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Аденокарцинома легкого – это злокачественная опухоль, наиболее распространенная разновидность 
немелкоклеточного рака легких. Низкая эффективность стандартных методов лечения адено- 
карциномы легкого с мутацией гена-онкосупрессора Stk11 представляет серьезную проблему в 
клинической практике. Поиск и совершенствование новых терапевтических подходов для данного 
заболевания остается актуальной задачей современной биомедицины. Цель работы – создание 
модели рака легкого in vitro на основе клеточной линии LLC1 с нокаутом гена Stk11 для оценки 
чувствительности мутантных клеток к различным видам лучевой терапии, включая облучение 
фотонами, протонами и нейтронами. В качестве основных методов использовали технологии 
геномного редактирования CRISPR/Cas9 для получения мутантных клонов, лазерную сортировку 
клеток, ПЦР-анализ для подтверждения делеции, а также оценку жизнеспособности, пролиферации 
(метаболические тесты, экспрессия маркера Mki67), индукции апоптоза (метод аннексин V-PI) и 
экспрессии гена Pten после облучения клеток дозой 2 Гр. В результате были получены гетерозиготные 
мутантные линии LLC1-STK11-Mut. Облучение клеток выявило, что у мутантных по Stk11 клеток 
радиоиндуцированная стимуляция роста сохранялась дольше, чем у клеток дикого типа, а также 
наблюдалось значительное увеличение доли поздних апоптотических и некротических клеток. 
При этом экспрессия Mki67 временно снижалась после облучения, но быстро восстанавливалась 
у мутантных клеток, что свидетельствует об их более высокой радиорезистентности. В отличие от 
клеток дикого типа, у мутантных клеток уровень экспрессии гена Pten после облучения существенно 
не изменялся. Таким образом, мутация Stk11 способствует формированию радиорезистентности 
опухолевых клеток за счет запуска различных адаптационных механизмов. Полученная in vitro 
модель может использоваться для дальнейшего изучения радиорезистентности и разработки новых 
подходов к терапии опухолей с мутацией STK11.
Ключевые слова: аденокарцинома легкого, серин/треониновая киназа 11 (STK11), адронная терапия, 
терапия частицами, иммунотерапия рака
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ВВЕДЕНИЕ

Рак легкого – один из самых распространенных 
видов злокачественных опухолей, ежегодно уно- 
сящий жизни почти двух миллионов людей в мире  
[1]. В настоящее время общая 5-летняя выжива- 
емость пациентов с аденокарциномой легкого, 
наиболее распространенной разновидностью не- 
мелкоклеточного рака легкого (НМРЛ), составляет 
<20% [2,3]. Аденокарцинома легкого с мутацией 
гена-онкосупрессора Stk11 встречается почти в 
30% случаев; такая опухоль устойчива к лучевой 
терапии, химио- и иммунотерапии, что определяет 
прогноз лечения как крайне неблагоприятный 
[4]. Ген Stk11 кодирует печеночную киназу B1  
(STK11/LKB1), высококонсервативную серин/
треониновую киназу, которая играет важную роль 
в различных клеточных процессах, связанных 
с энергетическим обменом [5]. Для данного 
фермента подробно описана функция подавления 
опухолевого роста путем активации AMPK-свя- 
занных киназ, важнейших регуляторов выжи- 
вания клеток в стрессовых условиях [6]. В до- 
клинических моделях потеря STK11/LKB1 была  
связана с прогрессированием рака легкого и разви- 
тием метастазов. Кроме того, как доклинические, 
так и клинические данные указывают на то, что  
инактивация STK11/LKB1 коррелирует с подавле- 
нием иммунного микроокружения опухоли, ха- 
рактеризующимся сниженным количеством ин- 
фильтрирующих цитотоксических CD8+-T-лимфо- 
цитов, более низкой экспрессией PD-(L)1 и привле- 
чением нейтрофилов в опухолевое микроокруже- 
ние [7]. Таким образом, разработка новых ком- 
плексных стратегий лечения данного типа адено- 
карциномы легкого имеет важное клиническое 
значение [8].

