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Исследования последних лет показали, что в 

процессах канцерогенеза и прогрессии опухолей 

важны не только генетические, но и эпигенетиче-

ские изменения [1–3]. Наибольший вклад в эпи-

генетическую регуляцию экспрессии генов вносят 

такие процессы, как метилирование ДНК и хими-

ческие модификации гистонов. При этом метили-

рование промоторных областей генов ассоциирова-

но с подавлением транскрипции, а метилирование 

кодирующих последовательностей генов – с актив-

ной транскрипцией [4–6]. Для некоторых канце-

рогенов установлена способность одновременно с 

генотоксическим действием изменять уровень ме-

тилирования ДНК за счет модификаций гетероци-

клических оснований и ингибирования ферментов 

системы эпигенетической регуляции экспрессии 

генов [7, 8]. 

В то же время уровень повреждения ДНК при 

действии генотоксических канцерогенов и эффектив-

ность репарации зависят от паттерна метилирования 

и модификаций гистонов. Это необходимо учитывать 

как при оценке риска развития онкологического за-

болевания, так и при разработке профилактических 

мероприятий [1, 3]. Однако систематизированной 

оценки эпигенетических эффектов различных групп 

канцерогенных соединений до настоящего времени 

не проводилось. 

Представленное исследование направлено на 

изучение эпигенетических эффектов группы реком-

биногенных соединений, узкобороздочных лигандов 

(УБЛ) [9] в сравнении с хорошо изученными инги-

биторами метилирования ДНК и модификации ги-

стонов [10–12]. В настоящее время узкобороздочные 

лиганды активно изучают в связи с их возможным 

использованием в химиотерапии опухолей [13]. Эти 

соединения способны ингибировать активность ряда 

ДНК-зависимых ферментов, в частности, топоизо-

меразы I [14] и метилтрансферазы DNMT3A [15], что 
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свидетельствует о необходимости изучения их влия-

ния на транскрипцию эпигенетически инактивиро-

ванных генов, на метилирование ДНК и модифика-

цию гистонов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Тестируемые соединения: Hoechst 33342 – 

2’-(4-этоксифенил)-5-(4-метил-1-пиперазинил)-

2,5’-бис-бензимидазола тригидрохлорид, Hoechst 

33258 – 2’-(4-гидроксифенил)-5-(4-метил-1-

пиперазинил)-2,5’-бис-бензимидазолтригидро-

хлоридгидрат; DAPI – 4’,6-диамино-2-фенилиндол; 

Netropsin – нетропсиндигидрохлорид гидрат, анти-

биотик из Streptomycesnetropsis; Diminazene – 4,4’-

(1-триазен–1,3–дийил)бис-бензенекарбокси-

мидамид; Трихостаин A (TSA); 5-азацитидин (5-azaC) 

были получены из Sigma-Aldrich, США. В качестве 

растворителей использовали диметилсульфоксид 

(DMSO) (ПанЭко, Россия) и дистиллированную 

воду. 

Клеточные линии. Клетки аденокарциномы чело-

века HeLa (CCL-2) культивировали в среде DMEM 

с добавлением эмбриональной бычьей сыворотки 

(FBS) до 10%, 100 ед/мл пенициллина и 100 ед/мл 

стрептомицина (Fox Chase Cancer Center, США). Вы-

деление субпопуляций клеток HeLa-TI, содержащих 

эпигенетически инактивированный геном вируса 

саркомы птиц с зеленым флюоресцентным белком 

(GFP), было описано ранее [10–12]. 

Вестерн-блоттинг. Для выделения тотального 

белка использовали буфер, содержащий 2% SDS; 

66 мМ TrisHClpH=7,5; ингибиторы протеаз (Roche 

Diagnostics, США) и ингибиторы фосфатаз 2 мМ NaF 

и Na
3
VO

4
 (Sigma-Aldrich, США). В работе были ис-

пользованы антитела к гистонам H3, H4, H3K9me3, 

H3K4me3, H4K20me3 (Abcam, США), к ацетилиро-

ванным гистонам H3 и Н4 (Millipore, США), вторич-

ные козьи антитела (Pierce, Abcam, США). 

