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Изучена экспрессия генов ДНК-репарирующих механизмов в клеточной линии рака прямой кишки 
человека HCT-116 с нормальным геном ТР53 – НСТ116 р53 + / + и изогенная клеточная линия HCТ-116 
с мутантным геном ТР53 – НСТ116 р53 -/-. Анализ экспрессия генов проводился через 1, 12 и 24 часа по-
сле радиационного облучения в дозе 4 Грей. Установлено, что под воздействием ионизирующего излучения 
экспрессия генов клеточной линии с мутантным геном ТР53 существенно отличается от клеточной линии 
с геном дикого типа. Изменение экспрессии генов механизма репарации негомологичных соединений кон-
цов в клеточной линии с мутантным геном ТР53 оказывает влияние на эффективность репарации двуните-
вых разрывов ДНК. Неисправность этих механизмов может привести к аберрациям хромосом и возникно-
вению генетической нестабильности, что можно связать с высокой радиорезистентностью ТР53-мутантных 
опухолей. Кроме того, радиационно-индуцированная динамика экспрессии генов существенно отличается 
в клеточных линиях с нормальным и мутантным геном ТР53 при репарации гомологичных рекомбинаций 
и репарации соединений негомологичных концов. Однако мутация гена ТР53 не оказывает влияние на ради-
ационно-индуцированную динамику экспрессии генов механизмов репарации ошибочно спаренных нукле-
отидов и эксцизионной репарации удалений поврежденных оснований.

Ключевые слова: ген ТР53, экспрессия генов, репарация ДНК, рак, радиационное излучение
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The aim of the study was to investigate the gene expression of DNA are repaired mechanisms in the cell line 
of human colon cancer HCT-116 with the normal gene TP53 – HCT116 p53 + / + and isogenic cell line HCT-116 
with mutant gene TP53 – HCT116 p53 – / -. Analysis of gene expression was performed in a 1, 12 and 24 hours after 
radiation exposure at a dose of 4 Gray. It was found that under the infl uence of ionizing radiation gene expression 
cell line with the mutant gene TP53 signifi cantly differs from the cell lines with wild-type gene. Сhanges in the 
mechanism of gene expression homologous compounds in cell line with the mutant gene TP53 affects the effi ciency 
of DNA double-strand breaks repair. Malfunction of these mechanisms may lead to chromosomal aberrations and 
the occurrence of genetic instability, which can be associated with high radioresistance of TP53 mutant tumors. It 
was found that radiation-induced dynamics of gene expression of repair mechanisms of homologous recombination 
and reparation of non-homologous ends joining are different in cell lines with normal and mutant gene TP53. The 
mutation of the TP53 gene has no effect on radiation-induced dynamics of gene expression mechanisms of mismatch 
repair and nucleotide excision repair of damaged bases deletions.
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Последствиями влияния радиационно-
го воздействия на живые клетки являются 
различные типы повреждений ДНК: об-
разование перекрестных связей в белках 
ДНК, перекрестных связей между цепями 
ДНК, оксидация и разрушение оснований, 
разрушение углеводно-фосфатных цепей, 
разрыв одной и двух цепей ДНК. В вы-
живших клетках могут наблюдаться от-
сроченные эффекты ионизирующего излу-
чения: мутации, хромосомные абберации, 
генетическая нестабильность. Эти генети-
чески поврежденные клетки могут стать 
основой возникновения злокачественных 
опухолей. Похожие изменения ещё в боль-
шей степени могут наблюдаться в раковых 

клетках, в частности, после радиационного 
воздействия в процессе лучевой терапии. 
Ген ТР53 и кодируемый им белок р53 во-
влечен в регуляцию клеточного ответа на 
стрессорные воздействия путем остановки 
клеточного цикла в контрольных точках для 
осуществления репарации ДНК либо ин-
дукции апоптоза в случае невозможности 
устранения ее повреждений [2, 4, 7]. Утрата 
функции гена р53 наблюдается практически 
в каждом случае злокачественных заболева-
ний, а его недостаточность приводит к раз-
витию опухолей [1]. 

