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Íîêàóò ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9 ïîâûøàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ðàêà ëåãêîãî...

Ëèçèí-ñïåöèôè÷åñêàÿ ìåòèëòðàíñôåðàçà Set7/9 âïåðâûå îïèñàíà êàê ôåðìåíò, ìåòèëèðóþùèé ÷åò-
âåðòûé ëèçèí êàíîíè÷åñêîãî ãèñòîíà H3. Ïîçæå ïîêàçàíî, ÷òî Set7/9 ñïîñîáåí ìåòèëèðîâàòü îêîëî
30 íåãèñòîíîâûõ ìèøåíåé, ó÷àñòâóþùèõ â òàêèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, êàê ðåãóëÿöèÿ ýêñïðåññèè ãå-
íîâ, äèôôåðåíöèðîâêà, îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è äð. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îò ñòàòóñà Set7/9 ìîæåò
çàâèñåòü âîñïðèèì÷èâîñòü êëåòîê ê ãåíîòîêñè÷åñêèì àãåíòàì. Ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû ãåíîìíîãî ðåäàêòè-
ðîâàíèÿ CRISPR/Cas9 ìû ñîçäàëè êëåòî÷íóþ ëèíèþ ðàêà ëåãêîãî ÷åëîâåêà À549 ñ íîêàóòîì Set7/9.
Ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëó÷åííîé êëåòî÷íîé ìîäåëè ìû ïîêàçàëè, ÷òî íîêàóò Set7/9 ïîâûøàåò ÷óâñòâèòå-
ëüíîñòü êëåòîê ðàêà ëåãêîãî ê ãåíîòîêñè÷åñêèì àãåíòàì äîêñîðóáèöèíó è öèñïëàòèíó, ÷òî äîñòèãàåòñÿ
çà ñ÷åò ïîâûøåíèå óðîâíÿ àïîïòîçà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Set7/9, CRISPR/Cas9, íîêàóò, äîêñîðóáèöèí, ýòîïîçèä, öèñïëàòèí

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÍÌÊÊË — íåìåëêîêëåòî÷íàÿ êàðöèíîìà ëåãêîãî.

Ëèçèí-ñïåöèôè÷åñêàÿ ìåòèëòðàíñôåðàçà Set7/9 âïåð-
âûå îïèñàíà êàê ôåðìåíò, ìåòèëèðóþùèé ÷åòâåðòûé ëè-
çèí êàíîíè÷åñêîãî ãèñòîíà H3 (Wang et al., 2001). Íà ñå-
ãîäíÿøíèé äåíü ïðèíÿòî ñ÷èòàòü, ÷òî äàííàÿ ìîäèôèêà-
öèÿ ãèñòîíà H3 ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìàðêåðîâ àêòèâíî
ýêñïðåññèðóþùåãîñÿ õðîìàòèíà (Ting et al., 2006).

Ïîçæå ïîêàçàíî, ÷òî Set7/9 ÿâëÿåòñÿ ôåðìåíòîì, ñïî-
ñîáíûì ìåòèëèðîâàòü è íåãèñòîíîâûå ìèøåíè, òàêèå êàê
p53, PARP1, TAF10, ýñòðîãåíîâûé ðåöåïòîð ERa, E2F1
è äð. (Pradhan et al., 2009; Kassner et al., 2013; Lezina
et al., 2014; Lezina et al., 2015). Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü âñå-
ãî èçâåñòíî îêîëî 30 íåãèñòîíîâûõ ìèøåíåé Set7/9, ó÷à-
ñòâóþùèõ â òàêèõ êëåòî÷íûõ ïðîöåññàõ, êàê ðåãóëÿöèÿ
ýêñïðåññèè ãåíîâ, äèôôåðåíöèðîâêà, îòâåò íà ïîâðåæäå-
íèå ÄÍÊ è äð. Òàêèì îáðàçîì, Set7/9 ïîòåíöèàëüíî ìî-
æåò ó÷àñòâîâàòü â äàííûõ ïðîöåññàõ è âëèÿòü íà òàêèå
âàæíûå òóìîðîãåííûå õàðàêòåðèñòèêè, êàê ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü êëåòîê ê ãåíîòîêñè÷åñêèì àãåíòàì, ñêîðîñòü ïðîëè-
ôåðàöèè è óðîâåíü àïîïòîçà. Äåéñòâèòåëüíî, â ëèòåðàòó-
ðå èìåþòñÿ äàííûå î òîì, ÷òî ýêòîïè÷åñêàÿ ýêñïðåññèÿ
Set7/9 ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ óðîâíÿ àïîïòîçà â êëåò-
êàõ îñòðîãî ìèåëîèäíîãî ëåéêîçà è ñíèæåíèþ óðîâíÿ
àïîïòîçà â êëåòêàõ ðàêà ëåãêîãî (Gu et al., 2017). Ïðè
ýòîì â öèòèðîâàííîé ðàáîòå îòñóòñòâóþò äàííûå î ðîëè
Set7/9 â çàïóñêå àïîïòîçà â óñëîâèÿõ ãåíîòîêñè÷åñêîãî
ñòðåññà, âûçâàííîãî õèìèîïðåïàðàòàìè. Äðóãîå èññëåäî-
âàíèå äåìîíñòðèðóåò ðîëü Set7/9 â îòâåòå êëåòîê íà ãåíî-
òîêñè÷åñêèé ñòðåññ, âûçâàííûé èíãèáèòîðîì òîïîèçîìå-