Лучевая терапия (ЛТ) – один из ведущих ме- 
тодов лечения злокачественных опухолей [9]. В 
настоящее время у пациентов, в том числе больных 
раком легкого, в подавляющем большинстве слу- 
чаев применяется стандартная фотонная терапия 
[10], однако облучение частицами – протонами, 
нейтронами, ионами углерода – имеет ряд преиму- 
ществ при данной нозологии. Так, использование 
протонной терапии при ранней стадии НМРЛ  
повысило 3-летнюю безрецидивную выжива- 
емость до 80% в нескольких исследованиях [11].  
При местно-распространенном НМРЛ, который 
характеризуется высокой смертностью и устойчи- 
востью к терапии, облучение протонами привело к 

более низким показателям легочной, пищеводной 
и гематологической токсичности, чем облучение 
фотонами [12]. Tерапия быстрыми нейтронами 
имеет лучшие показатели локального контроля 
и общей выживаемости при распространенном 
НМРЛ по сравнению с традиционной терапией 
[13]. ЛТ с высокой линейной передачей энергии, 
представленная нейтронами и ионами углерода, 
оказывает множество различных биологических 
воздействий на опухолевые ткани по сравнению 
с традиционной ЛТ [14], закладывая хорошую 
основу для более эффективных вариантов комби- 
нированного лечения с другими противоопухо- 
левыми методами лечения, особенно для адено- 
карциномы легкого с мутацией Stk11, которая мо- 
жет быть потенциально устойчива к традиционной 
фотонной радиотерапии. Очевидно, что сравнение 
эффектов различных режимов противоопухолевой 
терапии и разработка новых экспериментальных 
подходов требует использования релевантных 
моделей. На доклиническом этапе исследований 
самыми распространенными моделями служат  
клеточные линии, в том числе линия аденокарци- 
номы легкого мыши LLC1 [15].

Целью настоящего исследования стало полу- 
чение модели рака легкого in vitro на основе кле- 
ток линии LLC1, несущих мутантную форму гена 
Stk11, для оценки их чувствительности к терапии 
частицами, в частности протонами и нейтронами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для создания нокаутирующей ген делеции ис- 
пользовали систему геномного редактирования 
CRISPR/Cas9. Подтверждение успешного лиги- 
рования олигонуклеотидов, кодирующих одиноч- 
ные направляющие РНК (sgРНК) в вектор, про- 
водили при помощи ПЦР c прямым праймером, 
специфичным к последовательности sgРНК, и  
обратным, специфичным к последовательности  
вектора M13Rv – AGCGGATAACAATTTCACACA- 
GGA, результаты скрининга собранных векторов 
представлены на рис. 1. Для каждой sgРНК были 
получены бактериальные клоны Escherichia coli, 
содержащие плазмиды с целевыми вставками: 
sgРНК 213 (рис. 1а), sgРНК 266 (рис. 1б) и sgРНК 
365 (рис. 1в). Из колоний, содержащих вставки, 
наращивали бактериальные культуры и выделяли 
плазмидную ДНК. Все три компонента системы, 
пару sgРНК и последовательность, кодирующую 
белок Cas9, доставляли в клетки единовременно в 
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составе плазмид pU6-sgRNA и pCas9-IRES-eGFP 
соответственно с помощью электропорации.

В качестве репортерного гена использовали 
ген, кодирующий зеленый флуоресцентный бе- 
лок eGFP, отделяли положительную популяцию 
методом сортировки клеток с активированной 
флуоресценцией на приборе BD FACSAria III 
в канале FITC, в результате электропорации 

положительные по eGFP клетки составляли ~3%; 
популяция клеток, выбранных для лазерной 
сортировки, представлена на рис. 2. Клетки, 
несущие мутацию Stk11, детектировали методом 
ПЦР, результаты трех наборов гетерозиготных 
мутантов представлены на рис. 3. Для линии 
LLC1 определена делеция в пуле клеток после 
лазерной сортировки: LLC1 STK11-KO-213-365 

Рис. 1. Анализ клонов E. coli после лигирования олигонуклеотидов, кодирующих sgРНК 213 (а), sgРНК 266 (б) и 
sgРНК 365 (в), в вектор pU6-sgRNA. 

(а) (б)

(в)

Рис. 2. Диаграмма плотности и гейт популяции Р3 – eGFP+-клеток LLC1, отсортированных с помощью FACS, а также 
таблица иерархии гейтов, где P1 – все события, P2 – единичные клетки, P4 – клетки, окрашенные 7-AAD.
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(номера соответствуют sgРНК, использованным 
для создания делеции) и LLC1 STK11-KO-266-365, 
которые обозначали как LLC1 A, LLC1 Б и LLC1 
В соответственно. Во всех повторах обнаружены 
клетки, несущие делецию, и для дальнейшей 
работы пытались получить мутантные гомозиготы.