Белок р53 обладает исключительно ко-
ротким временем жизни, что достигается за 
счет регулируемого активного убиквитин-за -
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висимого и убиквитин-независимого раз-
рушения [3, 5]. Инициаторами разрушения 
р53 служат несколько убиквитиновых ли-
газ типа Е3 [1]. Наиболее изученной среди 
них является убиквитиновая лигаза Mdm2, 
которая сама является продуктом гена, ак-
тивируемого р53 [8, 13, 14]. Процесс вза-
имодействия р53 с белком Mdm2 тонко 
регулируется за счет множества механиз-
мов [9]. Одни механизмы направлены на 
регуляцию активности Mdm2, в то время 
как другие нацелены на модификации его 
мишени – самого белка р53 [12]. Через бел-
ки р53 и Mdm2 многоклеточный организм 
может элиминировать мутантные клетки. 
Комплекс р53:Mdm2 является одним из 
ключевых механизмов регуляции репара-
ции ДНК. Клетки содержат ряд различных 
сигнальных путей и эффекторов, которые 
опосредуют репарацию различных типов 
повреждений ДНК. Эти пути включают экс-
цизионную репарацию оснований (BER), 
репарацию двунитевых разрывов ДНК, за-
висимую от гомологической рекомбинации 
(HRR), негомологичное соединение концов 
(NHEJ), эксцизионную репарацию нукле-
отидов (NER) и репарацию неправильно 
спаренных оснований (MMR) [6]. Нару-
шение эффективной репарации в раковых 
клетках способствует возникновению хи-
мио- и радиорезистентных раковых опу-
холей и метастазированию здоровых орга-
нов и тканей. Исследование особенностей 
функционирования ДНК-репарирующих 
механизмах в различных типах раковых 
опухолей, в частности, в ТР53-мутантых 
опухолях поможет выяснить причины ра-
дио- и химиорезистентности.

Целью настоящей работы явилось изу-
чение особенностей экспрессии генов ДНК-
репарирующих механизмов в раковых клет-
ках с нормальным и мутантным геном ТР53.

Материал и методы исследования
Использовали клеточную линию рака пря-

мой кишки человека HCT-116 с нормальным геном 
ТР53 – НСТ116 р53 +/+ и изогенную клеточную ли-
нию HCТ-116 с мутантным геном ТР53 – НСТ116 
р53 –/–. Клетки облучали рентгеновским излучени-
ем, генерируемым терапевтическим акселератором 
Cliniac 600 при комнатной температуре в дозах 4 Грэй 
одноразово. Клетки облучались в 24-луночных план-
шетах (объём лунки 2,5 мл.). Профили экспрессии 
генов в клетках НСТ116 р53 +/+ и НСТ116 р53–/– об-
лученных в дозе 4 Гр изучали через 1, 12 и 24 часа 
после облучения с использованием микроматрицы 
Affymetrix серии HGU133А.

РНК выделяли из 3∙106 клеток с использовани-
ем набора для выделения РНК в соответствии с ин-
струкцией производителя. Целостность выделенной 
РНК проверяли с использованием биоанализатора 
Agilent 2100 по целостности 18S и 28S рибосомальной 
РНК с помощью электрофореза в 1 % агарозном геле. 

Библиотеку клонированных ДНК готовили с исполь-
зованием набора GeneChipExpression 3’-Amplifi cation 
One-CyclecDNASynthesisKit. Мечение биотином 
анти-смысловых библиотек клонированных РНК 
и очистка были проведены с использованием набора 
GeneChipExpression 3’-Amplifi cation Reagentsfor IVT 
Labeling в соответствии с протоколом производите-
ля. Количество полученной РНК и ДНК оценивалось 
спектрофотометрически с использованием спектро-
фотометра NanoDrop. Фрагментацию кРНК прово-
дили при 94 °C в термоциклере в течение 35 минут. 
Синтезированные биотинилированные кРНК вначале 
гибридизировали с контрольной матрицей «Test-3» 
с целью оценки качества полученных кРНК. Если 
качество биотинилированных кРНК соответствовало 
расчётному, то тогда проводили гибридизацию с ма-
трицей HGU133А. Матрицу окрашивали стрептови-
дин-фикоэритрином. Окрашенную матрицу отмыва-
ли от несвязавшегося белка и сканировали на сканере 
GeneArray G2500A.