ðàçû II äîêñîðóáèöèíîì (Lezina et al., 2015). Ïîêàçàíî,
÷òî íîêäàóí Set7/9 ïîâûøàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê
îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà U2OS ê äîêñðóáèöèíó è ñíèæàåò
óðîâåíü ðåïàðàöèè äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ â äàííûõ
êëåòêàõ (Lezina et al., 2015).

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ðàê ëåãêîãî ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç
íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ïðè÷èí îíêîëîãè÷åñêîé
ñìåðòíîñòè, à ïÿòèëåòíÿÿ âûæèâàåìîñòü ïîñëå ïîñòàíîâ-
êè äèàãíîçà â ñðåäíåì íå ïðåâûøàåò 20 % (Torre et al.,
2016). Îêîëî 80 % ñëó÷àåâ ðàêà ëåãêîãî îòíîñÿò ê íåìåë-
êîêëåòî÷íîé êàðöèíîìå ëåãêîãî (ÍÌÊÊË). Îñîáåííîé
àãðåññèâíîñòüþ îòëè÷àåòñÿ ÍÌÊÊË ñ ìóòàöèÿìè â ãåíå
kras, äëÿ êîòîðîé ïðèìåíåíèå èíãèáèòîðîâ EGFR ÿâëÿåò-
ñÿ íåýôôåêòèâíûì (Riely et al., 2008). Òàêèì îáðàçîì, ïî-
èñê áèîìàðêåðîâ äëÿ îöåíêè ýôôåêòèâíîñòè õèìèîòåðà-
ïèè ïðè äàííîé ôîðìå ÍÌÊÊË ÿâëÿåòñÿ îñîáåííî àêòó-
àëüíûì. Ïî ýòîé ïðè÷èíå ìû âûáðàëè ëèíèþ ÍÌÊÊË
÷åëîâåêà ñ ìóòàöèåé G12S â ãåíå kras äëÿ èññëåäîâàíèÿ
ðîëè ìåòèëòðàíñôåðàçû Set7/9 â êëåòî÷íîì îòâåòå íà îá-
ðàáîòêó ãåíîòîêñè÷åñêèìè õèìèîïðåïàðàòàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ê ë å ò î ÷ í û å ë è -
í è è — ëèíèþ ÍÌÊÊË ÷åëîâåêà A540 è ëèíèþ ôèáðî-
áëàñòîâ ýìáðèîíàëüíîé ïî÷êè ÷åëîâåêà ÍÅK293-Ò. Êëå-
òî÷íûå ëèíèè êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â ñðåäå RPMI
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(â ñëó÷àå ëèíèè À549) è DMEM (â ñëó÷àå ÍÅK293-Ò) (In-
vitrogen, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òåëÿ-
÷üåé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ) â ïðèñóòñòâèè ñìåñè ïå-
íèöèëëèíà è ñòðåïòîìèöèíà (Áèîëîò, Ðîññèÿ). Äëÿ ïðîâå-
äåíèÿ èììóíîáëîòèíãà áåëêè ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
13%-íîãî ÏÀÀÃ â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ, ïåðåíîñè-
ëè íà PVDF-ìåìáðàíó, êîòîðóþ çàòåì èíêóáèðîâàëè ñ
ñîîòâåòñòâóþùèìè ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè. Èñïîëüçî-
âàëè ïåðâè÷íûå àíòèòåëà ïðîòèâ Set7/9 (Santa Cruz Bio-
technology, ÑØÀ, ðàçâåäåíèå 1 : 1000) è b-àêòèíà (Sig-
ma-Aldrich, ÑØÀ, ðàçâåäåíèå 1 : 5000).

