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ADAMTS1 ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНО ЭКСПРЕССИРУЕТСЯ
В ЛИМФОЦИТАХ ИНДИВИДОВ С РАЗЛИЧНЫМ УРОВНЕМ 

ЭНДОГЕННЫХ ФОКУСОВ γH2AX И ЧАСТОТОЙ 
РАДИАЦИОННО-ИНДУЦИРОВАННЫХ МИКРОЯДЕР
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Уровень спонтанных и радиационно-индуцированных повреждений ДНК в соматических клетках
человека варьирует в зависимости от генетических и средовых факторов. Такая вариация может
быть ассоциирована с транскрипционными изменениями в клетках, позволяя использовать уровень
экспрессии генов в качестве маркеров индивидуальной чувствительности к мутагенному воздействию.
Данное исследование было направлено на выявление и характеристику дифференциально экспресси-
рующихся генов (ДЭГ) в лимфоцитах индивидов с различным уровнем эндогенных фокусов белков ре-
парации ДНК γH2AX и частотой радиационно-индуцированных микроядер (n = 37). Группа с низким
уровнем фокусов характеризовалась 0.18 ± 0.02 фокусов γH2AX на клетку и частотой радиационно-
индуцированных микроядер 155.78 ± 47.19‰. Группа с высоким уровнем фокусов характеризовалась
0.49 ± 0.07 фокусов γH2AX на клетку и частотой микроядер 78.44 ± 33.21‰. С помощью полнотран-
скриптомного анализа профиля экспрессии генов было выделено семь ДЭГ (ENST00000424415,
CRNDE, ADAMTS1, ENST00000424084, EIF2A, PNPLA5, FRG2C) (FDR < 0.2). Поскольку металло-
протеиназа межклеточного матрикса ADAMTS1 может активировать латентную форму TGFβ, а
TGFβ вовлечен в радиационно-индуцированный клеточный ответ, в модельной системе на основа-
нии клеточной линии HeLa было изучено влияние дифференциальной экспрессии данного гена на
транскрипционный профиль. Показано, что 29 из 160 выявленных ДЭГ вовлечены в апоптоз, репа-
рацию ДНК, переход клеточного цикла из стадии G2 в M и сигнальный путь TGFβ. Таким образом,
ADAMTS1 может быть рассмотрен в качестве потенциальной мишени для противоопухолевой терапии.

Ключевые слова: радиочувствительность, gamma-H2AX, микроядра, гамма-излучение, профиль экс-
прессии генов, ADAMTS1, биомаркеры.
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Популяция человека характеризуется широкой
вариабельностью индивидуальной чувствительно-
сти к воздействию ионизирующего излучения (ИИ).
С одной стороны, радиочувствительность опреде-
ляется индивидуальной генетической конституцией,
с другой – на радиочувствительность могут влиять
многие факторы окружающей среды, включая

предыдущее воздействие ИИ, связанное с фор-
мированием адаптивного ответа [1]. Известно,
что повышенная радиочувствительность может
являться следствием мутаций в генах, вовлеченных
в ответ на повреждение ДНК, как, например, при
ряде тяжелых наследственных синдромов, включая
атаксию–телеангиэктазию и синдром Ниймеген
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[2]. Однако эти редкие наследственные состояния
объясняют только малую часть популяционной ва-
риабельности индивидуальной радиочувствитель-
ности, поэтому наиболее вероятно, что данный фе-
номен определяется генетическим вкладом мно-
гих аллелей с низкой пенетрантностью [3]. В
последние годы значительные успехи широкоге-
номных ассоциативных исследований в области
радиогеномики позволили выявить SNPs и паттер-
ны экспрессии генов, ассоциированные с повы-
шенным риском развития побочных эффектов лу-
чевой терапии [4–7]. Помимо экспрессии генов,
для прогнозирования радиочувствительности могут
быть использованы такие функциональные мар-
керы, как апоптотический индекс [8, 9], частота
хромосомных аберраций [10–12] и уровень фоку-
сов белков репарации двунитевых разрывов ДНК
[3, 13, 14].

Радиационно-индуцированные фокусы γH2AX
и 53BP1 являются хорошо известными маркерами
двухцепочечных разрывов ДНК [15], в то время как
природа эндогенных фокусов этих белков изуче-
на недостаточно. Эндогенные фокусы γH2AX мо-
гут маркировать нерепарированные двухцепочеч-
ные разрывы ДНК, вызванные окислительными
агентами или другими факторами [16]. Более того,
данные фокусы можно увидеть в местах локаль-
ных изменений в структуре хроматина после за-
вершения репарации двунитевых разрывов ДНК
[17, 18] или на укороченных теломерах [19, 20],
которые являются маркером клеточного старе-
ния [21].

