
в среде DMEM с высоким содержанием глю-
козы GlutaMAX™ Supplement («Gibco», США) 
или аналоге (кат. номер С410п) от «ПанЭко» 
(Россия), 10%-ной (v/v) фетальной бычьей 
сы воротки («Gibco»), 100 ед./мл пенициллина 
и 100 ед./мл стрептомицина («ПанЭко») при 
37 °С и 5% СО2.

Получение клеток А549, нокаутных по гену 
PRIMPOL. Нокаут гена PRIMPOL производи-
ли с помощью системы CRISPR/Cas9 и век-
тора pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458; плазмида 
любезно предоставлена Ф. Чжаном; Addgene 
#48138; https://n2t.net/addgene:48138; RRID: 
Addgene_48138). Эффективность внесения ин-
серций и делеций в полученном моноклоне ана-
лизировали с помощью методов TIDE (Track -
ing of Indels by Decomposition) и RFLP (Re-
stric tion Fragment Length Polymorphism, поли-
морфизм длин рестрикционных фрагментов) 
(рис. П1 Приложения). Экспрессию PrimPol в 
клетках проверяли методом белкового имму-
ноблоттинга. Получение нокаутной клеточной 
линии подробно описано в Приложении.

Обработка клеток повреждающими ДНК 
препаратами. Клетки высевали в количестве 
5000 на лунку 96-луночного планшета для ана-
лиза с помощью МТТ (метилтетразолиевый 
тест), 1000 на лунку 384-луночного планшета 
для исследования пролиферации и 400 000 на 
лунку 6-луночного планшета при оценке рас-
пределения по фазам клеточного цикла. Цис-
платин («Sigma-Aldrich», США) добавляли в 
диапазоне концентраций 0,5–20 мкМ и инку-
бировали в течение 48 ч. Метилметансульфонат 
(ММС) («Sigma-Aldrich») добавляли в диапа-
зоне концентраций 0,1–1 мМ и инкубировали 
в течение 24 ч. Блеомицин («VeroPharm», Рос-
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сия) добавляли в диапазоне концентраций 
0,01–1  мг/мл (7–700  мкМ) и инкубировали в 
течение 48 ч. Н2О2 («Самарамедпром», Россия) 
добавляли в диапазоне концентраций 0,2–
30 мМ и инкубировали в течение 60 мин. Для 
анализа фаз клеточного цикла клетки обраба-
тывали 10 мМ H2O2 в течение 60 мин, 540 мкМ 
ММС в течение 24 ч, 200 мкг/мл (140 мкМ) 
блеомицина в течение 48 ч или 10 мкМ цис-
платина в течение 48 ч.

Облучение клеток. Клетки, находящиеся 
в экспоненциальной фазе роста, облучали при 
комнатной температуре на рентгеновской био-
логической установке РУБ РУСТ-М1 (Россия) в 
дозах 2 и 10 Гр при мощности дозы 0,85 Гр/мин. 
После облучения клетки инкубировали в стан-
дартных условиях при 37 °C и 5% CO2.

Оценка жизнеспособности клеток. Жизне-
способность клеток оценивали методом МТТ, 
который основан на NAD(P)H-зависимом вос-
становлении 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромида и отражает сум-
марную метаболическую активность клеток. 
В лунки с клетками вносили раствор МТТ 
до конечной концентрации 0,5 мг/мл и инку-
бировали в течение 2,5  ч при 37 °С и 5% СО2. 
Формирование нерастворимых кристаллов фор-
мазана контролировали визуально под микро-
скопом, после чего аккуратно удаляли среду 
и добавляли ДМСО для растворения кри-
сталлов. Оптическую плотность оценивали 
при длине волны 540  нм против референсной 
620 нм на планшетном ридере CLARIOstar 
(«BMG Labtech», Германия). Жизнеспособ-
ность определяли по оптической плотности 
образца относительно контроля (необработан-
ных клеток), выраженной в процентах. Значе-
ние для контрольных необработанных клеток 
принимали за 100%.