Для обработки материала использовали про-
граммы GeneCards и GeneAnnot. Для построения 
дендрограмм использовали программы Cluster 3.0 
и TreeView. Принадлежность генов к тому или иному 
механизму репарации ДНК определяли по базе дан-
ных KEGG.

Для сравнения экспрессии генов ДНК-
репарирующих механизмов между клеточными лини-
ями с нормальным и мутантным геном ТР53 исполь-
зовали балльную шкалу. Динамика экспрессии гена 
в двух клеточных линиях на протяжении 1, 12 и 24 ча-
сов оценивалась в 3 балла, если она была идентична 
на протяжении всего эксперимента; в 2 балла – если 
динамика экспрессии совпадала по двум временным 
точкам; в 1 балл – при совпадении по 1 временной 
точке и в 0 баллов, если она полностью различалась 
в двух клеточных линиях. Сумму баллов делили на 
общее число генов одного из ДНК-репарирующих 
механизмов и получали среднее значение, по которо-
му производили сравнение сходства экспрессии генов 
в двух клеточных линиях между основными путями 
репарации ДНК.

Результаты исследования 
и их обсуждение

На рис. 1, а показан путь эксцизионной 
репарации оснований BER, который устра-
няет однонитевые разрывы ДНК и участки 
отсутствия нескольких оснований, а также 
удаляет специфические поврежденные ос-
нования [11]. 

Такие компоненты пути эксцизионной 
репарации оснований, как OGG1 (8-оксо-
гуанидин ДНК гликозилаза), TDG (тимин–
ДНК гликозилаза) и UNG (урацил–ДНК 
гликозилаза) демонстрируют одинаковую 
экспрессию в течение всего эксперимен-
та в двух клеточных линиях. Гены NEIL3 
(эндонуклеазы NEIL VIII–3), MBD4 (до-
мен 4 метил-CpG-связывающего белка), 
NEIL1 (эндонуклеазы NEIL VIII–1), MPG 
(N-метилпурин-ДНК гликозилаза) и NTHL1 
(nth эндонуклеазы III–1) имеют схожую ди-
намику экспрессии на 1 и 24 часах, а ген 
MYH 1 (гомолог MutY) на 1 и 12 часах 
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после облучения. Схожая активность экс-
прессии гена SMUG1 (однонитевая се-
лективная монофункциональная урацил-
ДНК-гликозилаза 1) фиксируется только на 
12 часе эксперимента в клеточных линиях 

с нормальным и мутантным геном ТР53. 
Все гены после 24 часов с момента воздей-
ствия на них рентгеновского излучения оди-
наково экспрессируются в двух клеточных 
линиях.

             а                         б                             в                              г                              д
Рис. 1. Экспрессия генов основных путей репарации ДНК в клеточных линиях рака прямой кишки 
человека HCT-116 с нормальным геном ТР53 – НСТ116 р53 +/+ и изогенная клеточная линия 

HCТ-116 с мутантным геном ТР53 – НСТ116 р53:
а – механизм эксцизионной репарации оснований BER; б – механизм репарации двунитевых 
разрывов ДНК, зависимый от гомологической рекомбинации HRR; в – механизм эксцизионной 
репарации неправильно спаренных оснований MMR; г – механизм эксцизионной репарации 

нуклеотидов NER; д –механизм репарации двунитевых разрывов ДНК, негомологичное соединение 
концов NHEJ. Черным цветом обозначены гены, экспрессия которых возрастает по отношению 

к контрольной группе. Серым цветом обозначены гены, экспрессия которых снижается 
по отношению к контрольной группе. ТР53 (+) – раковая клеточная линия НСТ116 с нормальным 

геном TP53. ТР53 (–) – раковая клеточная линия НСТ116 с мутантным геном TP53

На рис. 1, б показан путь репарации дву-
нитевых разрывов ДНК, зависимой от HRR, 
устраняет двунитевые разрывы в ДНК по-
средством гомологичного механизма восста-
новления непрерывной спирали ДНК [11].