Фокусы белков репарации ДНК – это молеку-
лярные машины, состоящие из множества бел-
ков, вовлеченных в ответ на повреждение ДНК
[22], которые потенциально могут влиять на
транскрипционный профиль генов. Однако оста-
ется неясным, отличается ли транскрипционный
профиль в клетках индивидов с различным уров-
нем эндогенных фокусов белков репарации дву-
нитевых разрывов ДНК. Поэтому цель данного
исследования заключалась в выявлении и описа-
нии дифференциально-экспрессирующихся ге-
нов в клетках индивидов с различным уровнем
фокусов белков репарации двухцепочечных раз-
рывов ДНК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Цельная кровь была получена от 37 здоровых
добровольцев мужского пола, проживающих в
г. Томск и г. Северск (РФ), не подвергавшихся
профессиональному воздействию ИИ в возрасте
24–72 лет (38.9 ± 13.9 лет). 16 индивидов были ку-
рильщиками. От каждого участника исследования
было получено добровольное информированное со-
гласие. Исследование было одобрено локальным

этическим комитетом НИИ медицинской гене-
тики Томского НИМЦ (№ 4 от 21.11.2017).

Модельная система с нокаутом и транзиентной
экспрессией гена ADAMTS1 была создана на осно-
вании клеточной линии HeLa (карцинома шейки
матки), любезно предоставленной к. б. н. М.А. Бул-
даковым (НИИ онкологии Томского НИМЦ).

Забор материала и культивирование
Забор цельной крови осуществлялся в вакуум-

ные пробирки с гепарином натрия (Greiner, Гер-
мания). Для анализа частоты микроядер в двухъ-
ядерных клетках 1.5 мл цельной крови после воз-
действия ИИ культивировали в 6 мл среды RPMI
1640 (ПанЭко, Россия), содержащей 10%-ную
эмбриональную телячью сыворотку (ЭТС) (Hy-
Clone, США) и 20 мкг/мл фитогемагглютинина.
Через 44 ч в культуру были добавлены 6 мкг/мл
цитохалазина В (Sigma, США), а через 72 ч куль-
тивирования была проведена фиксация раство-
ром метанол–уксусная кислота 3 : 1.

Мононуклеары периферической крови (МПК)
для оценки уровня фокусов γH2AX и 53BP1 и вы-
деления РНК для анализа экспрессии генов были
выделены из необлученных образцов цельной
крови с помощью центрифугирования в градиенте
фиколла (ПанЭко) с последующей отмывкой в од-
нократном фосфатно-солевом буфере (ПанЭко).

Клеточные линии культивировали в среде
DMEM (ПанЭко) с добавлением 10% ЭТС и
0.02 мг/мл эритромицина (Синтез, Россия) при
37°С и 5% СО2.

Иммуноокрашивание и анализ уровня
фокусов γH2AX и 53BP1

Процедура иммуноокрашивания была прове-
дена по протоколу, описанному в [23], с исполь-
зованием первичных моноклональных антител
мыши к белку γH2AX (Novus Biologicals) и поли-
клональных антител кролика к белку 53BP1 (No-
vus Biologicals) в разведении 1 : 400. В качестве
вторичных антител были использованы антитела
козы к антителам мыши AF 488 (Thermo, США) и
антитела козы к антителам кролика AF 546 (Ther-
mo) в разведении 1 : 400.

Микрофотографии были получены с помо-
щью микроскопа AxioImager Z2 (Carl Zeiss, Гер-
мания) с автоматической системой анализа пре-
паратов Metafer (MetaSystems, Германия) с ис-
пользованием фильтров для DAPI, родамина и
FITC. Результирующие изображения получали пу-
тем слияния снимков 15 фокальных плоскостей с
шагом 0.5 мкм. Фокусы белков репарации ДНК
анализировали визуально в 150–200 клетках. Рас-
пределение числа фокусов γH2AX и 53BP1 аппрок-
симировали с помощью распределения Пуассона,
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как описано в [24], и в последующем анализе вме-
сто среднего числа фокусов была использована λ
из распределения Пуассона.

Воздействие ионизирующим излучением
Образцы цельной крови и клеточные линии

HeLa с дифференциальной экспрессией ADAMTS1
подвергали воздействию γ-излучения 60Co в дозе 2
Гр с использованием гамма-терапевтического ап-
парата Theratron Equinox 100 (Best Theratronics,
Канада). Образцы цельной крови были облучены
в НИИ онкологии Томского НИМЦ. Клетки He-
La были облучены в Томском областном онколо-
гическом диспансере. Все экспериментальные
образцы транспортировались на льду.