Определение доли ДНК-реплицирующих 
клеток (пролиферативная активность). В лун-
ки с клетками вносили раствор 5-этинил-2′-
дезоксиуридина (ЕdU) до конечной концен-
трации 10 мкМ и инкубировали в течение 
2,5 ч при 37 °С и 5% СО2. Затем клетки про-
мывали фосфатно-солевым буфером (PBS) и 
вносили фиксирующий раствор, содержащий 
2% параформальдегида и 5 мкг/мл красите-
ля Hoechst 33342 в PBS. Клетки инкубирова-
ли в течение ночи при 4 °С, промывали PBS и 
вносили раствор 1 мМ CuSO4, 20 мМ Tris-HCl 
(рН 8,5), 2  мкМ красителя Alexa Fluor™ 488 
azide, 0,5%-ный Triton Х-100 и 50 мМ аскорби-
новой кислоты для окрашивания EdU, вклю-
чённого в ДНК. После окрашивания лунки 
промывали PBS и анализировали на установке 
ImageXpress Micro XL High-Content Screening 

System. Пролиферативную активность счита-
ли по отношению флуоресцирующих клеток к 
общему числу клеток в образце, выраженному 
в процентах. Значение для контрольных необ-
работанных клеток принимали за 100%.

Анализ клеточного цикла. Распределение 
популяции клеток по фазам клеточного цикла 
оценивали с помощью проточной цитометрии 
после окраски ДНК иодидом пропидия (PI). 
Клетки снимали с планшета, отмывали в ре-
суспендирующем буфере (PBS + 2% (v/v) фе-
тальной бычьей сыворотки + 0,1% (v/v) БСА) 
и фиксировали 70%-ным (v/v) этанолом во льду 
в течение 2 ч. Далее клетки промывали хо-
лодным PBS, добавляли свежеприготовленный 
окрашивающий раствор (50 мкг/мл PI в PBS + 
+ 3,8 мМ цитрат натрия + 5 мкг/мл РНКазы А) 
и инкубировали в течение ночи при 4 °С. 
На следующий день клетки анализировали на 
проточном цитофлуориметре BD FACSCalibur 
(«BD Biosciences», США). Полученные данные 
обрабатывали в программе FlowJo 10.18.1.

Анализ апоптоза. Для анализа апоптоти-
ческой гибели клеток использовали коммер-
ческий набор «FITC Annexin V/Dead Cell Apop-
tosis Kit with FITC annexin V and PI, for Flow 
Cytometry» («Invitrogen», США). Окрашивание 
клеток проводили в соответствии с протоко-
лом производителя. Через 24 ч после облуче-
ния клетки снимали с поверхности и про-
мывали холодным PBS. 5 мкл аннексина V и 
1 мкл PI (100 мкг/мл) добавляли в суспензию, 
содержащую 106 клеток. Клетки инкубировали 
15 мин при комнатной температуре и анали-
зировали на проточном цитофлуориметре BD 
FACSCalibur («BD Biosciences»). Для каждого 
образца зарегистрировали в общей сложности 
50 000 событий. Анализ результатов проводил-
ся с помощью программного обеспечения BD 
CellQuest Pro 5.1.

Иммунофлуоресцентный анализ фокусов бел-
ков репарации двуцепочечных разрывов ДНК. 
Чувствительность к радиации оценивали по ко-
личеству радиационно-индуцированных фо-
кусов через 1, 4, 6 и 24 ч после облучения дозой 
2 Гр. Клетки высаживали на покровные стёкла 
и после облучения фиксировали 4%-ным пара-
формальдегидом в течение 20 мин при комнат-
ной температуре. Затем клетки пермеабилизи-
ровали 0,3%-ным Triton X-100 в PBS (рН 7,4), 
содержащем 2% БСА для блокирования неспе-
цифического связывания антител. Слайды ин-
кубировали с мышиными моноклональными 
антителами к белку γН2АХ (разведение 1 : 200, 
Anti-phospho Histone H2A.X (Ser139) Antibody, 
«Merck Millipore», США) и кроличьими по-
ликлональными антителами к белку RAD51 
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(разведение 1 : 200, «Merck Millipore») в тече-
ние 1 ч при 22 °С. После промывания клетки 
инкубировали при 22 °С в течение 1 ч со вто-
ричными антителами, конъюгированными 
с флуорохромом Alexa Fluor 555 (разведение 
1 : 1000, Goat Anti-Mouse IgG (H + L), «Merck 
Millipore») и с Alexa Fluor 488 (разведение 
1 : 500, Goat Anti-Rabbit IgG (H + L), «Merck 
Millipore»). Для окраски ДНК и предотвраще-
ния фотовыцветания использовали содержа-
щую DAPI заключающую среду ProLong Gold 
(«Life Technologies», США). Визуализацию, 
документирование и обработку иммуноцито-
химических микроизображений осуществляли 
при помощи люминесцентного микроскопа 
Eclipse NiU («Nikon», Япония), оснащённого 
видеокамерой высокого разрешения ProgRes 
MFcool («Jenoptik AG», Германия), с исполь-
зованием наборов светофильтров DAPI (воз-
буждение 340–380 нм, эмиссия 435–485 нм), 
B-2E/C (возбуждение 465–495 нм, эмиссия 
515–555  нм) и Y-2E/C (возбуждение 540–
580 нм, эмиссия 600–660  нм). Анализировали 
не менее 200 клеток на каждую временную точ-
ку. Для подсчёта количества фокусов γН2АХ 
и RAD51 использовали программу Focicounter 
(http://focicounter.sourceforge.net/).

