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ВЛИЯНИЕ НОКАУТА ГЕНА THBS1 НА ФОРМИРОВАНИЕ 
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В МОДЕЛЬНОЙ СИСТЕМЕ in vitro
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Проведен анализ влияния нокаута гена THBS1 на выживаемость опухолевых клеток человека, ча-
стоту спонтанных и радиационно-индуцированных микроядер, а также на профиль экспрессии ге-
нов в модельной системе in vitro. Показано, что клеточная линия HeLa, нокаутная по гену THBS1,
характеризуется снижением способности к образованию колоний до и после облучения (в 1.4 раза,
p = 0.0002 и в 1.7 раз, p = 0.00009 соответственно), повышением частоты спонтанных и радиацион-
но-индуцированных микроядер (в 1.9 раз, p = 0.02 и в 2.5 раза, p = 0.01 соответственно) и дифферен-
циальной экспрессией генов, участвующих в процессах апоптоза, репарации ДНК и контроле кле-
точного цикла на стадии G2/M. Таким образом, нокаут гена THBS1 приводит к повышению радио-
чувствительности клеток HeLa в модельной системе in vitro, что свидетельствует о возможной роли
данного гена в регуляции радиационно-индуцированного клеточного ответа.
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Воздействие ионизирующего излучения на
клетки человека вызывает значительные повре-
ждения генетического материала, приводящие к
гибели клеток и индукции мутаций. Способность
клеток восстанавливать поврежденные молекулы
ДНК, обеспечивать нормальное функционирова-
ние сигнальных путей, контрольных точек клеточ-
ного цикла и запуск программы апоптоза варьирует
на уровне различных типов клеток, тканей и целых
организмов, составляя феномен индивидуальной
радиочувствительности. Известно, что в основе
данного феномена лежат генетические причины,
такие как вариации на уровне последовательно-
сти ДНК или экспрессии генов репарации ДНК,
а также метаболизма ксенобиотиков и антиокси-
дантной защиты [1]. Известно, что клетки, нока-
утные по генам, продукты которых участвуют в
процессах репарации ДНК, характеризуются по-
вышенной радиочувствительностью [2], однако
нарушение работы данных генов значительно

снижает жизнеспособность организма и приво-
дит к гибели или формированию наследственных
синдромов, в частности синдрома Ниймегена,
пигментной ксеродермы, атаксии-телеангиэкта-
зии и ряда других [3, 4]. Поэтому, вероятно инди-
видуальную радиочувствительность здоровых инди-
видов определяют гены с менее выраженным влия-
нием на жизнеспособность, например косвенные
участники радиационно-индуцированного ответа,
преимущественно обеспечивающие сигнальные
функции.

Проведенные нами ранее эксперименты поз-
волили выявить связь дифференциальной экс-
прессии гена THBS1 у индивидов с различным
спонтанным уровнем фокусов белков репарации
γH2AX и частотой радиационно-индуцирован-
ных микроядер в лимфоцитах периферической
крови человека [5]. Ген THBS1 кодирует тромбос-
пондин-1 – гомотримерный гликопротеин вне-
клеточного матрикса, С-терминальный домен
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которого обеспечивает связывание с рецептором
CD47 [6]. По данным базы The Human Protein Atlas
(https://www.proteinatlas.org/), THBS1 экспрессиру-
ется практически во всех тканях организма, включая
опухолевые клетки различного происхождения, а
кодируемый им белок участвует в реализации сиг-
нальных путей, таких как пути TGFβ [7–11], VEGF
[12, 13], NO-сигнальный путь [14, 15] и некоторые
другие. Так, взаимодействуя с рецепторами CD47
и CD36, тромбоспондин-1 выступает эндоген-
ным ингибитором ангиогенеза через негативную
регуляцию NO-опосредованной передачи сигна-
лов в эндотелиальных клетках, гладкомышечных
клетках кровеносных сосудов и тромбоцитах [16–
19]. Кроме того, связывание тромбоспондина-1 с
рецептором CD47 может ингибировать как ран-
ние активирующие сигналы эндотелиальной син-
тазы оксида азота, так и независимую от оксида
азота передачу сигналов через рецептор фактора
роста эндотелия сосудов 2 (VEGFR2), что также
приводит к подавлению ангиогенеза [12, 13]. По-
мимо эффектов, реализуемых через взаимодей-
ствия с CD47, центральная область тромбоспон-
дина-1, называемая 3TSR, может связываться с
мембранным рецептором CD36, что также влечет
за собой ингибирование ангиогенеза [20].