Микроядерный тест
Микроядерный тест в лимфоцитах перифериче-

ской крови был проведен в сочетании с флуорес-
центной in situ гибридизацией (FISH) с панцентро-
мерными ДНК-зондами, полученными с помощью
ПЦР как описано ранее [25], и мечеными TAMRA-
dUTP (БиоСан, Россия) в ходе ник-трансляции.
FISH была проведена по протоколу, описанному
в [26]. Частота центромеро-положительных
(MnC+) и центромеро-отрицательных (MnC–)
микроядер была оценена по наличию флуорес-
центного сигнала от панцентромерного ДНК-
зонда с помощью микроскопа AxioImager Z2 (Carl
Zeiss, Германия) с фильтрами DAPI и TAMRA пу-
тем подсчета 2000 двухъядерных клеток.

Анализ экспрессии генов
РНК из МПК была выделена с помощью набо-

ра RNeasy Micro Kit (Qiagen, США) по протоколу
производителя. Качество образцов оценивали по
показателю целостности РНК (RIN 8.0–10.0) с

использованием Agilent 2200 TapeStation (Agilent
Technologies, США). Мечение и гибридизацию
проводили с использованием микрочипов Sure-
Print G3 Human GE v2, 8×60K (Agilent Technolo-
gies), которые сканировали с помощью сканера
Agilent SureScan (Agilent Technologies) в соответ-
ствии с рекомендациями производителя.

Клеточные линии HeLa подвергали воздей-
ствию γ-излучения в дозе 2 Гр и помещали в СО2-
инкубатор на 30 мин при 37°С. Затем клетки про-
мывали 1× PBS и лизировали для выделения РНК с
использованием реактива Лира (Биолабмикс, Рос-
сия) в соответствии с протоколом производителя.
Выделенные образцы РНК очищали с использова-
нием мини-набора RNeasy (Qiagen, США) в соот-
ветствии с протоколом производителя. Качество
РНК оценивали по числу целостности РНК (RIN
9.0–10.0) с использованием системы Agilent 2100
(Agilent Technologies). Полногеномный анализ
экспрессии генов проводили с использованием
микрочипов SurePrint G3 Human Gene Expression
v2 8×60K (Agilent Technologies) в соответствии с
протоколом производителя (версия 6.9.1 от де-
кабря 2015 г.).

Для оценки экспрессии ADAMTS1 и ДЭГ в
клеточной линии HeLa была проведена ПЦР в
реальном времени. РНК для ПЦР-анализа была
выделена через 30 мин после облучения, как было
описано ранее. Полученные образцы были обрабо-
таны ДНКазой I (Thermo, США) и использованы
для синтеза кДНК с помощью набора реагентов
RТ-M-MuLV-RH (Biolabmix, Россия) в соответ-
ствии с протоколом производителя. ПЦР в реаль-
ном времени проводили с использованием Bio-
Master HS-qPCR SYBR Blue (Biolabmix, Россия).
Праймеры для ADAMTS1, SEPP1, LXN, ALPK2 и
RPS18 (референс) были разработаны с использо-
ванием инструмента для создания праймеров
NCB IPrimer Blast (табл. 1).

Таблица 1. Праймеры для ПЦР в реальном времени

Олигонуклеотид Последовательность

ADAMTS1_exp_F 5'-ACATGATGGCGTCAATGC-3'

ADAMTS1_exp_R 5'-ATCAAACATTCCCCATGACC-3'

ALPK2_exp_F 5'-CCATAGCCCAAGTGCAGAGA-3'

ALPK2_exp_R 5'-TTCCGTAGCTGCTGTTCTTGATGC-3'

LXN_exp_F 5'-GAGGATATTCCAGGAAGAGGACA-3'

LXN_exp_R 5'-TTCTTGTCCCGTTGAAGGGT-3'

RPS18_exp_F 5'-GAGGATGAGGTGGAACGTGT-3'

RPS18_exp_R 5'-GGCTAGGACCTGGCTGTATTT-3'

SEPP1_exp_F 5'-ACTGCTCTCTCACGACTCTC-3'

SEPP1_exp_R 5'-TGGTAATGAGGCGATGGAGT-3'
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Создание клеточных линий с нокаутом
и сверхэкспрессией гена ADAMTS1

Клеточная линия HeLa с нокаутом гена
ADAMTS1 была получена путем внесения мутации
сдвига рамки считывания во второй экзон гена с
помощью технологии редактирования генома
CRISPR/Cas9, как описано в [27]. Сверхэкспрес-
сия ADAMTS1 в HeLa была обеспечена с помо-
щью транзиентной трансфекции плазмиды
ADAMTS1_pCSdest (Addgene, 53807) [28], содер-
жащей кодирующую последовательность гена
ADAMTS1, как описано в [27].