Иммунопреципитация хроматина (ChIP). Для 

иммунопреципитации хроматина использова-

ли набор реактивов EZ-Magna ChIP (Millipore, 

США), согласно протоколу производителя. Ре-

зультаты оценивали методом полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) в реальном времени в при-

сутствии красителя SYBRGreen (Kapabiosystems, 

США). Для амплификации контрольного участ-

ка промоторной области GAPDH использовали 

праймеры: FwTACTAGCGGTTTTACGGGCG; 

RevTCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA; а 

для области сайта старта транскрипции CMV 

– FwGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGC; 

RevCAGCTCGACCAGGATGGGCACCAC. ПЦР 

в реальном времени проводили на термоциклере 

Realplex Mastercycler (Eppendorf, США) по прото-

колу: 15 мин 95°С, 40 циклов (15 с 95°С, 60 с 60°С). 

Изменения уровня экспрессии оценивали по поро-

говому циклу. 

Анализ метилирования методом бисульфитного 
секвенирования. Геномную ДНК выделяли из клеток, 

используя набор реактивов DNeasy (Qiagen, США). 

Реакцию бисульфитной обработки проводили с ис-

пользованием набора реактивов EZDNA Methylation 

Goldkit (Zymo Research, CШA) согласно протоколу 

производителя, с полной конверсией цитозина 

в урацил (98°С – 10 мин; 53°С – 4 ч). Для амплифика-

ции модифицированной ДНК использовали полиме-

разу Go Tag Flexi (Promega, США), с праймерами 

к выбранной области LTR промотора: FwGTAATATG

TTTTATAAGGAGAGAAAAAG; RevAAAACCTTCTAC

TTCATACAAATACTC; 94°C – 3 мин, 30 циклов 

(94°C – 30 с, 54°C – 40 с, 70°C – 30 с), 72°C – 3 мин.

Продукты амплификации были очищены на ко-

лонках Zymoclean (Zymo Research, CШA). Клониро-

вание в pGEM-T вектора проводили с использова-

нием pGEM-TEasyVectorSystem (Promega, США) и 

компетентных клеток Е. сoli – Strain Zymo 5  (Zymo 

Research, CШA). Для промоторной области LTR было 

проведено секвенирование ДНК 10–20 клонов по-

сле обработки клеток соединениями Hoechst 33342, 

Hoechst 33258, TSA и 5-azaC. Профиль метилирова-

ния получен путем сравнения последовательностей 

ДНК после бисульфитной обработки с немодифици-

рованной ДНК.

Анализ метилирования методом ИФА. Общий 

уровень метилирования ДНК в клетках оценивали 

методом иммуноферментного анализа (ИФА) с ис-

пользованием белковых метилсвязывающих доменов 

и антител к метилированной ДНК (Epigentek, США). 

Оптическая плотность раствора окрашенного про-

дукта измерялась при =450 нм с использованием 

планшетного спектрофотометра. Уровень метилиро-

вания ДНК оценивали по формуле:

 (sampleOD – ME3OD)/S
5 – mC% = –––––––––––––––––––––––––  • 100%,

 (ME4OD – ME3OD) • 2*/p

где S – количество ДНК (нг); р – положительный 

контроль (нг); 2* – фактор нормализации положи-

тельного контроля к 100% (содержащего 50% 5-mC); 

ME3OD – оптическая плотность отрицательного, 

ME4OD – положительного контроля. 

Анализ метилирования методом метилчувстви-
тельной ПЦР. Геномную ДНК выделяли с использо-

ванием набора реактивов DNeasykit (Qiagen, США). 

Рестрикцию с участием метилчувствительного 

фермента HpaII проводили 12 ч при 37°С. Сайт ре-

стрикции HpaII присутствовал в последовательно-

сти LTR, но отсутствовал на промоторе гена GAPDH, 

использованном в качестве внутреннего контроля. 

Результаты оценивали методом ПЦР в реальном 

времени. Для ПЦР GAPDH использовали прайме-

ры: FwCACCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGTA; 

RevCCTTGACGGTGCCATGGAATTTGC, для ПЦР 

LTRp: Fw CCGATTGGTGGAAGTAAGGTG; Rev 

AAATACAATATCTCTGCAATGCGG.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор анализируемых в нашем исследовании УБЛ 

был обоснован их использованием в терапии различ-

ных заболеваний или в молекулярно-биологических 

исследованиях в качестве красителей ДНК. Так, 

Pentamidine, Diminazeneе и Netropsin применяют 

при лечении бактериальной пневмонии, малярии 

и других инфекционных заболеваний [16–18]. Бис-

бензимидазолы Hoechst 33258, Hoechst 33342 и DAPI 

используют для окрашивания ДНК в молекулярно-

биологических исследованиях. Кроме того, изучает-

ся возможность применения бисбензимидазолов для 

лечения вирусных инфекций и для химиотерапии 

опухолей [13]. 