Для выделения клонов отдельных клеток сорти- 
рованные клетки подвергали предельному разбав- 
лению и вносили в лунки 96-луночного планшета в 
количестве 50 клеток на планшет. Клоны-потомки 
одной клетки далее анализировали методом ПЦР 
с праймерами для последовательности mSTK11 
с целью выявления клонов, несущих делеции в 
целевом гене. Визуализацию результатов ПЦР- 

амплификации проводили при помощи разделения 
полученных ПЦР-продуктов в 1%-ном агарозном 
геле (рис. 4). Большинство отобранных клонов не  
содержали модифицированную последователь- 
ность – об этом можно судить по наличию одного 
продукта амплификации на геле в районе 508 п.н.,  
аналогично исходным клеткам. Низкое содержа- 
ние клеток, несущих модифицированную после- 
довательность, возможно, объясняется снижением 
жизнеспособности трансформированных клеток. 

Для дальнейшей работы отобрали гетерози- 
готные клоны А55 и А60, которые по результатам 
ПЦР-анализа несут модифицированный вариант 
последовательности Stk11. С помощью световой 
фазово-контрастной микроскопии показано, что 
морфологически мутантная линия LLC1-STK11-
Mut (рис. 5а) не отличалась от линии дикого 
типа LLC1 (рис. 5б). На данных фотографиях 
можно наблюдать, что подавление экспрессии 
Stk11 не привело к изменению характеристик 
клеток: формы клеток, выраженности адгезии к 
культуральной подложке, скорости роста.

Облучение клеточных культур, несущих мута- 
цию в гене Stk11, с помощью терапии частицами 

Рис. 3. Детекция продуктов нокаута гена Stk11 в ли- 
нии мыши LLC1, электропорированных сочетанием 
sgРНК 213-365 и 266-365.

Рис. 4. Анализ клонов гетерозиготной мутантной линии LLC1-A, разделение продуктов амплификации в 1%-ном 
агарозном геле. Маркер молекулярных весов GelPilot 50 bp (Qiagen, Германия).
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проводили на базе Медицинского радиологичес- 
кого научного центра им. А.Ф. Цыба в г. Обнинск.  
Для облучения фотонами, протонами и нейтронами 
была выбрана стандартная доза 2 Гр, которая 
обычно используется для пациентов в качестве 
однократной дозы (фракции), а также применя- 
ется в других исследованиях на клеточных ли- 
ниях [13, 16]. 

Через 4 ч после облучения жизнеспособность 
клеток, определяемая с помощью автоматического 
счетчика клеток, оставалась высокой (не менее 
95%), что подтверждает данные об отложенном 
во времени эффекте облучения частицами [17].

Через 1 сутки после воздействия мы наблю- 
дали неожиданный эффект: суммарная метабо- 
лическая активность клеток LLC1 дикого типа воз- 
растала после облучения независимо от типа 
источника, а для клеток LLC1-STK11-Mut пока- 
затели метаболического теста возрастали только  

в группе облучения протонами (рис. 6а). Можно  
предположить, что эффект был вызван адаптив- 
ным ответом опухолевых клеток на радиоиндуци- 
рованный стресс: показано, что однократные невы- 
сокие дозы облучения 0.5–2 Гр могут стимулиро- 
вать пролиферацию опухолевых клеток [18].

Через 3 суток после воздействия показатели 
метаболического теста выросли как для клеток 
LLC1 дикого типа, так и для мутантного по гену  
Stk11 клона, что говорит о сохранности пула ак- 
тивно пролиферирующих клеток после облучения 
в дозе 2 Гр и характеризует линию LLC1 как 
радиоустойчивую. Для исходной линии LLC1 
наблюдали значимое снижение показателя жизне- 
способности в группе облученных нейтронами 
клеток (рис. 6б), что вполне ожидаемо, поскольку  
нейтроны обладают большей энергией проникно- 
вения и вызывают большие повреждения ДНК, а 
следовательно, и гибель клеток [19]. Клетки линии 
с мутацией в гене Stk11 на 3 сутки сохраняли эф- 
фект радиоиндуцированной стимуляции проли- 
ферации после облучения частицами, что может 
быть связано с запуском механизмов репарации 
поврежденной ДНК и объясняет развитие радио- 
резистентности опухолевых клеток, несущих по- 
добную мутацию. Для мышей ген Stk11 связы- 
вают с процессом образования опухолей [20],  
инактивация часто мутирующего гена-супрессора 
опухолей Stk11 оказывает воздействие на про- 
тяжении всего прогрессирования рака легкого,  
что приводит к эпигенетическому перепрограм- 
мированию первичных опухолей [21].