Статистический анализ данных
Статистический анализ профилей экспрессии

генов проводили в среде R на log2-трансформи-
рованных данных, после фоновой коррекции и
межчиповой квантильной нормализации. Для
межгрупповых сравнений использовали модифи-
цированный t-критерий с учетом доли ложнопо-
ложительных результатов. Данные, обсуждаемые
в настоящей публикации, были депонированы в
Gene Expression Omnibus и доступны через номер
доступа серии GEO GSE97000 [29]. Все остальные
статистические анализы выполнялись с помощью
рангового критерия Манна–Уитни для групповых
сравнений и критерия Спирмена для корреляцион-
ного анализа с использованием STATISTICA 8.0
(Statsoft, США).

Для аннотирования ДЭГ использовали базу
данных DAVID и инструмент STRING для анализа
предсказанных функциональных взаимодействий
на уровне белков. Статистический анализ данных,
полученных в ходе ПЦР в реальном времени, про-
водили с использованием t-критерия Стьюдента в
STATISTICA 8.0 (Statsoft). Различия считались
статистически значимыми при FDR < 0.2 для ана-
лиза экспрессии генов после применения по-
правки на множественность сравнения и p < 0.05
для других анализов. Численные данные пред-
ставлены в виде среднего значения ± стандартное
отклонение (SD).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Фокусы белков репарации ДНК

и частота микроядер в МПК
В необлученных МПК частота эндогенных

фокусов белков репарации составила 0.30 ± 0.19
фокусов/клетку для γH2AX и 1.23 ± 0.81 для
53BP1, а частота γH2AX коррелировала с частотой
фокусов 53BP1 (R = 0.48, р = 0.006) (рис. 1,а). Од-
нако только 12.3% фокусов γH2AX были колока-
лизованы с 53BP1. Частота микроядер статисти-
чески значимо увеличилась с 5.9 ± 2.2‰ (MnC–:
3.8 ± 1.8, MnC+: 2.1 ± 1.7) в необлученных лимфо-
цитах до 111.7 ± 43.1‰ (MnC–: 105.6 ± 41.9,

MnC+: 6.1 ± 6.5) после облучения в дозе 2 Гр (р <
< 0.001) (рис. 1,б). Возраст и статус курения не
оказывали существенного влияния на уровень
фокусов белков репарации ДНК или микроядер
(данные не представлены).

Была показана отрицательная корреляция
между уровнем эндогенных фокусов γH2AX в МПК
и частотой радиационно-индуцированных цен-
тромеро-негативных микроядер (R = –0.37, p =
= 0.025) (рис. 1,в). Однако уровень эндогенных
фокусов 53BP1 не коррелировал ни с частотой эндо-
генных, ни с частотой радиационно-индуцирован-
ных центромеро-негативных микроядер (рис. 1,г).
Возможно, наблюдаемый эффект мог быть ре-
зультатом потенциального влияния эндогенных
фокусов γH2AX на активацию и арест клеточного
цикла. Однако доля двухъядерных клеток в облу-
ченных клетках обратно коррелировала с часто-
той центромеро-негативных микроядер после об-
лучения (R = –0.36, p = 0.041), но не с частотой
фокусов γH2AX и 53BP1.

Дифференциально-экспрессирующиеся гены в МПК

Полнотранскриптомные профили экспрессии
генов были проанализированы в двух группах
МПК: 1) с высокой частотой радиационно-инду-
цированных центромеро-негативных микроядер
и низким уровнем эндогенных фокусов γH2AX
(n = 3) (группа с низким уровнем фокусов – НФ);
2) с низкой частотой радиационно-индуцирован-
ных центромеро-негативных микроядер и высо-
ким уровнем эндогенных фокусов γH2AX (n = 3)
(группа с высоким уровнем фокусов – ВФ) (табл. 2).

Анализ результатов микрочипового исследо-
вания с использованием t-критерия Стьюдента с
поправкой на множественность сравнения пока-
зал статистически значимые различия в экспрес-
сии генов FDXR, EDA2R, ENST00000424084,
TNFRSF10B, ENST00000452402, RPS27L, FRG2C,
BBC3, PVT1, PHLDA3. Воздействие радиации по-
вышало экспрессию шести генов в обеих группах
лиц: FDXR, EDA2R, TNFRSF10B, BBC3, RPS27L и
PHLDA3. Согласно данным литературы, экспрес-
сия FDXR и EDA2R активируется в ответ на облу-
чение, и эти гены используются в качестве биодо-
зиметров [30].

Некоторые гены дифференциально экспрес-
сировались у индивидов с различным уровнем
фокусов белков репарации ДНК и частотой микро-
ядер. Так, в необлученных лимфоцитах экспрессия
гена ADAMTS1 и двух генов длинных некодирую-
щих РНК (ENST00000424415 и XLOC_011950
(CRNDE)) была статистически значимо выше в
группе индивидов с высоким уровнем фокусов
белков репарации и низкой частотой микроядер
(табл. 3). После облучения наблюдалось возраста-
ние уровня экспрессии генов ENST00000424415,
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XLOC_011950 (CRNDE) и ADAMTS1 в группе ВФ
и снижение экспрессии EIF2A, PNPLA5 и FRG2C
и транскрипта ENST00000424084 по сравнению с
группой НФ (табл. 3).