Анализ эпигенетического действия генотокси-

ческих канцерогенов проведен с использованием 

клеточной модели эпигенетической репрессии, со-

держащей инактивированный ген GFP (см. таблицу). 

Способность УБЛ реактивировать экспрессию GFP 

была оценена с помощью проточной цитофлуориме-

трии через 48 ч после начала эксперимента, при этом 

клетки инкубировали с химическими веществами в 

течение первых 24 ч. Для веществ, обладающих соб-

ственной флюоресценцией, использовали дополни-

тельный контроль на популяции клеток HeLa, не со-

держащих интегрированный провирус с геном GFP. 

Данные, полученные в ходе эксперимента, ука-

зывают на потенциальную спо-

собность генотоксических препа-

ратов, относящихся к группе УБЛ, 

участвовать в эпигенетической 

регуляции экспрессии генов. Все 

тестируемые соединения из этой 

группы (1–6; см. таблицу) обла-

дали выраженным реактивирую-

щим эффектом при концентрации 

соединений 5 мкМ, а для Hoechst 

33342, DAPI и Netropsin эффек-

ты выявлены при концентрации 

препаратов 1 мкМ. При анализе 

результатов эксперимента было 

отмечено, что наибольшей реакти-

вирующей способностью обладают 

Hoechst 33342 и DAPI, а наимень-

шей – Pentamidine и Hoechst 33258 

(см. таблицу). Также для Hoechst 

была показана дозовая зависи-

мость реактивирующего эффекта 

(данные не представлены). По-

лученные результаты согласуются 

с немногочисленными опублико-

ванными данными о способности 

УБЛ влиять на транскрипцию ге-

нов. В частности, на эукариоти-

ческой модельной системе было 

показано, что Pentamidine вызы-

вает усиление экспрессии белка 

фратаксина [17], а Netropsin – транскрипционную 

активность промотора NOS2 [18]. Для Hoechst 33258 

и Hoechst 33342 способность усиливать экспрессию 

генов выявлена впервые. Ранее было показано, что 

эти соединения ингибируют ряд ферментов мета-

болизма ДНК – топоизомеразу I, хеликазы, TATA-

связывающие белки, репликативный белок А и др. 

[19, 20]. При ингибировании топоизомеразы-I могут 

возникать одноцепочечные разрывы, что, в свою оче-

редь, является предпосылкой соматической реком-

бинации [21]. 

Для более подробного изучения реактивирующей 

способности данной группы соединений нами был 

проанализирован механизм наблюдаемой репрессии. 

Изменение уровня метилирования ДНК – важный 

показатель эпигенетической активности химических 

соединений, однако исследование влияния группы 

УБЛ на общий уровень метилирования ДНК методом 

ИФА не выявило значительных изменений (данные 

не представлены). TSA и 5-azaC были использованы в 

качестве контроля реактивации транскрипции, опо-

средованной изменением статуса ацетилирования 

гистонов (TSA) и метилирования ДНК (5-azaC). Ста-

тистически значимое изменение уровня метилирова-

ния, как и ожидалось, наблюдалось только в случае 

применения 5-azaC при значении р<0,01 (данные не 

представлены).

РЕАКТИВАЦИЯ НА GFP-КЛЕТКАХ HELA-TI ПОД ДЕЙСТВИЕМ УБЛ

Соединение

Доля GFP-положительных клеток, %, х –  ± 

Концентрация соединения в среде

1 мкМ 5 мкМ

Hoechst 33342** 15,1+1,5 34,6+0,9*

Hoechst 33258** 7,5+0,6 16,6+0,6*

DAPI** 19,8+0,6* 34,8+1,2*

Netropsin 
(Congocidine, Sinanomycin)

14,3+0,7* 19,6+1,2*

Diminazeneе 
(Azidin, Berenil, Ganasag, Pirocide)

10,3+0,4 21,9+0,9*

Pentamidine 8,8+0,5 16,8+0,5*

Cisplatin (Сisplatinum) 5,1+0,9 6,4+0,6

DMBA 4,7+0,8 4,9+0,6

Aranose 5,9+0,3 6,4+0,7

Cyclophosphamide 
(Сарколизин, Мелфалан)