Статистический анализ. Все эксперименты 
проводили в нескольких экспериментальных 
повторностях (выполнены в разные дни с ис-
пользованием независимых пассажей клеток и 
разведений ДНК-повреждающих препаратов) и 
двух-трёх измерительных (дублирующие лунки 
на одном планшете). Для каждой из точек рас-
считывали среднее арифметическое и стандарт-
ную ошибку среднего. Достоверность различий 
определяли с помощью непараметрическо-
го критерия Манна–Уитни. Расчёты проводили 
c помощью Microsoft Excel и GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В настоящей работе была получена и фено-
типически охарактеризована клеточная линия 
карциномы лёгкого человека А549, нокаутная 
по гену PRIMPOL.

Ответ клеток А549 PRIMPOL−/− на гено-
токсический стресс. В работе впервые изучено 
действие нокаута PRIMPOL в ответе клеток на 
окислительный стресс. Для исследования от-
вета нокаутных клеток на повреждения ДНК в 
условиях генотоксического стресса клетки об-
рабатывали алкилирующим агентом ММС или 
перекисью водорода. В отсутствие повреждаю-
щих агентов нокаут PRIMPOL существенно 
не влиял на распределение клеток в культуре 

по фазам клеточного цикла (рис. 1). Нокаут 
PRIMPOL также не влиял на жизнеспособность 
клеток, измеренную методом МТТ, и долю 
ДНК-реплицирующих клеток. Однако были от-
мечены статистически значимые эффекты влия-
ния нокаута PRIMPOL на жизнеспособность 
клеток после обработки перекисью водорода и 
долю ДНК-реплицирующих клеток после об-
работки ММС (рис. 2, а).

Перекись водорода вызывала небольшое 
(в 1,4  раза) сокращение фракции PRIMPOL−/− 
клеток в фазе G2 (р < 0,05), а также тенденцию 
к повышению количества клеток в фазе G1 и 
падению количества клеток в фазе  S клеточ-
ного цикла (рис.  1). Однако изменения в G1- 
и S-фазах не достигли статистической досто-
верности. Наблюдалось связанное с дозой сни-
жение количества ДНК-реплицирующих кле-
ток (включения EdU), более выраженное в 
клетках с нокаутом гена PRIMPOL, но также 
не достигшее статистической достоверности 
(p = 0,09 при 0,25 мМ H2O2) (рис. 2, б). При 
этом жизнеспособность клеток PRIMPOL−/−, 
измеренная методом МТТ, оказалась достовер-
но дозозависимо выше по сравнению с роди-
тельскими клетками (рис. 2, а).

ММС вызвал практически равное сниже-
ние фракции родительских клеток в фазе G1 
и повышение фракций клеток в S- и G2-фазах 
клеточного цикла (рис. 1). При этом нокаут 
PRIMPOL почти в два раза снизил процент 
клеток в фазе G2 после обработки 540 мкМ 
MMC (р < 0,05) и привёл к появлению выра-
женной субпопуляции G1-клеток, содержащей 
фрагментированную ДНК и соответствующей 
клеткам, подвергшимся апоптотической гибе-
ли (рост с 2,4 до 5,5%, р < 0,05) (рис. 1).

Нокаут PRIMPOL не влиял на жизнеспособ-
ность клеток, обработанных ММС, по данным 
МТТ-теста (рис. 2, а), значительно снижая до-
лю ДНК-реплицирующих клеток в диапазо-
не концентраций свыше 400 мкМ (рис. 2, б). 
По сравнению с родительскими клетками 
при низких концентрациях (200–300 мкМ) 
ММС наблюдалось значительное увеличе-
ние количества ДНК-реплицирующих кле-
ток PRIMPOL−/−. Это может быть связано с 
запуском альтернативных механизмов толе-
рантности к повреждениям, восстанавливаю-
щих скорость репликации (транслезионного 
синтеза, репарации), но ростом доли клеток 
с не завершённой полностью репликацией в 
фазе S. При большом количестве поврежде-
ний в отсутствии PrimPol-зависимого репрай-
минга альтернативные механизмы, вероятно, 
не справляются, что приводит к тотальному 
подавлению репликации.