Ä ë ÿ î ö å í ê è ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è Setd7 èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîä êîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì
âðåìåíè. Äëÿ ýòîãî òîòàëüíóþ ÐÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè èç
êëåòîê À549 ñ íîêàóòîì Set7/9 è èç êîíòðîëüíûõ êëåòîê ñ
èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà TriZol (ThermoFisher, Ëàòâèÿ)
ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ñèíòåç êÄÍÊ
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ íàáîðà RevertAid First Strand
cDNA Synthesis kit (ThermoFisher, Ëàòâèÿ) ñîãëàñíî ðåêî-
ìåíäàöèÿì ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àìïëèôèêàöèþ ïðî-
âîäèëè íà ïðèáîðå CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System (Bio-Rad, ÑØÀ). Äëÿ àíàëèçà ýêñïðåññèè ãå-
íîâ setd7 è GAPDH èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû:
ê setd7 ïðÿìîé 5R-TCATTGATGTGCCTGAGCCCTA-3R è
îáðàòíûé 5R-TCAGGGTGCGGATGCATTTGAT-3R,
ê GAPDH ïðÿìîé 5R-GAGGTCAATGAAGGGGTCAT-3R è
îáðàòíûé 5R-AGTCAACGGATTTGGTCGTA-3R.

Ä ë ÿ í î ê à ó ò à Set7/9 â êëåòî÷íîé ëèíèè À549 ïðè-
ìåíÿëè ìåòîäèêó CRISPR/Cas9. Èñïîëüçîâàëè âåêòîð len-
tiCRISPRv2.0, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ êàê ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü ôåðìåíòà Cas9, òàê è ñêàôôîëä äëÿ íàïðàâëÿþùåé
ÐÍÊ (guide RNA, gRNA) (Sanjana et al., 2014). Â äàííûé
âåêòîð êëîíèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòü gRNA, ñïåöèôè-
÷åñêóþ äëÿ Set7/9: 5R-ATGGATAGCGACGACGAGA-
TGGTGGAGGAGGCGGTGGAAGGGCACCTGGACGAT
GACGGATTACCGCACGGGTTCTGCACA-3R, ïîäî-
áðàííóþ ñ ïîìîùüþ ðåñóðñà CCtop (https://crispr.
cos.uni-heidelberg.de/). Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ñòàáèëüíûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé èñïîëüçîâàëè ìåòîä ëåíòèâèðóñíîé òðàíñ-
äóêöèè. Äëÿ ñáîðêè ëåíòèâèðóñíûõ ÷àñòèö â êëåòêè
ÍÅK293Ò êîòðàíñôèöèðîâàëè âåêòîð lentiCRISPRv2.0 ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ gRNA (â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïî-
ëüçîâàëè èñõîäíûé âåêòîð lentiCRISPRv2.0, íå íåñóùèé
gRNA), à òàêæå óïàêîâî÷íûé âåêòîð psPAX2 è âåêòîð,

êîäèðóþùèé ëåíòèâèðóñíóþ îáîëî÷êó, pMD2.G. Ïîñëå
ìíîæåñòâåííîãî çàðàæåíèÿ êëåòêè âåëè íà ñåëåêòèâíîé
ñðåäå ñ ïóðîìèöèíîì.