Кроме влияния на ангиогенез, тромбоспон-
дин-1 регулирует ряд процессов, связанных с по-
ведением и устойчивостью опухолевых клеток к
терапии. Среди них адгезия [21] и пролиферация
опухолевых клеток [22], выживание или апоптоз
[23–25], опухолевая инвазия и метастазирование
[26, 27], воспаление, иммунный ответ [28] и ответ
опухоли на терапию [21, 29]. Влияние тромбос-
пондина-1 на эти процессы является многогран-
ным и часто противоположным в зависимости от
его концентрации, происхождения опухоли, а
также молекулярного и клеточного состава ее
микроокружения. Так например было показано,
что связывание тромбоспондина-1 с рецептором
CD47 вызывает гибель опухолевых клеток при ра-
ке молочной железы [23], но блокирует апоптоз и
способствует развитию лекарственной устойчи-
вости клеток карциномы щитовидной железы
[25]. Кроме того, описано селективное действие
тромбоспондина-1 на здоровые и опухолевые
ткани. В исследовании J.S. Isenberg с соавт. отме-
чалось, что мыши с нокаутом гена Thbs1, сохраня-
ли радиочувствительность опухолевых тканей,
демонстрируя при этом снижение гибели мышеч-
ных клеток и клеток костного мозга через 12 часов
после облучения, а также минимальные радиаци-
онные повреждения кожных покровов и мышц
через два месяца после воздействия радиацией
[30]. Схожие эффекты были характерны и для мы-
шей, лишенных рецептора CD47 [30]. В связи с
этим, целью настоящего исследования был анализ
влияния нокаута гена THBS1 на выживаемость, ча-
стоту спонтанных и радиационно-индуцирован-

ных микроядер, а также полнотранскриптомный
профиль экспрессии генов в модельной системе
in vitro.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Создание нокаутной клеточной линии

Клеточная линия с нокаутом гена THBS1 была
получена на основании исходной линии HeLa, лю-
безно предоставленной к.б.н. М.А. Булдаковым
(НИИ онкологии Томского НИМЦ РАН). Нока-
утная клеточная линия была создана с помощью
технологии редактирования генома CRIS-
PR/Cas9 путем введения в последовательность ге-
на THBS1 мутации, приводящей к отсутствию
нормального продукта транскрипции. Олигонук-
леотиды, содержащие целевую последователь-
ность sgRNA и липкие концы для встраивания в
плазмиду, были синтезированы в ООО “Биоссет”
(г. Новосибирск). Подбор последовательностей
sgRNA производился с помощью биоинформаци-
онного ресурса sgRNAScorer (https://cris-
pr.med.harvard.edu/ sgRNAScorer/). Для повыше-
ния эффективности введения мутаций были одно-
временно использованы две последовательности
sgRNA, представленные в табл. 1. В качестве век-
тора для клонирования был использован gRNA
cloning vector BsmBI.

Последовательность фрагментов гена, содер-
жащих мутации, была установлена с помощью
таргетного секвенирования нового поколения на
секвенаторе MiSeq с использованием олигонук-
леотидных праймеров (табл. 1) и набора секвени-
рующих реагентов MiSeq Nano v2 (Illumina,
США). Полученные риды картировались на ис-
ходную последовательность ампликонов на базе
геномной сборки hg38.

Воздействие ионизирующим излучением

Воздействие γ-излучением проводилось с
мощностью дозы 1 Гр/мин при комнатной темпе-
ратуре в дозах 2, 4, 6 и 8 Гр для оценки способно-
сти клеток к образованию колоний, а также в дозе
2 Гр для оценки частоты микроядер и уровня экс-
прессии генов. Облучение проводили на базе Об-
ластного онкологического диспансера (г. Томск)
на гамма-терапевтическом аппарате Theratron
Equinox (Best Theratronics, Канада). Транспорти-
ровка клеток осуществлялась на льду.