ГРОМОВА и др.2344

БИОХИМИЯ том 88 вып. 11 2023

Рис. 1. Анализ распределения клеток по фазам клеточного цикла с помощью проточной цитометрии. Указаны процен-
ты клеток, находящихся в G1-, S- и G2-фазах клеточного цикла. G1-, S- и G2-фазы показаны фиолетовым, жёлтым 
и зелёным соответственно. Субпопуляция G1-клеток, соответствующая фрагментированной ДНК и апоптотическим 
клеткам, отмечена «АП». PP+/+ и PP−/−  – клетки дикого типа и клетки PRIMPOL−/− соответственно. Для обработки 
использовали концентрации ДНК-повреждающих агентов, при которых погибало 40–60% клеток. Эксперименты 
выполнены в трёх экспериментальных и двух измерительных повторностях

Чувствительность клеток А549 PRIMPOL−/− 
к химиотерапевтическим препаратам. В каче-
стве химиотерапевтических препаратов были 
выбраны цисплатин, вызывающий внутри- и 
межцепочечные сшивки ДНК [26, 27], и блео-
мицин, стимулирующий образование двуцепо-
чечных разрывов ДНК [28]. Нокаут PRIMPOL 
не оказал значительного влияния на жизне-
способность клеток (рис. 2, а) и распределение 
клеток в фазах клеточного цикла (рис. 1) при 
однократных обработках блеомицином. На-
блюдалась лишь незначительная задержка кле-
ток в фазе S (с 12,3 до 15,1%, p < 0,05) (рис. 1).

Нокаут PRIMPOL также существенно не по-
влиял на жизнеспособность и количество ДНК-
реплицирующих клеток, однократно обрабо-
танных цисплатином (рис. 2, а, б), однако ока-
зал более существенное влияние на клеточ-
ный цикл (рис. 1). Обработка цисплатином 
ожидаемо привела к аресту клеток дикого типа 
в S- и G2-фазах клеточного цикла, что объ-
ясняется подавлением репликации. При этом 
задержка PRIMPOL−/− клеток в S-фазе была 
более выражена по сравнению с клетками ди-
кого типа (соотношение S/G2 возросло с 1,3 

до 4,6, p < 0,05). Таким образом, цисплатин 
одинаково резко подавлял ДНК-синтетиче-
скую активность родительских и нокаутных 
клеток, но отсутствие PrimPol дополнительно 
препятствовало завершению репликации.

Чувствительность клеток А549 PRIMPOL−/− 
к ионизирующему излучению. Среди повреж-
дений ДНК, вызываемых ионизирующим из-
лучением, основную опасность представляют 
двуцепочечные разрывы. Один из наиболее 
чувствительных и широко используемых мар-
керов двуцепочечных разрывов ДНК – число 
фокусов корового гистона Н2АХ, фосфорили-
рованного по остатку Ser139 (γН2АХ). Оценка 
числа двуцепочечных разрывов ДНК прово-
дилась с помощью иммуноцитохимического 
анализа фокусов γН2АХ в течение 24  ч после 
облучения в дозе 2 Гр (рис. 3, а, б). Макси-
мальное число фокусов наблюдалось через 
1 ч после облучения, и через 24 ч их количе-
ство возвращалось к исходному уровню (вслед-
ствие репарации двуцепочечных разрывов). 
Нокаут PRIMPOL вызвал небольшое (на ~14%), 
но статистически значимое увеличение чис-
ла фокусов γН2АХ, по сравнению с клетками 
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Рис. 2. Анализ жизнеспособности клеток. а – Жизнеспособность клеток, определённая методом МТТ. ОП – оптиче-
ская плотность. б – Доля ДНК-реплицирующих клеток, определённая по включению ЕdU в de novo синтезированную 
цепь ДНК. * p < 0,05. Значения стандартных ошибок данных при анализе включения EdU в нокаутных клетках после 
обработки ММС составляют менее 2% и не отображаются на графике. Анализ жизнеспособности проводили в четырёх 
экспериментальных и трёх измерительных повторностях. Определение доли ДНК-реплицирующих клеток проводили 
в двух экспериментальных и трёх измерительных повторностях

дикого типа (p < 0,05), через 1 ч после воздей-
ствия ионизирующим излучением (рис. 3, а, б). 
Однако в клетках дикого типа и нокаутных 