Ä ë ÿ ï ð î â å ä å í è ÿ Ì Ò Ò - ò å ñ ò à êëåòêè ðàññàæè-
âàëè â 96-ëóíî÷íûå êóëüòóðàëüíûå ïëàíøåòû è îáðà-
áàòûâàëè ãåíîòîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè äîêñîðóáèöèíîì
è öèñïëàòèíîì â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ. ×åðåç 24 ÷ â
êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè 10 ìêë 5 ìã/ìë ðàñòâîðà ÌÒÒ
â PBS è ïîìåùàëè â CO2-èíêóáàòîð íà 4 ÷. Ïîñëå ýòîãî
ñðåäó îòáèðàëè, â êàæäóþ ëóíêó äîáàâëÿëè 100 ìêë ðàñ-
òâîðèòåëÿ (0.3%-íûé ðàñòâîð HCl â èçîïðîïàíîëå) è èí-
êóáèðîâàëè ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå
30 ìèí. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ïðè äëèíå âîë-
íû 570 íì ñ ïîìîùüþ ôëóîðèìåòðà (Fluorofot, Ðîññèÿ).
Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ðàññ÷èòûâàëè êàê îòíîñèòåëü-
íóþ âåëè÷èíó, ïðèíèìàÿ çà 100 % çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ðàñòâîðà â ëóíêàõ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè,
íå ïîäâåðãàâøèìèñÿ îáðàáîòêå.

Óðîâåíü àïîïòîçà â êëåòêàõ ïîñëå îáðàáîòêè ãåíî-
òîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè ýòîïîçèäîì è öèñïëàòèíîì â òå-
÷åíèå 24 ÷ èçìåðÿëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåò-
ðèè ñ ïîìîùüþ ïðèáîðà Muse Cell Analyzer (Merck Milli-
pore, Ãåðìàíèÿ) è íàáîðà ðåàãåíòîâ Muse Annexin V &
Dead Cell Assay Kit (Merck Millipore, Ãåðìàíèÿ) ïî ïðîòî-
êîëó, ðåêîìåíäîâàííîìó ôèðìîé-ïðîèçâîäèòåëåì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ï î ë ó ÷ å í è å ê ë å ò î ÷ í î é ë è í è è À 5 4 9 ñ í î -
ê à ó ò î ì S e t 7 / 9 ñ ï î ì î ù ü þ ñ è ñ ò å ì û C R I S P R / -
C a s 9. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèíèè ñ íîêàóòîì setd7, êîäèðóþ-
ùåãî ìåòèëòðàíñôåðàçó Set7/9, âûáðàëè ëèíèþ ÍÌÊÊË
÷åëîâåêà, ýêñïðåññèðóþùóþ áåëîê ð53 äèêîãî òèïà è õà-
ðàêòåðèçóþùóþñÿ íàëè÷èåì ðàñïðîñòðàíåííîé ìóòàöèè
G12S â ãåíå kras, à òàêæå îòíîñèòåëüíî âûñîêèì óðîâíåì
áåëêà Set7/9 (https://www.lgcstandards-atcc.org/Products/
All/CCL-185?geo_country=ru#history).

Ïî ðåçóëüòàòàì êîëè÷åñòâåííîé ÎÒ-ÏÖÐ â ðåæèìå
ðåàëüíîãî âðåìåíè óðîâåíü ìÐÍÊ setd7 â ëèíèè ñ íîêàó-
òîì, îöåíåííûé, îñòàåòñÿ íåèçìåííûì ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíîé ëèíèåé, òàê êàê ôåðìåíò Cas9 âûðåçàåò
ëèøü íåáîëüøîé ôðàãìåíò ÄÍÊ, ÷òî íå âëèÿåò íà óðî-
âåíü ìÐÍÊ (ðèñ. 1, à). Òðàíñëÿöèè Set7/9 ñ äàííîé ÐÍÊ
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Ðèñ. 1. Íîêàóò Set7/9 ñ èñïîëüçîâàíèåì ñèñòåìû CRISPR/Cas9.

à — óðîâåíü îòíîñèòåëüíîé ýêñïðåññèè (ÎÝ) ãåíà setd7, êîäèðóþùåãî áåëîê Set7/9, íà óðîâíå ìÐÍÊ (êîëè÷åñòâåííàÿ ÎÒ-ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè) â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è â êëåòêàõ ñ íîêàóòîì Set7/9; âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. á — ðåïðåçåíòàòèâ-

íûå ðåçóëüòàòû Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà óðîâíÿ áåëêà Set7/9 â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è â êëåòêàõ ñ íîêàóòîì Set7/9, b-àêòèí — êîíòðîëü íàãðóçêè.



ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò, ÷òî ïîäòâåðæäåíî ñ ïîìîùüþ
Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë, ñïåöè-
ôè÷íûõ ê Set7/9 (ðèñ. 1, á).