Анализ способности клеток к образованию колоний

Клеточную линию HeLa и линию с нокаутом
гена THBS1 культивировали в питательной среде
DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10%-ной
эмбриональной телячьей сыворотки (FBS) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific, США) при 37°С в условиях
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5%-ного CO2. Для оценки способности клеток к об-
разованию колоний клеточные культуры растили во
флаконах Т-25 (TPP, Швейцария) в течение двух
пассажей до 70% площади покрытия, после чего
производили пересев в шестилуночные планшеты
(TPP, Швейцария) в количестве 0.6 × 106 клеток/мл.
Затем клетки подвергали воздействию γ-излуче-
ния, после которого клетки снимались трипси-
ном с последующим подсчетом и посевом в новые
шести-луночные планшеты. Далее клеточные ли-
нии культивировали в CO2-инкубаторе (Panason-
ic, Япония) при 37°С со сменой среды каждые
трое суток. По истечении двух недель колонии
фиксировались метанол-уксусной кислотой (3 : 1) с
последующей инкубацией с красителем Гимза
(ПанЭко, Россия). Число колоний оценивалось
визуально, после чего по следующей формуле вы-
числялась эффективность посева (ЭП):

Анализ частоты микроядер

Для оценки частоты микроядер для каждой кле-
точной линии было подготовлено по два флакона
T-25 (TPP, Швейцария), содержащих 1 × 106 клеток.
После облучения была проведена смена пита-
тельной среды, после чего флаконы с клеточны-
ми культурами были перенесены в CO2-инкуба-
тор на 24 ч при 37°С. По истечении 24 ч клетки
фиксировались с использованием метанол-ук-
сусной кислоты (3 : 1).

Кол-во колоний на 14-й день
ЭП 100%.

Исходное кол-во клеток
= ×

Препараты микроядер были изготовлены пу-
тем раскапывания на предметные стекла 20 мкл
полученной клеточной суспензии с последую-
щим заключением в среду Vectashield, содержа-
щую краситель DAPI (VectorLab, США), под по-
кровные стекла. Частота микроядер оценивалась
с помощью микроскопа Axio Imager Z2 (Zeiss,
Германия) с автоматической системой регистра-
ции препаратов Metafer (Metasystems, Германия)
при увеличении 630×. Для каждой клеточной ли-
нии была оценена частота микроядер в 1000 облу-
ченных и 2000 необлученных клеток.

Анализ экспрессии генов
Культивирование клеточных линий для экспе-

римента по оценке экспрессии генов было прове-
дено в тех же условиях, что и в описанных выше
экспериментах. После облучения клеточные ли-
нии помещали в CO2-инкубатор на 30 мин при
37°С. По истечении 30 мин из флаконов с клеточ-
ными линиями удаляли среду для культивирова-
ния, проводили отмывку в фосфатном буфере
(1× PBS), лизировали клетки с помощью реаген-
та “Лира” (Биолабмикс, Россия) и проводили вы-
деление РНК по протоколу, рекомендованному
производителем. После выделения образцы РНК
были очищены с помощью набора RNeasy Mini
Kit (Qiagen, Германия) с последующей оценкой
качества на биоанализаторе Agilent 2100 Bioana-
lyzer (Agilent Technologies, США).

Полученная РНК была использована для
оценки экспрессии генов в исходной клеточной
линии HeLa и в линии с нокаутом гена THBS1 до
облучения и через 30 мин после воздействия γ-из-

Таблица 1. Олигонуклеотиды, использованные для создания и анализа клеточной линии с нокаутом гена THBS1

Примечание. THBS1_gRNA – последовательности sgRNA прямой и обратной цепи (два варианта), полужирным шрифтом
выделены последовательности sgRNA; THBS1_F(R) – праймеры, фланкирующие сайты редактирования, использованные
для таргетного массового параллельного секвенирования; THBS1_exp_F(R), ACTB_F(R) и GAPDH_F(R) – праймеры для
оценки экспрессии гена THBS1 и референсных генов ACTB и GAPDH в нокаутной клеточной линии с помощью количествен-
ной ПЦР в реальном времени.