клетках наблюдалась сходная кинетика дегра-
дации фокусов γН2АХ. Важно отметить, что 
клетки PRIMPOL−/− демонстрировали более 
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Рис. 3. Оценка чувствительности клеток А549 к ионизирующему излучению. а – Оценка количества двуцепочечных 
разрывов ДНК после облучения в дозе 2  Гр с помощью иммунофлуоресцентного анализа радиационно-индуциро-
ванных фокусов, содержащих гистон γН2АХ. б  –  Репрезентативная фотография иммуноцитохимического анализа 
фокусов γН2АХ через 1  ч после облучения в дозе 2  Гр. Ядра, окрашенные DAPI,  – синий, фокусы γН2АХ – крас-
ный. в  –  Апоптотическая гибель клеток. Способность ионизирующего излучения стимулировать клеточную гибель 
определяли по способности аннексина V и PI проникать через мембраны апоптотических клеток. Выделяли клетки 
на раннем этапе апоптоза (AnV+ PI−) и некротические клетки (PI+). * р < 0,05, ** p < 0,001. Анализ проводили в трёх 
экспериментальных и трёх измерительных повторностях

высокий фоновый уровень числа фокусов 
γН2АХ (от ражающий уровень спонтанных дву-
цепочечных разрывов) по сравнению с клет-
ками PRIMPOL+/+ (p < 0,01). При этом нокаут 
PRIMPOL не повлиял на количество фокусов, 
содержащих ключевой белок гомологичной 
рекомбинации RAD51, как в облучённых, так 
и в необлучённых клетках (рис. П2 Прило-
жения).

После воздействия на клетки ионизирую-
щим излучением был также проведён анализ 
клеточной гибели. Полученные результаты сви-
детельствуют о связанном с дозой увеличении 
доли некротических клеток (PI+) после облу-
чения как в клетках дикого типа, так и в но-
каутных клетках (рис.  3,  в). При этом нокаут 

гена PRIMPOL вызвал более чем двукратное 
(p < 0,05) увеличение доли клеток на ранней 
стадии апоптоза (PI−/Annexin  V+) через 24 ч 
после облучения в дозе 10 Гр (рис. 3, в).

ОБСУЖДЕНИЕ

В литературе описано несколько линий 
клеток человека и млекопитающих с нокау-
том гена PRIMPOL, полученных на основе 
клеток U2OS (остеосаркома)  [29, 30], эмбрио-
нальных фибробластов мыши (MEF) [14, 21, 
29], MRC5 (фибробласты лёгко го) [24], фиб-
робластов па циента с пигментной ксеродер-
мой группы комплементации  V (XP-V)  [24] 
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и пре-В-лимфоцитов  [31]. Опубликовано так-
же несколько работ с нокдауном PRIMPOL в 
культурах клеток HeLa  [7, 21], U2OS и 143B 
[10, 13, 21], нормальных фибробластах чело-
века (HDF) [21], MRC5 [6, 32], фибробластах 
XP30RO пациента с XP-V и клетках с нокаутом 
гена XPA с нарушением системы эксцизион-
ной репарации нуклеотидов [6], HEK293 [5] 
и в BRCA1-дефицитных клетках рака яич-
ни ка UWB1.289 [13]. Результаты, полученные 
в разных исследованиях на разных культу-
рах клеток, заметно отличаются. В отсутствие 
экзо генных повреждений нокаут и нокдаун 
PRIMPOL снижал скорость пролиферации и 
продвижение репликативной вилки в опухоле-
вых клетках HeLa, U2OS, 43B и фибробластах 
HDF и MEF в работах Wan et al., Mourón et al. 
и Bailey et al. [7, 21, 24], но не влиял на скорость 
репликации и пролиферацию в фибробластах 
MRC5, MEF и XP30RO в работах Torregrosa-
Muñumer et al. и Bailey et al.  [14, 24]. В ряде 
публикаций сообщалось о повышении чув-
ствительности клеток лимфомы курицы DT40, 
клеток MRC5, HeLa и MEF к ультрафиолето-
вому излучению при нокауте PRIMPOL  [6, 14, 
15, 21, 32, 33], но в других работах этого не на-
блюдалось [24, 31].

Мутации PRIMPOL обнаружены в культу-
рах клеток карциномы лёгких  [29, 34]. В  на-
стоящей работе была получена и охарактери-
зована (с использованием большого набора 
ДНК-повреждающих агентов) линия клеток 
карциномы лёгкого A549 c нокаутом гена 
PRIMPOL.