Принимая во внимание, что ADAMTS1 был
единственным белок-кодирующим геном со значи-
мо отличающейся экспрессией при FDR < 0.05, эф-
фекты дифференциальной экспрессии ADAMTS1
были изучены в модельной системе с нокаутом и
сверхэкспрессией ADAMTS1 на основании кле-
точной линии HeLa.

ДЭГ в клеточной линии HeLa на фоне нокаута
или сверхэкспрессии ADAMTS1

Нокаут и сверхэкспрессия гена ADAMTS1 при-
водили к значимому снижению и повышению
экспрессии гена ADAMTS1 в клеточной линии
HeLa соответственно (рис. 2,a), что технически
верифицирует использованную модельную си-
стему.

Полнотранскриптомный анализ профиля экс-
прессии генов в клеточной линии HeLa с нокау-
том ADAMTS1 выявил 57 ДЭГ (33 с повышенным и
24 с пониженным уровнем экспрессии, p < 0.05) в
клетках до облучения и 103 ДЭГ (56 с повышенным
и 47 с пониженным уровнем экспрессии, p ≤ 0.05)
после облучения в дозе 2 Гр. Некоторые ДЭГ были
связаны с опухолевой резистентностью к γ-облуче-
нию и терапии таксолом (GAGE7) [31], с апоптозом
(GAGE7, POU3F2) [31, 32], частотой и репарацией
радиационно-индуцированных повреждений ДНК
(LXN, POU3F2 и RUNX3) [33–35], пролиферацией,
миграцией и апоптозом опухолевых клеток
(ALPK2) [35], защитой клеток от радиационно-
индуцированной токсичности (SEPP1) [36].

После применения поправки на множествен-
ность сравнения число ДЭГ уменьшилось до 12
(7 с повышенным и 5 с пониженным уровнем
экспрессии, FDR ≤ 0.05) в клетках до облучения и
16 генов (9 с повышенным и 7 с пониженным

Рис. 1. Уровень эндогенных фокусов γH2AX и 53BP1 и частоты эндогенных и радиационно-индуцированных микро-
ядер в МПК здоровых индивидов (n = 37). а – корреляция между фокусами γH2AX и 53BP1 в МПК у одних и тех же
индивидов; б – частоты MnC– и MnC+ в необлученных лимфоцитах и в лимфоцитах через 72 ч после облучения γ-из-
лучением в дозе 2 Гр; в – корреляция эндогенного уровня фокусов γH2AX в МПК с частотой эндогенных и радиаци-
онно-индуцированных MnC-микроядер через 72 ч после облучения; г – отсутствие корреляции между уровнями эн-
догенных фокусов 53BP1 в МПК и частотами эндогенных и радиационно-индуцированных MnC-микроядер через 72 ч
после облучения.
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уровнем экспрессии, FDR ≤ 0.05) в клетках после
облучения (табл. 4). Экспрессия некоторых из
этих генов (ALPK2, LXN и SEPP1) была выбороч-
но верифицирована в клеточной линии HeLa с но-
каутом ADAMTS1 и оценена в клетках со сверх-
экспрессией ADAMTS1 с использованием ПЦР в
реальном времени (рис. 2). Выявленные отличия
в уровне экспрессии были подтверждены для ге-
нов ALPK2 и SEPP1 (рис. 2,б–г). Примечательно,
что сверхэкспрессия ADAMTS1 в клетках HeLa
оказывала противоположный эффект на экспрес-
сию гена LXN. Более того, восстановление экспрес-

сии ADAMTS1 в клеточной линии HeLa с нокау-
том ADAMTS1 привело к увеличению экспрессии
LXN как в необлученных, так и в облученных клет-
ках (рис. 2,в).

Анализ обогащения с использованием инстру-
мента DAVID Bioinformatics Resources не выявил
статистически значимо обогащенных групп генов.
Однако анализ предсказанных функциональных
взаимодействий на уровне белков с помощью ин-
струмента STRING позволил выявить статисти-
чески значимые взаимодействия между списками
ДЭГ (57 генов до облучения и 103 гена после облу-

Таблица 2. Характеристика здоровых индивидов с различным уровнем фокусов белков репарации ДНК и часто-
той микроядер

Примечание. НФ – группа с низким уровнем фокусов, ВФ – группа с высоким уровнем фокусов, * p < 0.05.