Наименование Последовательность

THBS1_gRNA1_F 5'-CACCGTGACATCTTTGAACTCACCGGTT-3'
THBS1_gRNA1_R 5'-CTAAAACCGGTGAGTTCAAAGATGTCAC-3'
THBS1_gRNA2_F 5'-CACCGTCTGGGCGCCGACTGGTGAAGTT-3'
THBS1_gRNA2_R 5'-CTAAAACTTCACCAGTCGGCGCCCAGACC-3'
THBS1_F 5'-ACTTTGTGTTCTCTCCTGTCTAA-3'
THBS1_R 5'-GCATCCTCGATGCGGAAA-3'
THBS1_exp_F 5'-CCAATGCCACAGTTCCTGA-3'
THBS1_exp_R 5'-TTGCCACAGCTCGTAGAACA-3'
ACTB_F 5'-GAGAAGATGACCCAGATCATGTT-3'
ACTB_R 5'-ATAGCACAGCCTGGATAGCAA-3'
GAPDH_F 5'-GCCAGCCGAGCCACATC-3'
GAPDH_R 5'-GGCAACAATATCCACTTTACCAGA-3'
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лучения в дозе 2 Гр. Мечение и гибридизация на
экспрессионных микрочипах SurePrint G3 Human
Gene Expression v2 8 × 60 K (Agilent Technologies,
США) были проведены по протоколу, рекомендо-
ванному производителем (версия 6.9.1 от декабря
2015 г.).

Для анализа экспрессии гена THBS1 в нокаут-
ной клеточной линии HeLa с помощью ПЦР в ре-
альном времени была проведена обратная тран-
скрипция с использованием набора реактивов
ОТ-M-MuLV-RH (Биолабмикс, Россия) по про-
токолу, рекомендованному производителем. Ре-
акция ПЦР в реальном времени проводилась на
амплификаторе AriaMx (Agilent Technologies,
США) с использованием синтезированных прай-
меров (табл. 1) и буфера для проведения количе-
ственной ПЦР в реальном времени БиоМастер
HS-qPCR SYBR Blue (Биолабмикс, Россия) по
протоколу производителя. В качестве референс-
ных генов были использованы гены домашнего
хозяйства ACTB и GAPDH (табл. 1).

Исследование было выполнено на базе Центра
коллективного пользования “Медицинская гено-
мика” НИИ медицинской генетики Томского
НИМЦ.

Статистическая обработка

Статистический анализ данных, полученных в
экспериментах по оценке способности клеток к
формированию колоний и частоты микроядер,
был проведен с помощью t-критерия Стьюдента в
программном пакете Statistica 10 (Statsoft). Статисти-
ческая обработка результатов полнотранскриптом-
ного экспрессионного анализа была проведена с по-
мощью программной среды R для статистического
анализа с использованием программы Limma от
Bioconductor на log2-трансформированных данных
при условии фоновой коррекции необработанных
данных чипов и межчиповой квантильной норма-
лизации. Статистический анализ различий уров-
ня экспрессии в каждой группе сравнения был
проведен с помощью модифицированного t-кри-
терия Стьюдента с оценкой значений доли лож-
ноположительного предсказания (False Discovery
Rate – FDR) и поправкой на множественность
сравнения по методу Бенджамини–Хохберга.
Были сформированы списки генов, экспрессия
которых статистически значимо (p ≤ 0.05) изменя-
лась более чем в два раза по сравнению с исходной
линией HeLa, а также два списка, полученных по-
сле применения поправки на множественность
сравнения Бенджамини–Хохберга (FDR < 0.4 и
FDR < 0.05). Кроме того, с помощью инструмента
STRING (https://string-db.org/) для дифференци-
ально экспрессирующихся генов были построены
сети функциональных взаимодействий на уровне
белков.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В настоящем исследовании была получена

клеточная линия HeLa с нокаутом гена THBS1.
Применение таргетного секвенирования нового
поколения позволило установить характер мута-
ций, внесенных в ген THBS1 с помощью технологии
редактирования генома CRISPR/Cas9. Было уста-
новлено, что полученная клеточная линия HeLa яв-
ляется компаундной гетерозиготой по различным
мутациям в экзоне 3 гена THBS1 (рис. 1,а). Так,
один из аллелей характеризовался делецией нук-
леотида, приводящей к сдвигу рамки считывания
на протяжении 37 пн, после чего инсерция друго-
го нуклеотида выравнивала рамку считывания
(49.3% прочтений, среднее покрытие – 73 прочте-
ния на нуклеотид). В результате внесения данных
мутаций была изменена последовательность из 13
аминокислотных остатков (37–49). Второй ал-
лель характеризовался делецией 39 пн, что приво-
дило к потере тех же 13 аминокислотных остатков
в конечном белковом продукте (45.2% прочтений).
Полногеномное секвенирование с целью поиска
нецелевых мутаций не проводилось, что оставляет
потенциальную возможность введения дополни-
тельных неохарактеризованных мутаций.