Компоненты пути HRR – FANCC (бе-
лок, ассоциирующийся с анемией Фанкони, 
комплементарная группа C), FANCE (бе-
лок, ассоциирующийся с анемией Фанкони, 
комплементарная группа E) и RAD52 (го-
молог белка RAD52) после 1, 12 и 24 часов 
имеют одинаковую динамику экспрессии 
в двух клеточных линиях. Аналогичный 
результат у генов MSH4 (гомолог белка 
MUTS), BRCA1 (белок ассоциирующийся 
с раком молочной железы 1), FANCA (бе-
лок, ассоциирующийся с анемией Фанкони, 
комплементарная группа А) и FANCF (бе-
лок, ассоциирующийся с анемией Фанкони, 
комплементарная группа F), экспрессия ко-
торых различна лишь после 24 часов с мо-
мента воздействия на них рентгеновского 
облучения. Гены BIM (белок BCL2), FANCL 
(белок, ассоциирующийся с анемией Фан-
кони, комплементарная группа L) и MUS81 
(гомолог эндонуклеазы MUS81) одинако-
во экспрессируются только после 1 часа, 
а BRCA2 (белок, ассоциирующийся с раком 

молочной железы 2), MSH5 (небелковое ко-
дирование), RAD51 (гомолог белка RAD51) 
и FANCI (белок, ассоциирующийся с ане-
мией Фанкони, комплементарная группа I) 
после 24 часов. Активность экспрессии 
гена C190RF40 и FANCG (белок, ассоции-
рующийся с анемией Фанкони, комплемен-
тарная группа G) в двух клеточных линиях 
на протяжении всего эксперимента не име-
ет сходства.

На рис. 1, в показан путь репарации 
неправильно спаренных оснований ДНК 
(MMR).У генов MLH1 (белок, ассоцииру-
ющий сраком толстой кишки, неполипоз-
ныйтип 2), PMS2 (белок пост-мейотической 
сегрегации 2) и PMS1(белок пост-
мейотической сегрегации) прослеживается 
схожая динамика экспрессии в двух клеточ-
ных линиях в течение всего эксперимента. 
Такие компоненты репарационного пути, 
как MSH3 (гомолог 3 белка MUTS), MSH2 
(гомолог 2 белка MUTS) экспрессируются 
одинаково после 1 и 24 часов, а MSH6 (го-
молог 6 белка MUTS) после 1 и 12 часов. 
Активность экспрессии гена ssb (белок, ас-
социирующий с синдромом Шегрена анти-
ген B) в двух клеточных линиях имеет сход-
ство лишь спустя 1 час.
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На рис. 1, г показан путь эксцизион-
ной репарации нуклеотидов (NER). В двух 
клеточных линиях с нормальным и му-
тантным геном ТР53 на протяжении все-
го эксперимента наблюдается одинаковая 
активность экспрессии у генов CDK7 (ци-
клин-зависимая киназа 7), DDB1 (белок, 
связывающийся со специфическими по-
вреждениями ДНК, тип 1), XPC (белок, ас-
социированный с пигментной ксенодермой 
тип C) и XAB2 (белок, связывающий XAB, 
тип 2). Одинаковая динамика экспрессии 
прослеживается у генов DDB2 (белок, свя-
зывающийся со специфическими повреж-
дениями ДНК, тип 2), CETN2 (центрин), 
MMS19 (нуклеотидный гомолог репарации 
MMS19), RAD23A (гомолог А белка Rad23) 
и RAD23B (гомолог B белка Rad23), но лишь 
в точках 12 и 24 часов, а у генов ERCC5 (бе-
лок ERCC5), ERCC6 (белок ERCC6), ERCC1 
(белок ERCC1), RPA2 (РНК полимераза 
Iполипептидов B) и LIG1 (АТФ-зависимая 
ДНК лигаза I) через 1 и 12 часов после об-
лучения. Такие компоненты пути NER, как 
ERCC8 (белок ERCC8) и XPA (белок, ассо-
циированный с пигментной ксеродермой, 
комплиментарная группа A) имеют схожую 
экспрессию после 12 часов, а ERCC2 (бе-
лок ERCC2), CCNH (циклин H), MNAT1 
(menage a troishomolog 1, cyclin H assembly 
factor (Xenopuslaevis), RPA1 (репликация 

белка A1) и ERCC3 (белок ERCC3) по-
сле 24 часов. Активность экспрессии гена 
ERCC4 (белок ERCC4) в двух клеточных 
линиях на протяжении всего эксперимента 
не имеет сходства.