0.9+0,5 1,3+0,9

TSA (Trichostatin A) 33,7+1,3* 34,1+1,7*

5-azaC 23,1+0,5* 26,9+0,9*

Растворитель (DMSO) 8,3+0,9 7,9+0,6

HeLa-TI без обработки 3,5+0,9 5,5+0,6

Примечание. * – Статистически значимые результаты при значении р<0,001; ** – веще-

ства, обладающие собственной флюоресценцией. 
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Ранее было показано влияние 

димерных производных бисбензи-

мидазола на метилирование ДНК 

in vitro, в частности, на ингиби-

рование каталитического домена 

ДНК метилтрансферазы DNMT3A 

[15]. Также было продемонстри-

ровано снижение метилирования 

гена 18S рибосомных РНК в эука-

риотической системе [22]. В связи 

с этим нам представлялось целесо-

образным более подробно изучить 

влияние тестируемых нами УБЛ 

на метилирование промоторных 

областей путем анализа последо-

вательности LTR, регулирущей 

экспрессию GFP. Метилирование 

ДНК исследовали методом метил-

чувствительной ПЦР. На рис. 1, а 

приведена схема LTR c локали-

зацией сайта рестрикции метил-

чувствительного фермента HpaII 

и праймеров для ПЦР в реальном 

времени. Статистически значимые 

изменения уровня метилирования 

ДНК LTR в области сайта старта 

транскрипции обнаружены при 

обработке HeLa-TI клеток 5-azaC 

и Hoechst 33258, но не Hoechst 

33342 (р<0,01). Для остальных УБЛ 

значительного снижения метили-

рования промоторной области не 

наблюдалось. Известно, что осо-

бенностью большинства УБЛ, в 

том числе Hoechst 33258 и Hoechst 

33342, является преимуществен-

ное связывание с АТ-богатыми 

участками ДНК [23].

Hoechst 33342 и Hoechst 33258 

по молекулярной структуре раз-

личаются лишь функциональной 

группой при фенольном кольце 

(-С
2
Н

5
 и -ОН соответственно) и 

представляют особый интерес в 

плане сопоставления их структур-

ных различий и биологических 

эффектов [24]. Оказалось, что у 

этих соединений разная способ-

ность к реактивации транскрип-

ции эпигенетически репрессиро-

ванных генов, слабая мутагенная 

активность была выявлена только 

для Hoechst 33258 на штамме саль-

монеллы ТА102 с повышенной 

чувствительностью к мутагенному 

воздействию [25], а в эукариотиче-

ских модельных системах мутаген-

Рис. 1. Изменение уровня метилирования в области LTR: а – схема LTR 

с расположением сайта рестрикции для метилчувствительного фермента 

HpaII и праймерами для ПЦР; сpG-пары обозначены в виде кружков; 

б – результаты ПЦР в реальном времени. Нормализация результатов про-

водилась по отношению к внутреннему контролю – количеству GAPDH; 

в – процент метилирования в области LTR получен по результатам 

проведения бисульфитного секвенирования. Справа показаны профили, 

полученные методом проточной цитофлуориметрии с указанием процен-

та GFP-положительных клеток. Метилированные СpG-пары – черные 

кружки, неметилированные – белые
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ный эффект как Hoechst 33258, так и Hoechst 33342 не 

обнаруживался. Рекомбиногенным действием в тесте 

на дрозофиле обладали оба соединения, но эффект 

Hoechst 33258 был сильнее [9]. 

Для подтверждения полученных результатов по 

метилированию промоторной области нами про-

веден анализ метилирования всей области LTR ме-

тодом бисульфитного секвенирования. Всего было 

проанализировано по 10–20 отдельных клонов по-

сле обработки каждым соединением. Параллельно 

методом проточной цитофлуориметрии проводился 

анализ профилей флюоресценции, указывающих на 

уровень реактивации экспрессии GFP. Существен-

ные различия по снижению уровня метилирования 

при действии 5-azaC (36%) и TSA (79%) свидетель-

ствуют о достаточной чувствительности метода. 

При действии Hoechst 33342 уровень метилирова-

ния LTR не изменялся, тогда как обработка клеток 

Hoechst 33258 приводила к снижению уровня мети-

лирования ДНК до 56%, что согласуется с нашими 

данными, полученными методом метилчувстви-

тельной ПЦР.