Анализ мутаций в гене THBS1 с помощью ресур-
са MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/) по-
казал прогнозируемую потерю домена, связываю-
щего гепарин, а также возможную потерю функций
остальных доменов вследствие изменения сайта
сплайсинга. Таким образом, мутации в гене THBS1
в нокаутной клеточной линии HeLa вероятно
приводят к существенным изменениям функции
кодируемого белка. Кроме того, с помощью ПЦР в
реальном времени было показано, что полученная
нокаутная клеточная линия характеризуется сниже-
нием экспрессии гена THBS1 в 5.6 раз (p = 0.000002)
по сравнению с исходной клеточной линией HeLa
(рис. 1,б).

Эффективность посева, характеризующая
способность клеток к формированию колоний, в
необлученных клетках с нокаутом гена THBS1
была снижена в 1.4 раза (p = 0.0002) по сравнению
с интактной линией HeLa и в 1.7 раз (p = 0.00009)
после облучения в дозе 2 Гр, но не отличалась от
эффективности посева в контроле при облучении
более высокими дозами (рис. 1,г).

Частота спонтанных микроядер в нокаутной
клеточной линии была в 1.9 раз (p = 0.02) выше,
чем в интактной линии HeLa. Кроме того, после
облучения в дозе 2 Гр в линии с нокаутом гена
THBS1 частота радиационно-индуцированных
микроядер в 2.5 раза превышала таковую в ин-
тактной клеточной линии HeLa (p = 0.01) (рис. 1,в).

Анализ транскрипционного профиля позво-
лил зарегистрировать в нокаутной клеточной ли-
нии значимые изменения экспрессии 43 генов до
облучения (23 гена повышали и 20 генов снижали



596

ГЕНЕТИКА  том 56  № 5  2020

САВЧЕНКО и др.

уровень экспрессии), и 69 генов после облучения
в дозе 2 Гр (36 гена повышали и 33 гена снижали
уровень экспрессии) по сравнению с исходной кле-
точной линией HeLa (p < 0.05). После применения
поправки на множественность сравнения оба спис-
ка были сокращены до семи генов (FDR < 0.40)
(табл. 2).

Для генов, дифференциально экспрессирую-
щихся в клеточной линии с нокаутом THBS1 (отли-

чия более чем в 2 раза, p < 0.05) с помощью инстру-
мента STRING был проведен анализ значимых
функциональных взаимодействий (score > 0.9) с ге-
нами, участвующими в процессах репарации
ДНК, апоптоза и в работе G2/M контрольной
точки клеточного цикла (база данных Molecular
Signatures Database v6.2, http://software.broadinsti-
tute.org/gsea/msigdb/index.jsp). Было показано,
что ряд генов, дифференциально экспрессирую-

Рис. 1. Нокаут THBS1 и его влияние на способность клеток к формированию колоний и частоту радиационно-инду-
цированных микроядер в клеточной линии HeLa. а – последовательность мутаций, введенных в ген THBS1, wt – ре-
ференсная последовательность, красным шрифтом выделены направляющие РНК, подчеркнуты участки мотива
смежного с протоспейсером (protospacer adjacent motif, PAM); б – экспрессия гена THBS1 в исходной и нокаутной кле-
точной линии HeLa; в – частота микроядер в клеточной линии с нокаутом гена THBS1 по сравнению с исходной кле-
точной линией HeLa до и после облучения, p < 0.05; г – эффективность посева в клеточной линии с нокаутом THBS1
по сравнению с исходной клеточной линией HeLa до и после облучения, p < 0.01.
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щихся при нокауте гена THBS1, имеют значимые
связи с данными процессами на уровне белков
(табл. 3, рис. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Снижение эффективности посева в линии с

нокаутом гена THBS1, наблюдаемое нами до об-
лучения и после воздействия γ-излучения только
в дозе 2 Гр, свидетельствует о влиянии нокаута
данного гена на способность клеток к образова-
нию колоний. Однако остается неясным, реализу-
ется ли этот эффект через механизмы клеточной
гибели или через нарушение процесса клеточного
деления.