Доза Признак НФ ВФ p

Количество индивидов 3 3

Пол Мужской Мужской

Курильщики 1 1

Возраст, лет 37 ± 14 36 ± 8

0 Гр

γH2AX, фокус/клетку 0.18 ± 0.02 0.49 ± 0.07 0.001*

53BP1, фокус/клетку 0.24 ± 0.36 1.57 ± 0.7 0.042*

Колокализация γH2AX и 53BP1, фокус/клетку 0.03 ± 0.03 0.11 ± 0.08 0.167

Частота MnC–, ‰ 2.83 ± 1.77 3.16 ± 1.35 0.808

Частота MnC+, ‰ 2.16 ± 1.25 1.19 ± 0.36 0.269

Частота Mn, ‰ 4.99 ± 3.01 4.36 ± 0.99 0.746

2 Гр

Частота MnC–, ‰ 155.78 ± 47.19 78.44 ± 33.21 0.081

Частота MnC+, ‰ 0.67 ± 1.15 5.11 ± 6.19 0.288

Частота Mn, ‰ 156.44 ± 46.53 83.56 ± 29.52 0.083

Таблица 3. ДЭГ в лимфоцитах индивидов с различным уровнем фокусов γH2AX и частотой радиационно-инду-
цированных микроядер с учетом поправки на множественность сравнения

Примечание. FC – кратность отличий в экспрессии генов в группе индивидов с высоким уровнем фокусов белков репарации
ДНК, относительно группы с низким уровнем фокусов.

Доза ДЭГ FC
ВФ/НФ p (FDR)

0 Гр
ENST00000424415 24.1 0.003
CRNDE 2.9 0.107
ADAMTS1 3.3 0.114

2 Гр

ENST00000424415 24.2 0.003
CRNDE 2.9 0.052
ADAMTS1 4.2 0.023
ENST00000424084 0.4 0.005
EIF2A 0.2 0.133
PNPLA5 0.2 0.158
FRG2C 0.3 0.158
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чения), выявленных в клеточной линии HeLa с
нокаутом ADAMTS1, и наборами генов сигнального
пути апоптоза, индуцированного внутриклеточны-
ми (GO: 0072332, 75 генов) и внеклеточными (GO:
0097191, 217 генов) сигналами, представленными в
базе данных Molecular Signatures Database. Было по-
казано, что 7 из 57 ДЭГ до облучения и 6 из 103 ДЭГ
после облучения имеют функциональные взаи-
модействия с генами, участвующими в сигналь-
ном пути апоптоза, индуцированном внутрикле-
точными сигналами (табл. 5). Другая часть генов
(12 из 57 ДЭГ до облучения и 8 из 103 ДЭГ после
радиационного воздействия) имела функцио-
нальные взаимодействия на уровне белков с гена-
ми, вовлеченными в сигнальный путь апоптоза,
индуцируемый внеклеточными молекулярными
сигналами (табл. 5).

Более того, ДЭГ, идентифицированные в кле-
точной линии HeLa с нокаутом ADAMTS1, по-ви-
димому, имеют функциональные белковые взаи-
модействия с генами, вовлеченными в репарацию
двухцепочечных разрывов ДНК (GO: 0006302,
268 генов), переход клеточного цикла из стадии
G2 в M (GO: 0044839, 276 генов) и сигнальный
путь TGFβ (KEGG M2642, 86 генов) (табл. 5).

Поскольку было обнаружено, что ADAMTS1
дифференциально экспрессируется в МПК ин-
дивидов с различным уровнем эндогенных фоку-
сов γH2AX и радиационно-индуцированных мик-
роядер, был проведен анализ с целью выявления
общих ДЭГ в МПК здоровых индивидов и в кле-
точной линии HeLa с нокаутом ADAMTS1. Однако
сравнение списков ДЭГ не выявило каких-либо
генов, общих для этих групп.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании были проанализи-
рованы полнотранскриптомные профили экс-
прессии генов в МПК здоровых индивидов с раз-
личным уровнем эндогенных фокусов γH2AX и
частотой радиационно-индуцированных микроядер
до облучения и после воздействия γ-излучением.
Было показано, что у индивидов с высоким уров-
нем фокусов белков репарации двунитевых раз-
рывов ДНК наблюдалась повышенная экспрес-
сия генов ENST00000424415, CRNDE и ADAMTS1
как до облучения, так и в облученных мононукле-
арах периферической крови.