Нами была проведена оценка запуска апоп- 
тоза в клеточных линиях через 1 сутки после об- 
лучения с помощью проточной цитометрии, с окра- 
шиванием клеток красителями аннексин V-FITC 
и пропидием йодида (PI). На рис. 7 видно, что 
доля некротических клеток и клеток, вступивших 
в поздний апоптоз, увеличивается у всех групп 
линии LLC1-STK11-Mut.

При оценке апоптоза мы обнаружили у мутант- 
ных клеток значительный прирост доли поздних 
апоптотических/некротических клеток, что указы- 
вает на развитие необратимой клеточной гибели. 
Вероятно, данный эффект связан с тем, что му- 
тантные клетки более чувствительны к внешним 
воздействиям и активнее запускают механизм 
программируемой клеточной гибели, т.к. нам 
не удалось получить гомозиготный клон клеток 
LLC1, несущий делецию в гене Stk11. Такое рас- 

Рис. 5. Клеточные линии аденокарциномы легкого 
мыши: (а) – LLC1-STK11-Mut; (б) – LLC1. Фазовый 
контраст, масштабный отрезок – 200 мкм.

(а)

(б)
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пределение может также влиять на показатели так 
называемого “опухолевого равновесия” (в англо- 
язычной литературе “tumor equilibrium”), баланса 
между пролиферацией и гибелью клеток: увеличе- 
ние доли гибнущих клеток должно быть компенси- 
ровано более активным делением сохранившего 
пула клеток.

С помощью ПЦР в реальном времени мы 
оценили экспрессию генов Mki67 и Pten, часто 
используемых для характеристики опухолей. Ген 
Mki67 кодирует ядерный белок Ki-67, который 
уже несколько десятилетий считается маркером 
пролиферации клеток [22] и часто используется 

при оценке опухолевого роста после терапии 
[23, 24]. Через 1 сутки после облучения (рис. 8а, 
8б) в обеих линиях рака легкого наблюдалось 
снижение экспрессии гена Mki67, выполняющего 
роль регулятора канцерогенеза в целом [25, 26]. 
Снижение экспрессии маркера Ki-67 характерно 
для иммунотерапии [27] и для терапии с помощью 
адресной доставки лекарств [28], мы же показали, 
что и при терапии частицами этот эффект сохра- 
няется. В то же время через 3 суток после облуче- 
ния в клетках мутантной по Stk11 линии значимых 
различий между контрольной и облученными 
группами не было выявлено, что свидетельствует 
о более быстрой адаптации клеток к стрессу, выз- 
ванному однократным облучением, по сравнению 
с клетками LLC1 дикого типа. Важно заметить, 
что снижение экспрессии Mki67 на первый взгляд  
противоречит данным ССК-8-теста, который не 
подтвердил подавление пролиферации клеток в 
ответ на облучение в дозе 2 Гр. Однако данные  
последних лет ставят под сомнение связь Ki-67 и  
пролиферации опухолевых клеток, подчеркивая, 
что Ki-67 играет другую роль в туморогенезе, 
выступая фактором транскрипции и регулятором 
организации хроматина [20]. Показано, что но- 
каутные по этому гену клеточные линии становятся 
более чувствительны к противоопухолевой те- 
рапии, поэтому восстановление экспрессии Mki67  
в клетках LLC1-Stk11-Mut до уровня контроль- 
ных значений на 3 сутки после воздействия также  
свидетельствует о более высокой радиорезистент- 
ности этого варианта по сравнению с клетками 
LLC1 дикого типа.

Рис. 6. Оценка жизнеспособности клеток LLC1 после терапии частицами через 1 сутки (а) и 3 суток (б) после облучения. 
Данные представлены в виде средних значений ± стандартное отклонение. * p < 0.05.