Среди генов, повышающих экспрессию при
нокауте гена THBS1, были SEPP1, LIF и TESC
(табл. 2), потенциально связанные с радиочув-
ствительностью и выживаемостью клеток. Ген

SEPP1 кодирует селенопротеин – антиоксидант-
ный белок, активирующийся в ответ на воздей-
ствие радиации. Было показано, что нокдаун
SEPP1 приводит к окислительному стрессу и сни-
жению жизнеспособности миофибробластов, в
то время как сверхэкспрессия данного гена влечет
за собой снижение уровня поздних активных
форм кислорода [31]. Повышенная экспрессия
гена LIF, кодирующего цитокин из семейства
ИЛ-6, способствовала росту и развитию радиоре-
зистентности опухолевых клеток карциномы но-
соглотки in vitro [32]. Ген TESС, высоко экспрес-
сирующийся в некоторых опухолевых клетках,
кодирует Ca2+-связывающий белок, участвую-
щий в процессах клеточного роста и дифферен-
цировки [33]. Ген GAGE7, характеризующийся
снижением экспрессии в нокаутной клеточной
линии в нашем исследовании, кодирует опухоле-
вый антиген 7. Повышенная экспрессия данного

Таблица 2. Дифференциально экспрессирующиеся гены в клеточной линии с нокаутом гена THBS1 по сравне-
нию с исходной клеточной линией HeLa

* – FDR < 0.05.

0 Гр 2 Гр

повышение экспрессии
(FDR < 0.4)

снижение экспрессии
(FDR < 0.4)

повышение экспрессии 
(FDR < 0.4)

снижение экспрессии
(FDR < 0.4)

SEPP1 lnc-MRPL39-4 LOC100506178 FAM124A
TESC FAM124A LIF* ENST00000549261*
LIF* ENST00000549261* TESC EPB41L3

GAGE7* GAGE7*

Таблица 3. Дифференциально экспрессирующиеся гены в клеточной линии с нокаутом гена THBS1, связанные
с процессами репарации ДНК, апоптозом и работой контрольной точки клеточного цикла на стадии G2/M

Примечание. Cтрелками показано изменение экспрессии в клеточной линии с нокаутом гена THBS1 по сравнению с исход-
ной клеточной линией HeLa: ↑ – повышение экспрессии, ↓ – снижение экспрессии.

Апоптоз Репарация ДНК Контрольная точка G2/M

0 Гр 2 Гр 0 Гр 2 Гр 0 Гр 2 Гр

CDK14 ↓ CDK14 ↓ CEP83 ↑ CSTF2T ↓ CDK14 ↓ CDK14 ↓
ESR2 ↓ COG5 ↓ CSTF2T ↓ NXF1 ↓ CSTF2T ↓ CSTF2T↓
HBS1L ↓ HLA-DPA1 ↓ HIF3A ↑ PRKDC ↓ HBS1L ↓ NXF1 ↓
HIF3A ↑ HLA-DPB1 ↓ HLA-DPA1 ↓ RFC3 ↓ HIF3A ↑ PRKDC ↓
HLA-DPA1↓ HLA-DQB1 ↓ HLA-DPB1 ↓ RFC3 ↓
HLA-DRA ↓ HLA-DRA ↓ HLA-DQB1 ↓
NCALD ↑ IFI44L ↓ HLA-DRA ↓
NGEF ↑ NGEF ↑ RNASET2 ↑
SEPP1 ↑ NXF1 ↓

PRKDC ↓
RFC3 ↓
SEPP1 ↑
SPTBN1 ↓
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гена в клетках HeLa вызывает устойчивость к
апоптозу, индуцированному fas-лигандом [34].

