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Характерными изменениями в системе эпигенетической регуляции экспрессии генов, сопровож-
дающими процесс злокачественной трансформации клетки, являются аберрантное метилирова-
ние и ацетилирование гистонов. Активно используемым в клинической онкологической практике 
эпигенетически активным препаратом является вориностат, противоопухолевый эффект которого, 
как правило, связывают с ингибированием гистоновых деацетилаз. Эффекты этого препарата на 
метилирование гистонов изучены недостаточно. Используя тест-систему HeLa  TI, позволяющую 
оценить интегральный эффект эпигенетически активных соединений по активации экспрессии ре-
портерного гена GFP, и нокдаун генов интерферирующими РНК, мы показали, что ингибирующее 
действие вориностата направлено не только на HDAC1, но и на SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1, 
EZH2. С  помощью Вестерн-блоттинга была подтверждена способность вориностата подавлять 
экспрессию ферментов SUV39H1/2, SUV420H1, EZH2 и, кроме того, было впервые выявлено его 
ингибирующее действие на экспрессию ферментов SUV420H2 и DOT1L. Полученные данные рас-
ширяют представление об эпигенетических эффектах вориностата и демонстрируют необходимость 
масштабного анализа его активности в отношении других эпигенетических ферментов. Деталь-
ное понимание механизма эпигенетического действия вориностата будет способствовать его более 
адекватному использованию в терапии опухолей с аберрантным эпигенетическим профилем.
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DOI: 10.31857/S0320972523070096, EDN: FXUMTH

Принятые сокращения: Б/т  – нетрансфицированные клетки; ЗНО  – злокачественные новообразования; 5-aza  – 
5-азацидин; CBL0137 – кураксин CBL0137; DNMT – ДНК-метилтрансферазы; G9a, GLP, SUV39H1, SUV39H2 – гисто-
новые метилтрансферазы класса  KMT1; DOT1L  – гистоновая метилтрансфераза класса  KMT4; EZH2  – гистоновая 
метилтрансфераза класса  KMT6; HDAC  – гистоновые деацетилазы; HeLa  TI  – популяция клеток HeLa Трихоста-
тин А-Индуцируемая; HMT – гистоновые метилтрансферазы; KMT – лизиновые метилтрансферазы; me – метильная 
группа; SAHA  – вориностат (субероиланилид гидроксамовой кислоты); SUV420H1, SUV420H2  – гистоновые метил-
трансферазы класса KMT5; TSA – трихостатин А.
* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.

ВВЕДЕНИЕ

Необратимый процесс опухолевой транс-
формации клеток обусловлен генетическими по-
вреждениями ДНК, приводящими к точечным 

мутациям генов, амплификации генов и хро-
мосомным транслокациям. При этом опухоле-
вая трансформация сопровождается обширным 
перепрограммированием транскриптома, ко-
торое происходит за счет изменения паттерна 
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эпигенетических модификаций, в том числе 
метилирования гистонов  [1]. Метилирование 
гистонов является одним из ключевых эпи-
генетических механизмов регуляции тран-
скрипции и играет важную роль в таких про-
цессах, как репликация ДНК, репарация и 
рекомбинация ДНК, транскрипция генов, раз-
витие клеточного цикла и пространствен-
ная организация хромосом  [2–4]. В  основ-
ном метильные  (me) модификации распо-
лагаются на аминокислотных остатках лизина 
и аргинина N-концевых хвостов гистонов Н3 
и  Н4 и подразделяются на метки, активирую-
щие транскрипцию (H3K4me2/3, H3K36me2/3, 
H3K79me1/2/3)  [3, 5, 6] и ответственные за 
подавление экспрессии генов (H3K9me2/3, 
H4K20me3, H3K27me3)  [7–9]. Сочетание раз-
личных гистоновых модификаций играет клю-
чевую роль для образования эухроматина и 
гетерохроматина  [10]. Процесс катализа мети-
лирования и деметилирования гистонов осу-
ществляют ферменты антагонисты – гистоно-
вые метилтрансферазы  (HMT) и деметилазы, 
которые функционируют в сложных белковых 
комплексах, состоящих из различных хрома -
тин-модифицирующих ферментов, транскрип-
ционных факторов или белков-репрессоров 
транскрипции  [11, 12]. Формирование абер-
рантного профиля метилирования гистонов 
является результатом структурных нарушений 
в генах метилтрансфераз и деметилаз, а также 
результатом некорректной экспрессии данных 
ферментов в результате внешних воздействий 
и/или опосредованного влияния генетических 
нарушений, вызвавших необратимую транс-
формацию клетки [13]. Гиперэкспрессия и му-
тации  HMT наблюдаются при различных ти-
пах злокачественных новообразований (ЗНО), 
поскольку изменения в структуре хроматина 
могут влиять на сигнальные пути и паттерны 
экспрессии генов, которые способствуют он-
когенезу [14].

Наиболее часто вовлеченными в процесс 
канцерогенеза являются метилтрансферазы 
EZH1/2, SETDB1, SUV39H1, SUV420H1/2, G9a, 
GLP, DOT1L, PRMT5, PRMT6, сверхэкспрес-
сия которых наблюдается и часто коррелирует 
с худшим прогнозом при таких  ЗНО, как рак 
молочной железы, рак предстательной желе-
зы, рак яичников, легких, шейки матки, кожи 
и  др.  [9, 15–28]. Таким образом, данные фер-
менты являются перспективными мишенями 
для противоопухолевой терапии. В  настоя-
щее время идет активный поиск и исследо-
вание низкомолекулярных соединений, спо-
собных модулировать активность  HMT. Ряд 
модуляторов, таких как Chaetocin (ингибитор 

SUV39H1/H2), UNC0642 и BIX01294 (ингиби-
торы  G9a/GLP), находятся на стадии докли-
нических испытаний  [29–32]. В  свою оче-
редь, агенты Pinometostat (ингибитор DOT1L), 
SHR2554 (ингибитор EZH2), PRT543 (ингиби-
тор PRMT5) и EZM8266 (ингибитор G9a) про-
ходят клинические испытания для терапии па-
циентов с опухолями кроветворной системы, 
а также солидными ЗНО [33–35]. В 2020 г. для 
противоопухолевой терапии был одобрен пер-
вый ингибитор HMT – таземетостат, действие 
которого направлено на подавление фермен-
тативной активности EZH2 [36].