(а) (б)

Рис. 7. Оценка некроза и апоптоза клеток LLC1 
спустя 1 сутки после облучения методом проточной 
цитометрии с помощью теста аннексин V-FITC и 
пропидия йодид (PI), процент от общей популяции 
клеток, двухфакторный дисперсионный анализ  
** p < 0.01, множественное сравнение – тест Тьюки.
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Ген Pten – критический ген-супрессор опухо- 
лей, играющий важную роль в регуляции роста  
клеток, выживании и пролиферации; его мутация 
может привести к неконтролируемому росту и 
пролиферации клеток, способствуя развитию 
и прогрессированию аденокарциномы легкого 
[29,30]. На рис. 8в, 8г показано, что в клетках 
LLC1 дикого типа нейтроны вызывали временное 
подавление экспрессии этого гена, что согласуется 
с данными других исследователей, также наблю- 
давших снижение экспрессии гена Pten в клетках 
рака легкого LLC1 после облучения однократной 

дозой в 2 Гр [31]. На рисунках также видно, что в 
мутантных по Stk11 клетках облучение не вызывало 
значимых изменений уровня экспрессии данного 
гена, что может указывать на запуск механизмов 
адаптации опухолевых клеток к терапии и не- 
восприимчивости к определенным видам лечения 
[32]. Линии рака легкого, мутантные по Stk11, 
устойчивы к терапии блокадой иммунных конт- 
рольных точек [33,34], поэтому дальнейшие ис- 
следования могут развиваться в области сочетания 
иммунотерапии и терапии частицами [35].

Рис. 8. Оценка экспрессии генов Mki67(а, б) и Pten (в, г) при облучении частицами линий LLC1 с мутацией в гене 
Stk11 и без нее через 1 и 3 суток после облучения. Данные представлены в виде средних значений ± стандартное 
отклонение. * p < 0.05.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование клеток. Клеточную ли- 
нию мышиной аденокарциномы легкого Льюиса 
LLC1 (любезно предоставлена коллегами из Ин- 
ститута цитологии РАН, Санкт-Петербург) куль- 
тивировали в питательной среде DMEM/F12,  
содержащей 10% эмбриональной бычьей сыво- 
ротки (Himedia, Индия), 2 мМ L-глутамина, 50 ед./мл 

пенициллина и 50 мг/мл стрептомицина (ПанЭко, 
Россия), в инкубаторе при 37°С и 5% CO2 в атмосфере 
с влажностью 95%. Все клеточные линии, ис- 
пользуемые в работе, были протестированы на от- 
сутствие контаминации микоплазмой с помощью 
набора MycoReport (Евроген, Россия).

Внесение STK11-KO с помощью CRISPR/
Cas9-системы. Для создания нокаутирующих 

(а) (б)

(в) (г)
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делеций подбирали пары одиночных направляю- 
щих sgРНК таким образом, чтобы расстояние 
между ними было >100 п.н. Подбор и дизайн  
sgРНК проводили с помощью онлайн-ресурса 
https://crispor.gi.ucsc.edu/, синтез олигонуклеотидов 
заказывали в компании Люмипроб (Россия). По- 
следовательности sgРНК приведены в табл. 1.  
Олигонуклеотиды фосфорилировали при по- 
мощи полинуклеотидкиназы T4 Polynucleotide 
Kinase (NEB, США). Векторную плазмиду pU6-
sgRNA подвергали рестрикции эндонуклеазой 
BstV2I (изошизомер BbsI) (СибЭнзим, Россия), 
дефосфорилировали липкие концы c помощью 
фосфатазы креветки Shrimp Alkaline Phosphatase 
(NEB, США) и очищали при помощи электрофореза 
в 1%-ном агарозном геле с последующим выде- 
лением из геля набором Clean up Standart (Евроген, 
Россия). Лигирование олигонуклеотидов в век- 
тор проводили с помощью T7 DNA Ligase (NEB,  
США). Далее проводили трансформацию компе- 
тентных клеток Escherichia coli XL1-Blue. Клоны  
анализировали на наличие вставки методом ПЦР  
с использованием 5X Screen Mix (Евроген, Рос- 
сия) с последующей визуализацией с помощью 
электрофореза в 2%-ном агарозном геле. Прай- 
меры для амплификации участка гена, содержа- 
щего сайты-мишени sgРНК, определяли с по- 
мощью онлайн-ресурса crispor.tefor.net (табл. 2).