Нокаут гена THBS1 приводил не только к сниже-
нию способности клеток к образованию колоний,
но и к повышению частоты спонтанных и радиаци-
онно-индуцированных микроядер по сравнению с
исходной клеточной линией HeLa. Наблюдаемый
фенотип может быть обусловлен нарушением про-
цессов репарации ДНК или нарушением работы
G2/M контрольной точки клеточного цикла в но-
каутной клеточной линии. Так например ген
PRKDC, снижающий экспрессию в линии с нока-
утом THBS1 в нашем исследовании, кодирует ка-
талитическую субъединицу ДНК-зависимой про-
теинкиназы – фермента, играющего ключевую
роль в процессах репарации двунитевых разрывов
ДНК и регуляции клеточной радиочувствительно-
сти [35]. Согласно литературным данным, нокдаун
гена PRKDC приводит к нарушению функции ДНК-
зависимой протеинкиназы и фенотипу, характер-
ному для клеточного старения после облучения
опухолевых клеток человека [36]. Кроме того, му-
тации данного гена были обнаружены у пациен-
тов с нарушениями репарации двухцепочечных

разрывов ДНК и процессов рекомбинации [37].
Обращают на себя внимание также гены NXF1,
RFC3, CDK14 и ESR2, характеризующиеся сни-
женной экспрессией при нокауте THBS1. Так
продукт гена NXF1 участвует в процессе экспорта
зрелой мРНК из ядра в цитоплазму [38], ген RFC3 –
кодирует субъединицу фактора репликации С,
нокдаун данного гена ингибирует пролиферацию
опухолевых клеток при аденокарциноме пищево-
да [39]. CDK14 кодирует белок из семейства цик-
лин-зависимых киназ, участвующих в регуляции
клеточного цикла [40], а через активацию рецеп-
тора эстрогена 2, кодируемого геном ESR2, реа-
лизуется антиапоптотическое действие в клетках
медуллобластомы [41, 42].

Таким образом, тромбоспондин-1 является важ-
ным компонентом клеточного микроокружения. На
основании полученных нами данных, можно пред-
положить, что данный белок играет роль в форми-
ровании радиационно-индуцированного клеточ-
ного ответа, участвуя в процессах, приводящих к
изменению эффективности репарации поврежде-
ний ДНК, нарушениям в контроле клеточного

Рис. 2. Связи продуктов генов, изменяющих экспрессию в клеточной линии с нокаутом гена THBS1, с кластером бел-
ков репарации ДНК. Толщина линий пропорциональна силе связи. Серой заливкой обозначены продукты генов,
дифференциально экспрессирующиеся в клеточной линии с нокаутом THBS1; белой заливкой обозначены белки,
участвующие в процессах репарации ДНК.
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цикла на стадии G2/M и запуску программы апо-
птоза.
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Effect of THBS1 Gene Knockout on the Radiation-Induced
Cellular Response in a Model System in vitro

R. R. Savchenkoa, *, S. A. Vasilyeva, V. S. Fishmanb, E. S. Sukhikhc, d,
L. G. Sukhikhd, A. A. Murashkinae, and I. N. Lebedeva

aResearch Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Medical Center 
of the Russian Academy of Sciences, Tomsk, 634050 Russia

bThe Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, The Siberian Branch
of the Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 630090 Russia

cState Regional Autonomous Budget Health Care Institution “Tomsk Regional Oncology Center”, Tomsk, 634050 Russia
dNational Research Tomsk Polytechnic University, Tomsk, 634050 Russia

eNational Research Tomsk State University, Tomsk, 634050 Russia
*e-mail: renata.savchenko@medgenetics.ru

In this study, we investigated the effect of the THBS1 gene knockout on the human tumor cell survival, the
spontaneous and radiation-induced micronucleus frequency, and the gene expression profile in HeLa cell
line. It was shown that the THBS1 gene knockout lead to decrease in the plating efficiency before and after
irradiation (1.4-fold, p = 0.0002 and 1.7-fold, p = 0.00009 respectively), increasing the spontaneous and ra-
diation-induced micronucleus frequency (1.9-fold, p = 0.02 and 2.5-fold, p = 0.01 respectively). In addition,
the genes involved in the DNA repair processes, apoptosis and G2/M cell cycle checkpoint changed the ex-
pression after THBS1 knockout in comparison with intact HeLa cell line. Thus, THBS1 gene knockout leads
to an increase in the radiosensitivity of HeLa cell line. This indicates the possible role of THBS1 gene in the
regulation of a radiation-induced cellular response.

Keywords: radiosensitivity, CRISPR/Cas9, THBS1, HeLa, DNA repair processes.
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