Известно, что нокаут PRIMPOL приводит 
к нарушению клеточного цикла в некоторых 
клеточных линиях. В частности, фибробла-
сты лёгкого MRC5 и фибробласты XP30RO 
с дополнительным дефектом Pol η задержива-
ются в фазе G2 [24]. Нокаут PRIMPOL в линии 
A549 не оказал существенного влияния на 
клеточный цикл (рис. 1) и пролиферативную 
активность (рис. 2, б) в отсутствие экзогенных 
повреждений. Однако нокаутные клетки де-
монстрировали более высокое число фоновых 
фокусов гистона γН2АХ по сравнению с клет-
ками дикого типа (рис. 3, а), что свидетель-
ствует об образовании двуцепочечных разры-
вов в отсутствие повреждающих ДНК агентов 
и может быть связано с участием PrimPol в ре-
пликации ДНК, содержащей спонтанные пов-
реждения, R-петли или G-квадруплексы.

По сравнению с родительскими клетками 
А549 влияние нокаута PRIMPOL на жизнеспо-
собность клеток, долю ДНК-реплицирующих 
клеток и клеточный цикл было более выраже-
но при обработке повреждающими ДНК аген-

тами. ММС вызывал дозозависимое снижение 
доли ДНК-реплицирующих клеток (рис. 2, б), 
а в высоких концентрациях  – и арест как ро-
дительских, так и PRIMPOL−/− клеток в S- и 
G2-фазах (рис. 1). Нокаут PRIMPOL ещё боль-
ше снижал долю ДНК-реплицирующих клеток 
и привёл к сокращению доли клеток в G2-фазе 
и появлению популяции клеток с фрагменти-
рованной ДНК (популяция «АП» на рис. 1), 
соответствующей апоптотическим. Полученные 
результаты можно объяснить замедлением ре-
пликации, повышением чувствительности кле-
ток в G2-фазе к ММС и гибели клеток в G2-
фазе из-за неспособности пройти G2/M-чек-
пойнт.

Чувствительность к ММС была описана 
ранее для культуры клеток лимфомы курицы 
DT40 с нокаутом PRIMPOL [15], но не при 
деплеции PrimPol в клетках остеосаркомы 
человека U2OS  [30]. Разные результаты мож-
но объяснить как отличиями в ответе клеток 
курицы на повреждения ДНК (например, нет 
фермента транслезионного синтеза Pol ι), так 
и остаточной активностью PrimPol при де-
плеции в клетках остеосаркомы или разными 
методиками оценки. Наши данные подтвер-
ждают роль PrimPol в ответе клеток человека 
на алкилированные повреждения с помощью 
нокаутной модели.

Анализ нокаута PRIMPOL на чувствитель-
ность клеток к окислительному стрессу был 
проведён впервые. При обработке клеток А549 
PRIMPOL−/− перекисью водорода наблюдалось 
существенное повышение жизнеспособности 
клеток (рис. 2, а), сопровождавшееся снижени-
ем доли ДНК-реплицирующих клеток в узком 
диапазоне концентраций (хотя и статистиче-
ски незначимым) (рис. 2, б). Похожие резуль-
таты были получены в другом исследовании 
при облучении PRIMPOL−/− клеток ультра-
фиолетом [22]. Несмотря на то что нокаутные 
клетки медленнее пролиферировали, они ока-
зались жизнеспособнее клеток дикого типа. 
Полученные нами результаты, предположи-
тельно, можно объяснить влиянием нокаута на 
клеточный цикл и большей чувствительностью 
клеток к окислительному стрессу в момент 
репликации. Действительно, в условиях окис-
лительного стресса нокаут PRIMPOL показы-
вал сокращение количества клеток в G2-фазе 
(p < 0,05), а также тенденцию к сокращению 
количества клеток в фазе S и росту количества 
клеток в фазе G1 (хотя и не достигших стати-
стической значимости), что указывает на воз-
можное замедление перехода G1/S. Чувстви-
тельность клеток А549 PRIMPOL−/− к H2O2 
согласуется с участием PrimPol в репликации 
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ДНК с повреждениями, вызванными актив-
ными радикалами кислорода. Замедление пе -
рехода G1/S может быть обусловлено наруше-
нием роста нокаутных клеток в G1-фазе вслед-
ствие замедления репликации митохондриаль-
ной ДНК. Актуальными представляются даль-
нейшие исследования роли PrimPol в окис-
лительном стрессе с использованием других 
индукторов и протекторов окислительного 
стресса.