Функциональная связь выявленных диффе-
ренциально-экспрессирующихся генов с процес-

Рис. 2. Верификация экспрессии генов, выявленных с помощью полнотранскриптомного анализа в клеточной линии
HeLa с нокаутом ADAMTS1 методом ПЦР в реальном времени. Экспрессия генов ADAMTS1 (а), ALPK2 (б), LXN (в),
SEPP1 (г) в клеточной линии HeLa на фоне нокаута и сверхэкспрессии ADAMTS1. ADAMTS1 ko – клеточная линия HeLa
с нокаутом ADAMTS1, ADAMTS1 ov – клеточная линия HeLa со сверхэкспрессией ADAMTS1, ADAMTS1 ko-ov – кле-
точная линия HeLa с нокаутом гена ADAMTS1 после трансфекции плазмидой ADAMTS1_pCSdest. * – статистически
значимые различия по сравнению с интактной клеточной линией HeLa; # – статистически значимые различия по
сравнению с клеточной линией HeLa с нокаутом ADAMTS1 (p < 0.05).
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сами репарации ДНК не описана в литературе и
может быть связана с их участием в различных
сигнальных путях. Повышенная экспрессия гена
длинной некодирующей РНК, CRNDE, наблюда-
лась при многих типах солидных опухолей и при
лейкемии [37–40]. Кроме того, с данным геном свя-
зывают устойчивость опухолевых клеток к 5-фтор-
урацилу [41] и паклитакселу [42]. Повышенная экс-

прессия CRNDE в клетках лиц с высоким уровнем
спонтанных фокусов γH2AX, наблюдаемая в насто-
ящем исследовании, может быть связана с актива-
цией Wnt/β-катенина или инсулин/IGF-зависимой
передачи сигналов, что способствует активации
апоптоза, устранению поврежденных клеток и сни-
жению частоты микроядер [41, 43]. Данные о воз-
можной функции длинной некодирующей РНК
ENST00000424415 отсутствуют.

ADAMTS1 представляет собой ген, кодирующий
металлопротеиназу внеклеточного матрикса, име-
ющую мембранную локализацию. В настоящем
исследовании установлено, что экспрессия гена
ADAMTS1 снижена в лимфоцитах лиц с низким
уровнем эндогенных фокусов γH2AX и высокой
частотой радиационно-индуцированных микро-
ядер. В недавнем биоинформатическом анализе
ADAMTS1 был идентифицирован как ключевой
ген в развитии опухолей молочной железы [44].
По-видимому, ADAMTS1 может активировать
TGFβ во внеклеточном матриксе, расщепляя его
неактивную форму. Это особенно важно, учиты-
вая, что TGFβ является важным компонентом
клеточного ответа на повреждение ДНК, за счет
регуляции киназной активности ATM. Известно,
что нокаут TGFβ в мышиных клетках или инги-
бирование передачи сигналов TGFβ в клетках че-
ловека снижает активность ATM и аутофосфори-
лирование этой киназы, приводя к деактивации
контрольных точек клеточного цикла и повышен-
ной радиочувствительности клеток. Следовательно,
высокая частота радиационно-индуцированных
микроядер в лимфоцитах индивидов с низким
уровнем экспрессии ADAMTS1 может быть связа-
на с ингибированием передачи сигналов TGFβ,
что в свою очередь повышает радиочувствитель-
ность клеток [45–47].

Учитывая отсутствие в литературе данных об
участии выявленных дифференциально-экспрес-
сирующихся генов в ответе клеток на поврежде-
ние ДНК, был проведен анализ влияния нокаута
гена ADAMTS1 на транскрипционный профиль в
модельной клеточной линии. Было показано, что
нокаут ADAMTS1 приводит к дифференциальной
экспрессии ряда генов, некоторые из которых
функционально связаны с апоптозом, репарацией
двунитевых разрывов ДНК, переходом клеточно-
го цикла из стадии G2 в M и в сигнальном пути
TGFβ. Эта гипотеза согласуется с нашими преды-
дущими результатами. Ранее нами сообщалось,
что нокаут ADAMTS1 в клеточной линии HeLa
приводил к 1.9-кратному снижению клональной
выживаемости после облучения в дозе 2 Гр и по-
вышению частоты радиационно-индуцированных
микроядер с 36.0 ± 7.2 до 55.3 ± 8.3‰ (p < 0.05) по
сравнению с контрольной линией клеток HeLa.

Таблица 4. ДЭГ в клеточной линии HeLa с нокаутом
гена ADAMTS1

Примечание. FC – кратность отличий в экспрессии генов
относительно исходной клеточной линии HeLa. ↑ – возрас-
тание экспрессии, ↓ – снижение экспрессии.