Электропорация клеток, лазерная сорти- 
ровка. Для создания значимых делеций с помощью 
электропорации доставляли в клетки 6 мкг плаз- 
миды pCas9-IRES-EGFP, несущей ген Cas9 в со- 
четании с геном маркерного флуоресцентного 

белка eGFP, а также по 6 мкг пары плазмид 
(по 3 мкг каждой), несущие sgРНК; для линии 
LLC1 – пары sgРНК 266 + 365 и 213 + 365. Для 
одной реакции ресуспендировали 4 × 106 клеток 
в 400 мкл DPBS (ПанЭко, Россия) и добавляли 
к суспензии смесь плазмид. Электропорацию 
проводили в электропораторе Gene Pulser Xcell  
(Bio-Rad, США) в 0.4-см кюветах при следующих 
условиях: форма сигнала напряжения – экспо- 
ненциальное затухание, электрическая емкость –  
500 мкФ, импульсное напряжение – 280 В. После 
электропорации клеточную суспензию переносили 
на чашку Петри с культуральной средой.

FACS, лазерная сортировка флуоресцентно-
активированных клеток. Через 72 ч после 
электропорации производили сортировку клеток  
по зеленому сигналу еGFP для обогащения по- 
пуляции успешно трансфицированными клетками. 
После культивирования трансфицированные клет- 
ки сортировали по сигналу репортерного белка 
еGFP на приборе BD FACSAria III (BD Bioscience, 
США), дополнительно окрашивали красителем 
жизнеспособности 7-аминоактиномицин D (7-AAD,  
Invitrogen, США). Мертвые клетки детектировали 
в канале PerCP.

Отбор клеточных клонов. Для отбора единич- 
ных клонов клетки разводили питательной сре- 
дой и вносили в лунки 96-луночного планшета в 
количестве 50 клеток на планшет. Далее отсле- 
живали лунки, в которых развивались колонии 
из одной клетки. Клетки собирали, выделяли 
геномную ДНК при помощи набора реагентов 
ExtractDNA Blood & Cells (Евроген, Россия). 

Таблица 1. Последовательности sgРНК для нокаута Stk11

Название Последовательность (5′→3′)

gRNA-KO-mSTK11-213-FW CACCGAGGGCGAGCTGATGTCGGT

gRNA-KO-mSTK11-213-RV AAACACCGACATCAGCTCGCCCTC

gRNA-KO-STK11-266-FW CACCGCCTCGGTGGAGTCGATGCGG

gRNA-KO-STK11-266-RV AAACCCGCATCGACTCCACCGAGGC

gRNA-KO-mSTK11-365-FW CACCGCTTGACCGCCCTGCGGCATA

gRNA-KO-mSTK11-365-RV AAACTATGCCGCAGGGCGGTCAAGC

Таблица 2. Праймеры для амплификации участков, несущих целевые делеции

Название Последовательность (5→3′) Длина ампликона, п.н.

mSTK11-ontarget-FW GGACGAGGACAAAGAGTGGG
508

mSTK11-ontarget-RV ATACAGACCCCACGAGGTGA
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Далее проводили ПЦР-анализ с использованием 
амплификатора ДТпрайм (ДНК-Технология, 
Россия) для идентификации мутантных клонов; 
в табл. 2 приведены последовательности исполь- 
зованных праймеров. Для ПЦР-анализа исполь- 
зовали набор реактивов 5× qPCRmix-HS (Евроген, 
Россия), смесь для ПЦР в объеме 20 мкл содержала 
300 нг ДНК, 0.5 мкМ олигонуклеотидных прай- 
меров. Программа ПЦР: 95°С – 5 мин, затем  
45 циклов: денатурация 95°С – 15 с, отжиг 60°С –  
15 с, элонгация 72°С – 30 с. Продукты амплифика- 
ции разделяли в 1%-ном агарозном геле под дейст- 
вием электрического тока, используя камеру для 
горизонтального электрофореза SE-1 (Хеликон, 
Россия). 

Экспозиция клеток адронными пучками. 
Клетки снимали с поверхности флакона 75 см2, 
используя 0.05%-ный трипсин-ЭДТА, отмывали 
от ферментов и переносили в криопробирки для  
дальнейшей транспортировки и облучения. Клет- 
ки находились в суспензии в криопробирках, 
транспортировку клеток осуществляли в термо- 
контейнерах с хладоэлементами при 4°С. Об- 
лучение клеточных линий протонами, нейтронами 
и фотонами проводили в г. Обнинск в МРНЦ  
им. А.Ф. Цыба – филиале ФГБУ “НМИЦ радио- 
логии” Минздрава России в дозе 2 Гр на со- 
ответствующих установках. В качестве источ- 
ника нейтронного облучения использовали ге- 
нератор нейтронов НГ-14 (разработан в ВНИИА 
им. Н.Л. Духова, Москва), для фотонной терапии 
использовали g-терапевтическую установку Рокус- 
АМ (АО “Ревенство”, Санкт-Петербург), для те- 
рапии протонами – протонный комплекс Проме- 
теус (АО “Протом”, Протвино).