Потеря PrimPol не оказала существенного 
влияния на чувствительность клеток А549 к 
химиотерапевтическому препарату цисплати-
ну при однократной обработке: наблюдалось 
только замедление клеток в S-фазе клеточного 
цикла (рис. 1). Недостаток PRIMPOL в клетках 
может быть компенсирован другими механиз-
мами защиты от повреждений ДНК: систе-
мами репарации и транслезионными ДНКП. 
Полученные результаты по цисплатину согла-
суются с литературными данными. В частно-
сти, нокаут и нокдаун PRIMPOL не повышают 
чувствительность к цисплатину фибробластов 
лёгкого MRC5  [24] и клеток остеосаркомы 
U2OS  [30], но вызывают чувствительность к 
этому агенту у клеток линии XP30RO, получен-
ной от пациента с XP-V – вариантом пигмент-
ной ксеродермы, вызванным дефектом гена 
POLH [24]. Pol η ведёт эффективный и точный 
транслезионный синтез напротив внутрицепо-
чечных цисплатиновых сшивок  [35]. Таким 
образом, транслезионный синтез с участием 
Pol η и ре-инициация репликации с участием 
PrimPol могут представлять два независимых и 
дополняющих друг друга пути толерантности к 
цисплатину. В другой работе подавление экс-
прессии PRIMPOL повысило чувствительность 
клеток UW и U2OS к цисплатину только при 
одновременном нокауте гена BRCA1 (BReast 
CAncer gene 1) и многократных обработках 
препаратом (воспроизводящих режим химио-
терапии) [13], что указывает на роль PrimPol 
в адаптации к повторному генотоксическому 
стрессу.

Важно также отметить, что опухолевые 
клетки часто демонстрируют повышенную 
способность адаптации к повреждениям ДНК, 
связанную с эффективной работой систем ре-
парации и других механизмов устойчивости к 
препаратам химиотерапии, поэтому эффекты 
нокаута генов отдельных ферментов толерант-
ности к повреждениям ДНК в опухолевых клет-
ках могут быть выражены слабее. Для клеток 
линии А549 характерна мутация онкогена 
KRAS (замена G12S), на долю которой при-
ходится около 1,8% случаев мутаций KRAS 
немелкоклеточных опухолей лёгких  [36, 37]. 

Разные мутации KRAS могут оказывать очень 
разное (иногда даже противоположное) влия-
ние на чувствительность к цисплатину  [36, 38, 
39]. Вклад замены G12S в чувствительность к 
ДНК-повреждающим агентам и химиотерапии 
отдельно не исследовался. Известно, что линия 
аденокарциномы А549 может быстро адапти-
роваться к цисплатину за счёт изменения кон-
трольных точек клеточного цикла  [40] либо, 
возможно, содержит устойчивую к цисплатину 
субпопуляцию клеток  [41]. Однако наблюдае-
мое в работе значение IC50 (~10  мкМ) соот-
ветствует литературным данным для A549 [42].

В настоящей работе мы также проанали-
зировали влияние нокаута PRIMPOL на чув-
ствительность клеток аденокарциномы лёгких 
человека к ионизирующему излучению и блео-
мицину. Оба этих агента преимущественно 
вызывают двуцепочечные разрывы ДНК за 
счёт локализованной генерации радикалов 
•OH. Однако, как и в случае с цисплатином, 
нокаут PRIMPOL не оказал существенного 
влияния на жизнеспособность клеток, одно-
кратно обработанных блеомицином (рис. 2, а). 
PRIMPOL−/− клетки оказались немного более 
чувствительны к ионизирующему излучению 
и чаще подвергались апоптозу. Репарация 
двуцепочечных разрывов ДНК в клетках 
млекопитающих осуществляется с помощью 
гомологичной рекомбинации и негомологич-
ного соединения концов. Нокаут PRIMPOL 
мог привести к запуску программы апоптоза 
(апоптотические (PI−/Annexin V+) клетки 
на рис. 3, в) и активации системы репарации 
ДНК (фокусы γН2АХ на рис. 3, а) в ответ на 
ионизирующее излучение. В целом, отсутствие 
выраженной чувствительности клеток А549 
PRIMPOL−/− к ионизирующему излучению и 
блеомицину согласуется с данными, получен-
ными для культуры клеток лимфомы кури-
цы (DT40) (ионизирующее излучение)  [6, 15] 
и клеток U2OS (ионизирующее излучение и 
блеомицин) [30].