Ê ë å ò ê è A 5 4 9 ñ í î ê à ó ò î ì S e t 7 / 9 î á ë à ä à þ ò
ï î â û ø å í í î é ÷ ó â ñ ò â è ò å ë ü í î ñ ò ü þ ê ä î ê ñ î ð ó -
á è ö è í ó è ö è ñ ï ë à ò è í ó. ×òîáû îïðåäåëèòü âëèÿíèå
Set7/9 íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ðàêîâûõ êëåòîê ê ãåíîòîêñè-
÷åñêèì àãåíòàì, ìû âûáðàëè äâà õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ
ïðåïàðàòà, âõîäÿùèõ â ñîâðåìåííûå ñõåìû ëå÷åíèÿ
ÍÌÊÊË ñ ðàçëè÷íûì ìåõàíèçìîì äåéñòâèÿ — äîêñîðó-
áèöèí è öèñïëàòèí. Äîêñîðóáèöèí ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì
ÄÍÊ òîïîèçîìåðàçû II è âûçûâàåò îáðàçîâàíèå äâóõöå-
ïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ÷òî ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè òà-
êèõ ìåõàíèçìîâ ðåïàðàöèè, êàê ãîìîëîãè÷íàÿ ðåêîìáè-
íàöèÿ è íåãîìîëîãè÷íîå ñîåäèíåíèå êîíöîâ. Öèñïëàòèí â
ñâîþ î÷åðåäü îáðàçóåò ñøèâêè ïóðèíîâûõ îñíîâàíèé
è èíäóöèðóåò ýêñöèçèîííóþ ðåïàðàöèþ íóêëåîòèäîâ è
îñíîâàíèé.

Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ÌÒÒ-òåñòà,
ïðîâåäåííîãî ñ èñïîëüçîâàíèåì êîíòðîëüíîé êëåòî÷íîé
ëèíèè è ëèíèè À549 ñ íîêàóòîì Set7/9. Íîêàóò Set7/9 ïî-
âûøàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü èññëåäóåìîé êëåòî÷íîé ëèíèè
êàê ê äîêñîðóáèöèíó, òàê è ê öèñïëàòèíó. Ïîëó÷åííûå
íàìè äàííûå ÷àñòè÷íî ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó-
÷åííûìè ðàíåå. Òàê, ïîêàçàíî, ÷òî ïîäàâëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè Set7/9 â êëåòêàõ îñòåîñàðêîìû ÷åëîâåêà ïðèâîäèò ê
ïîâûøåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè äàííûõ êëåòîê ê äîêñîðó-
áèöèíó (Lezina et al., 2015).

Òàêèì îáðàçîì, â õîäå äàííîé ðàáîòû ìû âïåðâûå ïî-
êàçàëè âëèÿíèå ñòàòóñà Set7/9 íà âîñïðèèì÷èâîñòü êëåòîê
ðàêà ëåãêîãî ê ãåíîòîêñè÷åñêèì àãåíòàì ðàçëè÷íîãî ìå-
õàíèçìà äåéñòâèÿ.

Íî ê à ó ò S e t 7 / 9 â û ç û â à å ò ï î â û ø å í è å ó ð î â -
í ÿ à ï î ï ò î ç à â ê ë å ò ê à õ À 5 4 9 ï î ñ ë å î á ð à á î ò -
ê è ä î ê ñ î ð ó á è ö è í î ì è ö è ñ ï ë à ò è í î ì. Ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè ìû èññëåäîâàëè
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå óðîâíÿ Set7/9 íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê À549 ê ãåíîòîêñè÷åñêèì ïðåïàðàòàì.

à — äîëÿ æèâûõ êëåòîê ïî ðåçóëüòàòàì ÌÒÒ-òåñòà â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ñ íîêàóòîì Set7/9 è êîíòðîëüíîé ïîñëå îáðàáîòêè äîêñîðóáèöèíîì è öèñïëà-
òèíîì; âåðòèêàëüíûìè îòðåçêàìè îáîçíà÷åíû âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. á — ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ñòàäèÿì àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè â

êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ñ íîêàóòîì Set7/9 è êîíòðîëüíîé ïîñëå îáðàáîòêè ýòîïîçèäîì è öèñïëàòèíîì.