Следующим этапом нашего исследования эпи-

генетических эффектов УБЛ был анализ их влия-

ния на общий уровень гистоновых модификаций 

(рис. 2). Наблюдается изменение триметилирования 

лизинов гистонов H3 и H4 в положении 9 (H3K9me3) 

и 20 (H4K20me3) соответственно. Эти модификации 

характерны для нетранскрибируемых генов. Сниже-

ние уровня модификации H4K20me3 по сравнению с 

интактным контролем продемонстрировано при дей-

ствии исследуемых УБЛ. 

 На рис. 2, б представлены результаты анализа из-

менений гистоновых модификаций, характерных для 

активно транскрибируемых генов. Эпигенетически-

ми маркерами транскрипции являются триметилиро-

вание лизина гистона H3 в положении 4 (H3K4me3), а 

также ацетилирование гистонов H3 и Н4 (acH3/acH4) 

в промоторных областях генов. Мы показали, что об-

работка HeLa-TI клеток TSA, Hoechst 33342, DAPI 

приводит к увеличению уровня триметилирования 

лизинов в положении 4 гистонов H3 (H3K4me3). При 

этом уровень ацетилирования гистона Н4 существен-

но не изменяется, за исключением образца клеток, 

обработанных TSA. Уровень ацетилирования гистона 

Н3, напротив, увеличился во всех образцах.

Известно также, что в процессе реактивации от-

дельно взятого гена изменение модификаций гисто-

нов происходит в первую очередь в его промоторной 

области. В связи с этим на следующем этапе иссле-

дования было определено изменение уровня моди-

фикаций гистонов H4K40me3 и H3ac в области про-

мотора GFP (LTR) при действии УБЛ. Результаты 

ПЦР в реальном времени представлены на рис. 2, в. 

Изменение уровня метилирования H4K40me3 и аце-

тилирования Н3ас обнаружено через 8 ч после начала 

инкубации с УБЛ. Данные изменения наблюдались 

Рис. 2. Анализ изменения модификаций гистонов: а – 

анализ гистоновых модификаций, характерных для не-

транскрибируемых генов: H3K9me3 и H4K20me3 после 

обработки клеток HeLa-TI узкобороздочными лиган-

дами; б – анализ гистоновых модификаций, характер-

ных для активно транскрибируемых генов: H3K4me3 и 

acH3/H4 после обработки клеток HeLa-TI УБЛ; в – 

результаты ПЦР в реальном времени для модификации 

H4K40me3; г – для модификации Н3ас

в
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для всех соединений, при этом наибольшей эффек-

тивностью обладал TSA. Из литературных данных 

известно, что при обработке клеток 5-azaC общий 

уровень модификаций гистонов не изменяется, а 

реактивация гена GFP в нашей системе происходит 

в результате снижения метилирования ДНК. Ранее 

было показано, что 5-azaC может влиять на организа-

цию хроматина за счет ингибирования de-novo ДНК 

метилтрансфераз [26]. 

Для Hoechst и TSA изменение модификаций ги-

стонов происходило не только на промоторной об-

ласти, а наблюдалось увеличение общего уровня 

ацетилирования гистонов в клетках. Это позволяет 

предположить первичный эффект влияния препара-

тов Hoechst на регуляцию экспрессии генов за счет 

изменения модификации гистонов.

Как известно, реализация эпигенетической ре-

прессии может осуществляться по различным меха-

низмам. В нашей модельной системе реактивация 

происходит либо за счет изменения посттрансляци-

онных модификаций гистонов, либо за счет изме-

нения метилирования ДНК в промоторной области 

GFP. 

Таким образом, нами было охарактеризова-

но эпигенетическое действие группы УБЛ: Hoechst 

33342, Hoechst 33258, DAPI, Diminazene, Pentamidine, 

Netropsin. Для двух представителей этой группы, 

Hoechst 33342 и Hoechst 33258, были изучены меха-

низмы их влияния на гистоновые модификации и на 

метилирование ДНК. Мы впервые продемонстриро-

вали эффект Hoechst 33258 на ингибирование мети-

лирования в промоторной области эпигенетически 

инактивированного гена. Более того, при сравнении 

эффектов Hoechst 33342 и Hoechst 33258 на метили-

рование и гистоновые модификации нам удалось вы-

явить различия в действии данных соединений при 

их схожей химической структуре.
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