Представляется также вполне вероятным, 
что нокаут PRIMPOL может оказывать более 
выраженное влияние на стресс-адаптивную 
реакцию на ионизирующее излучение и блео-
мицин в клетках с дефектами репарации. 
В пользу такого предположения говорят дан-
ные о том, что деплеция PRIMPOL не оказала 
влияния на скорость движения репликатив-
ной вилки после обработки ионизирующим 
излучением и блеомицином в клетках U2OS 
дикого типа, но нивелировала повышение ско-
рости репликации при совместной деплеции 
с BRCA2 (BReast CAncer gene  2) [30]. При этом 
одновременная деплеция PRIMPOL и BRCA2 
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Влияние нокаута и нокдауна PRIMPOL на ответ клеток к повреждениям ДНК

ДНК-повреждающий 
агент Линия клеток Эффект Ссылки

Физиологические 
условия

HeLa нокдаун 
U2OS нокдаун 
143B нокдаун
HDF нокдаун 
MEF нокаут

снижает скорость пролиферации 
и продвижение репликативной вилки [6, 21, 24]

MRC5 нокаут 
MEF нокаут 

XP30RO нокаут 
пре-В-лимфоциты нокаут

не влияет на скорость пролиферации 
и репликации [14, 24, 31]

MRC5 нокаут, 
XP30RO нокаут вызывает задержку в G2 [24]

A549 нокаут
повышает количество двуцепочечных 
разрывов, существенно не влияет на клеточ-
ный цикл и пролиферативную активность

настоящая 
работа

Перекись водорода А549 нокаут повышает жизнеспособность настоящая 
работа

MMC
DT40 нокаут
A549 нокаут повышает чувствительность

[15], 
настоящая 

работа

U2OS нокдаун не влияет [30]

Цисплатин

XP30RO нокаут повышает чувствительность 
при дефиците Pol η [24]

MRC5 нокаут 
U2OS нокдаун

A549 нокаут
не влияет; предположительно, 
замедляет скорость репликации в A549

[24, 30], 
настоящая 

работа

UW нокдаун
U2OS нокдаун

повышает чувствительность 
при многократных обработках 
и нокауте BRCA

[13]

Ионизирующее 
излучение

DT40 нокаут
U2OS нокдаун

A549 нокаут
не влияет или незначительно 
повышает чувствительность

[6, 15, 30], 
настоящая 

работа

Блеомицин U2OS нокдаун
A549 нокаут не влияет или влияет незначительно 

[30], 
настоящая 

работа

УФ

DT40 нокаут и нокдаун
MRC5 нокдаун
HeLa нокдаун
MEF нокаут

повышает чувствительность [6, 14, 21, 
24, 32, 33]

пре-B-лимфоциты, нокаут не влияет на чувствительность, 
но замедляет скорость репликации [24, 31]

DT40 нокаут повышает жизнеспособность [22]

стимулировала меньшее количество хроматид-
ных разрывов, чем деплеция только BRCA2. 
Литературные данные указывают на роль 
BRCA2 в сдерживании прогрессии реплика-
тивной вилки в результате PrimPol-опосредо-
ванного репрайминга, который сопровожда-
ется образованием чувствительных к разрывам 
одноцепочечных брешей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные данные указывают на уча-
стие PRIMPOL в модулировании адаптивных 
реакций на различные типы генотоксического 
стресса и расширяют представления о био-
логических функциях PRIMPOL. Данные на-
стоящей работы для линии А549 в сравнении 
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с известными литературными данными сум-
мированы в таблице. Актуальным представ-
ляется дальнейшее изучение культур клеток 
с двойным нокаутом PRIMPOL в комбинаци-
ях с другими ферментами репарации и ДНКП 
транслезионного синтеза.
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CHARACTERISTICS OF PRIMPOL KNOCKOUT 
A549 CELL RESPONSE TO GENОTOXIC STRESS
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Human DNA primase/polymerase PrimPol synthesizes DNA primers de novo after replication fork stalling 
at damaged DNA sites, contributing to DNA damage tolerance. The contribution of PrimPol in response 
to the various types of DNA damage is not fully understood. We obtained the lung carcinoma cells A549 
with PRIMPOL knockout and characterized its response to DNA damage caused by hydrogen peroxide, 
methylmethanesulfonate (MMS), cisplatin, bleomycin and ionizing radiation. Knockout of PRIMPOL 
reduced the number of proliferating cells and cells in G2 phase after treatment with MMS, caused a more 
pronounced delay of cisplatin-treated cells in S phase. A significant increase in the proportion of apoptotic 
cells was noted in PRIMPOL–/– cells in response to ionizing radiation at a dose of 10 Gy, while the propor-
tion of cells prone to necroptosis increased significantly in both parental and knockout cells at any radiation 
dose. Under conditions of oxidative stress stimulated by hydrogen peroxide, PRIMPOL knockout increased 
cell viability, measured by the MTT method. The data obtained indicate the involvement of PRIMPOL 
in modulating stress-adaptive responses to various types of genotoxic stress.

Keywords: replication, DNA damage, damage tolerance, apoptosis, PrimPol, primase, knockout cell lines