Доза ДЭГ FC p (FDR)

0 Гр

↑ PAGE1 22.5 0.008

↑ FGF13 20.1 6.82E-07

↑ SEPP1 5.8 0.004

↑ MDFI 3.8 0.028

↑ BCHE 2.6 3.93E-05

↑ TUSC3 2.24 0.001

↑ POPDC3 1.9 0.001

↓ DLG5 2.0 0.027

↓ ENST00000549261 2.0 0.001

↓ GAGE7 3.8 2.40E-06

↓ POU3F2 5.8 0.028

↓ LXN 14.2 0.004

2 Гр

↑ FGF13 21.1 5.27E-07

↑ PAGE1 20.5 0.011

↑ MDFI 4.6 0.009

↑ SEPP1 4.2 0.027

↑ SULT4A1 4.0 0.011

↑ SMIM3 2.7 0.057

↑ BCHE 2.2 0.001

↑ TUSC3 2.1 0.002

↑ POPDC3 1.54 0.053

↓ DLG5 2.0 0.023

↓ ENST00000549261 2.3 5.00E-05

↓ OLFML1 2.6 0.022

↓ GAGE7 4.5 0.005

↓ POU3F2 6.7 0.011

↓ LXN 17.3 0.002

↓ ALPK2 2.3 0.093
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Более того, мы также обнаружили, что трансфек-
ция плазмиды ADAMTS1_pCSdest в клеточную
линию HeLa с нокаутом гена ADAMTS1 приводи-
ла к снижению частоты радиационно-индуциро-
ванных микроядер с 55.3 ± 8.3 до 28.7 ± 10.3‰
(p < 0.05), что сопоставимо с частотой микроядер
в контрольной клеточной линии HeLa после облу-
чения (36.0 ± 7.2‰) [27]. Таким образом, наруше-
ние экспрессии гена ADAMTS1 связано с наруше-
нием транскрипционного профиля генов, связан-
ных с ответом на повреждение ДНК и регуляцию
процесса апоптоза.

Полученные результаты указывают на то, что
различный уровень спонтанных и радиационно-
индуцированных повреждений ДНК в клетках
разных индивидов ассоциирован с дифференци-
альной экспрессией отдельных генов в необлу-
ченных клетках, включая ген ADAMTS1. Поэтому
анализ экспрессии гена ADAMTS1 может быть
интересен с точки зрения использования в качестве
маркера индивидуальной радиочувствительности
человека. Показанное ранее влияние нокаута
ADAMTS1 на выживаемость клеток и выявленное в
настоящей работе изменение транскрипционного
профиля генов, участвующих в регуляции апо-
птоза, указывают на необходимость изучения ро-
ли ADAMTS1 в радиационно-индуцированном
ответе клеток и возможности его использования в
качестве мишени противоопухолевой терапии.

Исследование выполнено при финансовой
поддержке РФФИ в рамках научных проектов
№ 14-04-31867 (эксперименты, выполненные на

МПК здоровых индивидов) и 19-34-90143 (экспе-
рименты, выполненные на клеточных линиях).

Все процедуры, выполненные в исследовании
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национально-
го комитета по исследовательской этике и Хель-
синкской декларации 1964 г. и ее последующим
изменениям или сопоставимым нормам этики.

От каждого из включенных в исследование
участников было получено информированное
добровольное согласие.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта ин-
тересов.
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ADAMTS1 Is Differentially Expressed in Human Lymphocytes
with Various Frequencies of Endogenous γH2AX

Foci and Radiation-Induced Micronuclei
S. A. Vasilyeva, *, R. R. Savchenkoa, A. A. Belenkoa, N. A. Skryabina, A. A. Sleptsova,
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The level of spontaneous and radiation-induced DNA damage varies depending on genetic and environmen-
tal factors in human somatic cells. This variation may be associated with transcriptional changes in cells, al-
lowing the use of gene expression levels as markers of individual sensitivity to mutagenic effects. This study
aimed to identify and characterize differentially expressed genes (DEGs) in lymphocytes of individuals with
various frequencies of endogenous γH2AX foci and radiation-induced micronuclei (n = 37). The low-focus
group was characterized by 0.18 ± 0.02 endogenous γH2AX foci per cell and a 155.78 ± 47.19‰ radiation-
induced micronucleus frequency. The high-focus group was characterized by 0.49 ± 0.07 foci/cell and a
78.44 ± 33.21‰ micronucleus frequency. Seven DEGs (ENST00000424415, CRNDE, ADAMTS1,
ENST00000424084, EIF2A, PNPLA5 and FRG2C) (FDR < 0.2) were identified by gene expression analysis
with microarrays. As the extracellular matrix metalloproteinase ADAMTS1 is able to activate the latent form
of TGFβ and TGFβ is involved in radiation-induced cellular response, the effects of ADMTS1 knockout and
overexpression on the gene expression profile were further validated in adherent HeLa cells. Twenty-nine of
160 identified DEGs are involved in apoptosis, DNA DSBs repair, G2/M cell cycle transition, and the TGFβ
signalling pathway. Thus, ADAMTS1 may be useful as a potential target for antitumour therapy.

Keywords: radiosensitivity, gamma-H2AX, micronuclei, gamma-rays, gene expression profiling, ADAMTS1,
biomarkers.
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