Метод определения жизнеспособности (ССК- 
8-тест). Контрольные и облученные нейтронами, 
протонами и фотонами клетки помещали в ко- 
личестве по 15 × 103 клеток в 100 мкл питательной 
среды в лунку 96-луночного планшета. Жизне- 
способность клеток определяли с помощью на- 
бора Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Servicebio, 

КНР) в соответствии с протоколом производи- 
теля. Результаты детектировали на планшетном 
спектрофотометре FlexA-200HT (Allsheng, КНР) 
при длине волны 450 нм.

ПЦР в реальном времени. Тотальную РНК 
выделяли с помощью реагента MagZol (Magen, 
КНР) согласно протоколу производителя. Обрат- 
ную транскрипцию проводили с 0.5 мкг тотальной 
РНК на реакцию с использованием набора MMLV-
RT (Евроген, Россия) при 42°C в течение 40 мин. 
Смеси для ПЦР в реальном времени готовили в  
реакционном объеме 20 мкл, содержащем 100 нг  
кДНК, 0.3 мкМ олигонуклеотидных праймеров 
(последовательности используемых праймеров 
указаны в табл. 3) и 4 мкл 5× qPCRmix-HS SYBR 
(Евроген, Россия) в трехкратной повторности.  
ПЦР в реальном времени проводили в амплифи- 
каторе DT Prime 5 (ДНК-Технология, Россия) с 
использованием следующей программы ПЦР: на- 
чальный этап при 95°С в течение 5 мин, затем 30 цик- 
лов: денатурация 94°С – 15 с, отжиг 62°С – 10 с, 
элонгация 72°С – 20 с. Относительные уровни 
экспрессии исследуемых генов рассчитывали 
как 2(–ΔCt), где ΔCt были равны среднему Ct генов 
за вычетом среднего Ct гена сравнения β-2-
микроглобулина (m_B2M).

Аннексин V/пропидия йодидный (PI) тест на  
жизнеспособность клеток. Тест аннексин V/PI  
проводили с использованием набора TransDetect 
Annexin V-FITC/PI Apoptosis Detection Kit (Trans- 
Gen, КНР) в соответствии с протоколом произво- 
дителя. В каждом измерении анализировали 
не менее 3 × 104 клеток. Анализ проводили на 
приборе LongCyte C3111 (Challenbio, КНР) с по- 
следующей обработкой результатов с помощью 
онлайн-ресурса https://floreada.io/.

Статистическая обработка данных. Статис- 
тическую обработку данных проводили в програм- 
ме GraphPad Prism 8 (Software GraphPad Software, 
США). Для проверки характера распределения 
выборки использовали тест Шапиро–Уилка. Одно- 
сторонний дисперсионный анализ (ANOVA) с по- 

Таблица 3. Праймеры для ОТ-ПЦР в реальном времени

Название
Последовательность (5′→3′)

прямой обратный 

Mo_Pten GGACCAGAGACAAAAAGGGAGT CCTTTAGCTGGCAGACCACA

Mo_Mki67 CCTGCCTGTTTGGAAGGAGT AAGGAGCGGTCAATGATGGTT
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следующим апостериорным тестом Тьюки исполь- 
зовали для идентификации различий между не- 
сколькими группами с нормальным распре- 
делением. Непараметрический дисперсионный 
анализ Краскела–Уоллиса с последующим 
апостериорным критерием Данна использовали 
для расчета статистических различий для не- 
нормальных распределений. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0.05 для всех 
тестов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В качестве релевантной модели рака легкого  
in vitro нами была успешно создана нокаутная 
делеция гена Stk11 в клеточной линии адено- 
карциномы легкого LLC1 с использованием систе- 
мы CRISPR/Cas9. Подбор пар sgРНК позволил 
получить значимые делеции, подтвержденные 
методом ПЦР и сортировкой клеток по экспрессии 
eGFP. Полученные мутантные линии LLC1-STK11- 
Mut продемонстрировали гетерозиготный ста- 
тус, что указывает на сложность получения гомо- 
зиготных клонов с полной делецией Stk11. Ранее  
было показано, что в линии LLC1 происходят му- 
тационные процессы, включающие хромосомную 
нестабильность, спонтанное дезаминирование 
5-метилцитозина и дефектное восстановление 
несоответствий ДНК [36]. В 10-й хромосоме у 
клеток LLC1 преобладают именно гетерозиготные 
мутации [36], таким образом, локализованный на 
10-й хромосоме ген Stk11, вероятно, может быть 
представлен тремя копиями в случае анеуплоид- 
ности линии LLC1 по 10-й хромосоме.