В пути NHEJ (рис. 1, д) нет генов, кото-
рые показывали бы схожую динамику экс-
прессии в двух клеточных линиях на про-
тяжении всего эксперимента. Ген XRCC4 
(X-ray repair complementing defective 
repairin Chinese hamster cells 4) имеют схо-
жую активность экспрессии в клеточных 
линиях в точке 1 и 12 час, а PRKDC (проте-
инкиназы, ДНК-активация, каталитических 
полипептидов) и XRCC6 на 12 и 24 часах. 
Одинаково экспрессируется ген XRCC5 
в точке 1 час, а LIG4 (лигаза IV, ДНК, АТФ-
зависимых) в точке 24 часа в клеточных ли-
ниях после воздействия на них рентгенов-
ского облучения.

Путь MMR (рис. 2) в двух клеточных 
линиях имеет наибольшее сходство ди-
намики экспрессии генов, которая равна 
2,28 баллам. Похожие результаты пока-
зывает путь BER, который на 0,08 баллов 
уступает MMR. Средние результаты у пути 
NER ‒ 1,81 баллов. В путях NHEJ и HRR 
экспрессия генов является наиболее раз-
общенной и сходство экспрессии генов 
в двух клеточных линиях составило лишь 
1,6 и 1,47 баллов.

Рис. 2. Сравнение соответствия экспрессии генов ДНК-репарирующих механизмов между 
клеточными линиями с нормальным и мутантным геном ТР53. BER – механизм эксцизионной 
репарации оснований; HRR – механизм репарации двунитевых разрывов ДНК, зависимый 
от гомологической рекомбинации; MMR – механизм эксцизионной репарации неправильно 

спаренных оснований; NER – механизм эксцизионной репарации нуклеотидов; NHEJ –механизм 
репарации двунитевых разрывов ДНК, негомологичное соединение концов

В норме двунитевые разрывы ДНК воз-
никают с невысокой частотой в период ре-
пликации генома, но их число увеличивается 
при воздействии внеклеточных агентов. В ка-
честве такого агента может выступать иони-
зирующее излучение, которое способствует 
большому количеству двунитевых разрывов 
в ДНК клетки. За восстановление двунитевых 
разрывов отвечают два механизма репарации 

ДНК – HRR и NHEJ. HRR воссоединяет кон-
цы ДНК без потери информации с помощью 
матрицы сестринской хроматиды [10]. В про-
тивоположность этому при NHEJ концы ДНК 
часто укорачиваются, и этот вариант является 
потенциально мутагенным [15]. 

В эксперименте установлено, что под 
воздействием ионизирующего излучения 
экспрессия генов клеточной линии с мутант-
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ным геном ТР53 существенно отличается от 
клеточной линии с геном дикого типа. Изме-
нение экспрессии генов механизма репара-
ции NHEJ в клеточной линии с мутантным 
геном ТР53 оказывает влияние на эффектив-
ность репарации двунитевых разрывов ДНК. 
Неисправность этих механизмов может при-
вести к аберрациям хромосом и возникно-
вению генетической нестабильности, что 
в итоге можно связать с высокой радиорези-
стентностью ТР53-мутантных опухолей.

Заключение
Таким образом, сравнительный анализ ди-

намики экспрессии генов, продукты которых 
являются участниками ДНК-репарирующих 
механизмов в клетках линий HCT-116 p53 –/– 
и HCT-116 p53 +/+ через 1,12 и 24 часа после 
радиационного воздействия в дозе 4 Гр позво-
лил сделать следующие выводы:

1. Радиационная индуцированная дина-
мика экспрессии генов механизмов репара-
ции гомологичных рекомбинаций и репа-
рации соединений негомологичных концов 
отличаются в клеточных линиях с нормаль-
ным и мутантным геном ТР53.

2. Мутация гена ТР53 не оказывает 
влияние на радиационно-индуцированную 
динамику экспрессии генов механизмов ре-
парации ошибочно спаренных нуклеотидов 
и эксцизионной репарации удалений по-
врежденных оснований.

Работа выполнена при поддержке фе-
деральной целевой программы «Научные 
и научно-педагогические кадры инноваци-
онной России» грант № 14.B37.21.0558.
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