ìåõàíèçì ãèáåëè êëåòîê ñ ðàçëè÷íûì ñòàòóñîì Set7/9 ïðè
îáðàáîòêå ãåíîòîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè ðàçëè÷íîãî òèïà
äåéñòâèÿ — ýòîïîçèäîì è öèñïëàòèíîì. Â äàííîì ýêñïå-
ðèìåíòå ìû èñïîëüçîâàëè ýòîïîçèä êàê àëüòåðíàòèâíûé
èíãèáèòîð òîïîèçîìåðàçû II, òàêæå ïðèìåíÿþùèéñÿ â ñî-
ñòàâå ñõåì ïðîòèâîîîïóõîëåâîé òåðàïèè ïî ïðè÷èíå
òîãî, ÷òî äàííûé ïðåïàðàò íå õàðàêòåðèçóåòñÿ ôëóîðåñ-
öåíöèåé â îòëè÷èå îò äîêñîðóáèöèíà. Äîêñîðóáèöèí â
ñâîþ î÷åðåäü õàðàêòåðèçóåòñÿ ñõîäíûìè õàðàêòåðèñòèêà-
ìè ïîãëîùåíèÿ è èñïóñêàíèÿ ñâåòà ñ 7-àìèíî-àêòèíîìè-
öèíîì D (7ÀÀÌÄ), ïðèìåíÿåìûì â äàííîé ìåòîäèêå â
êà÷åñòâå ìàðêåðà ïðîíèöàåìîñòè êëåòî÷íîé ìåìáðàíû.

Â ðåçóëüòàòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî íîêàóò Set7/9 ñïîñîá-
ñòâóåò ïîâûøåíèþ óðîâíÿ àïîïòîçà â êëåòêàõ À549 ïðè
îáðàáîòêå ýòîïîçèäîì è öèñïëàòèíîì (ðèñ. 2, á). Ïðè
ýòîì ïðè îáðàáîòêå êëåòîê 50 è 150 ìêÌ ýòîïîçèäà â òå-
÷åíèå 24 ÷ êëåòêè â îñíîâíîì íàõîäèëèñü íà ñòàäèè ðàí-
íåãî àïîïòîçà, à ïðè îáðàáîòêå öèñïëàòèíîì â êîíöåíòðà-
öèÿõ 100 è 150 ìêÌ â òå÷åíèå òîãî æå âðåìåíè íàáëþäà-
ëîñü ïðåîáëàäàíèå êëåòîê â ñîñòîÿíèè ïîçäíåãî àïîïòîçà
(ðèñ. 2, á).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíîñòü
êëåòîê À549 ñ íîêàóòîì Set7/9 ê ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì
àãåíòàì ðàçëè÷íîãî ìåõàíèçìà äåéñòâèÿ îáóñëîâëåíà ïî-
âûøåíèåì óðîâíÿ àïîïòîçà. Âîçìîæíî, äàííîå äåéñòâèå
îáåñïå÷èâàåòñÿ âëèÿíèåì Set7/9 íà òðàíñêðèïöèîííóþ
àêòèâíîñòü ïðîàïîïòîòè÷åñêîãî ôàêòîðà ð53, ÷òî, îäíà-
êî, òðåáóåò äàëüíåéøåãî áîëåå ïîäðîáíîãî èçó÷åíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 17-75-10198).
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Set7/9 METHYLTRANSFERASE KNOCK OUT INCREASES THE SENSITIVITY

OF LUNG CANCER CELLS TO GENOTOXIC DRUGS

V. A. Mamontova,1 A. V. Petukhov,1, 2 O. A. Fedorova,1 O. Yu. Shuvalov,1 N. A. Barlev,1 A. A. Daks1, *
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Lysine-specific methyltransferase Set7/9 was initially described as enzyme methylating the 4 lysine of the
canonical histone H3. It was later shown that Set7/9 is able to methylate up to 30 non-histone targets involved
in such cellular processes as gene expression regulation, cell differentiation, DNA damage response, and others.
We assumed that the susceptibility of cells to genotoxic agents may depend on the status of Set7/9. Using the
CRISPR/Cas9 genomic editing tool, we created the A549 human lung cancer cell line with knockout of Set7/9.
Using the obtained cellular model, we showed that knockout of Set7/9 increases the sensitivity of lung cancer
cells to genotoxic agents — doxorubicin and cisplatin, which is achieved by increasing the level of apoptosis.

K e y w o r d s: Set7/9, CRISPR/Cas9, knockout, doxorubicin, cisplatin, etoposide
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