Облучение клеточных культур фотонами, про- 
тонами и нейтронами выявило различия в ответе 
клеток с мутацией Stk11 и клеток линии LLC1 
дикого типа. Облучение однократной фракцией 
2 Гр в полях различного качества приводило к 
радиоиндуцированной стимуляции роста опухо- 
левых клеток, однако для мутантных по Stk11 
клеток этот эффект сохранялся дольше, чем для 
клеток дикого типа.

В мутантной линии наблюдалось значитель- 
ное увеличение доли поздних апоптотических и 
некротических клеток, что свидетельствует о по- 
вышенной чувствительности клеток с мутацией 
Stk11 к индукторам программируемой клеточ- 
ной гибели. Однако снижение доли ранних апопто- 
тических клеток и сохранение пролиферации 
указывает на способность этих клеток к выжи- 
ванию и регенерации после воздействия частицами.

Облучение вызывало ожидаемое подавление 
экспрессии регулятора туморогенеза Mki67 в  
течение 1 суток после облучения, однако восстанов- 
ление его экспрессии в клетках LLC1-Stk11-Mut 
до уровня контрольных значений на 3 сутки 
после воздействия свидетельствует о более вы- 
сокой радиорезистентности этого варианта по срав- 
нению с клетками LLC1 дикого типа. Кроме того,  
облучение не влияло на уровень экспрессии гена- 
онкосупрессора Pten в модифицированных клет- 
ках в отличие от клеток исходной линии.

Таким образом, мутация гена Stk11 приводит к 
запуску различных механизмов, обеспечивающих 
устойчивость клеток рака легкого к облучению. По- 
лученная in vitro модель может быть использована 
для дальнейшего изучения механизмов радио- 
резистентности и возможных путей повышения 
эффективности радиотерапии у опухолей с данной 
генетической особенностью.
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Effect of STK11 Mutation in the LLC1 Mouse Lewis Lung 
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Lung adenocarcinoma is a malignant tumor, which is the most common type of non-small cell lung cancer. 
Low efficiency of standard methods of treatment of lung adenocarcinoma with mutation of the Stk11 tumor 
suppressor gene is a serious problem in clinical practice. Search and improvement of new therapeutic ap-
proaches to this disease remains an urgent task of modern biomedicine. The aim of the work was to create 
an in vitro model of lung cancer based on the LLC1 cell line with knockout of the Stk11 gene to assess the 
sensitivity of mutant cells to various types of radiation therapy, including irradiation with photons, protons 
and neutrons. The main methods used were CRISPR/Cas9 genome editing technologies to obtain mutant 
clones, laser cell sorting, PCR analysis to confirm the deletion, as well as assessment of viability, prolifera-
tion (metabolic tests, Mki67 marker expression), apoptosis induction (annexin V-PI method) and Pten gene 
expression after cell irradiation with a dose of 2 Gy. As a result, heterozygous mutant lines LLC1-STK11-
Mut were obtained. Cell irradiation revealed that in Stk11 mutant cells, radio-induced growth stimulation 
persisted longer than in wild-type cells, and a significant increase in the proportion of late apoptotic and 
necrotic cells was observed. At the same time, Mki67 expression temporarily decreased after irradiation, 
but quickly recovered in mutant cells, which indicates their higher radioresistance. Unlike wild-type cells, 
the expression level of the Pten gene in mutant cells did not change significantly after irradiation. Thus, 
the Stk11 mutation contributes to the formation of radioresistance in tumor cells by triggering various 
adaptation mechanisms. The obtained in vitro model can be used for further study of radioresistance and 
development of new approaches to the therapy of tumors with Stk11 mutation.

Keywords: lung adenocarcinoma, serine/threonine kinase 11 (STK11), hadron therapy, particle therapy, 
cancer immunotherapy