Вориностат, также известный как  SAHA 
или Золинза®, является ингибитором гисто но-
вых деацетилаз  (HDAC) классов  I, II и  IV  [37]. 
Данный препарат применяется для лечения 
пациентов с прогрессирующей, рецидивирую-
щей или устойчивой к химиотерапии кожной 
Т-клеточной лимфомой  [38]. Механизм дей-
ствия вориностата заключается в связывании 
иона цинка, находящегося в активном цент-
ре HDAC, в результате чего происходит инги-
бирование каталитической активности фер-
мента. Следствием ингибирования  HDAC яв-
ляется повышение ацетилирования гистонов 
и активация транскрипции  [37]. В  результате 
действия вориностата возрастает ацетилиро-
вание не только гистоновых белков, но и ряда 
негистоновых факторов транскрипции, а так-
же белков, участвующих в регуляции клеточ-
ной пролиферации, миграции и гибели клет-
ки  [39]. Обширные исследования in  vitro и 
in vivo на различных моделях опухолей демон-
стрируют сильные противоопухолевые эффек-
ты вориностата, включая индукцию ареста кле-
точного цикла, апоптоза и аутофагии, в том 
числе в клетках с развившейся химиорези-
стентностью [40]. В настоящее время накоплен 
ряд данных клинических испытаний (фазы  I 
и II) о положительном эффекте вориностата в 
комбинированной терапии таких заболеваний, 
как множественная миелома, колоректальная 
карцинома, саркома, миелодиспластический 
синдром, нейробластома [41–45].

Данные опубликованных исследований сви-
детельствуют о том, что ингибирование HDAC 
не является единственным механизмом дей-
ствия вориностата на систему эпигенетической 
регуляции транскрипции. Было показано, что 
ингибиторы HDAC, в том числе вориностат, 
способствуют увеличению степени метилиро-
вания гистона  3 по лизину  4 (H3K4me1/2/3) 
за счет miRNA-опосредованного подавления 
экспрессии лизиновых деметилаз семейства 
JARID1 – RBP2, PLU-1, SMCX и LSD1, отно-
сящейся к семейству  KDM1  [46]. Также про-
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демонстрирована способность вориностата ин-
гибировать экспрессию ДНК-метилтрансфе-
раз DNMT1 и DNMT3b как на уровне мРНК, 
так и на уровне белка  [47]. Кроме того, в не-
скольких исследованиях было показано, что 
вориностат вызывает небольшое, но статисти-
чески значимое снижение уровня модифика-
ций H3K9me3 и H3K9me2 [46, 47]. Также было 
продемонстрировано локус-специфическое влия-
ние вориностата на гистоновые метилтранс-
феразы SUV39H1 и EZH2 [48, 49]. Несмотря на 
это, детального изучения интегрального влия-
ния вориностата на метилирование гистонов и 
на опосредующие его HMT не проводили.

Представленное исследование было на-
правлено на анализ влияния вориностата на 
процесс метилирования гистонов на инте-
гральном уровне. В  качестве модельной си-
стемы в работе была использована популяция 
клеток HeLa TI, несущих в своем геноме эпи-
генетически репрессированный репортерный 
ген  GFP, кодирующий зеленый флуоресцент-
ный белок. Активация экспрессии  GFP про-
исходит при запуске 15  различных эпигене-
тических факторов снятия репрессии генов, 
в том числе генов белков, регулирующих аце-
тилирование и метилирование гистонов  [50]. 
Нокдаун генов определенных эпигенетических 
ферментов в клетках HeLa  TI позволяет оце-
нить вклад кодируемых ими белков в эпигене-
тическую регуляцию транскрипции. В  каче-
стве альтернативного подхода, позволяющего 
провести более широкое исследование в связи 
с меньшей трудоемкостью и затратностью, для 
анализа эффектов эпигенетических препа-
ратов использовали определение содержания 
ферментов с помощью Вестерн-блоттинга. 
Конкретные задачи работы включали: (1) про-
вести моделирование эффектов ингибиторов 
с различным действием на гистоновые деаце-
тилазы при нокдауне гена  HDAC1 в тест-си-
стеме HeLa  TI для дальнейшего определения 
характера эпигенетичечкого действия вори-
ностата; (2) провести анализ изменений экс-
прессии репортерного гена  GFP при действии 
вориностата на клетках HeLa  TI с нокдау-
ном генов HDAC1, EZH2, SUV39H1, SUV39H2 
и  SUV420H1; (3) оценить эффекты вориноста-
та на экспрессию гистоновых метилтранс-
фераз EZH2, SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1, 
SUV420H2, G9a, GLP, DOT1L.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. В  исследовании 
использовали клетки HeLa  TI  – популяцию 

клеток HeLa, содержащих эпигенетически ре-
прессированный вектор на основе вируса 
саркомы птиц, кодирующий репортерный 
ген  GFP. Популяция HeLa  TI была получена 
в  2008  г. лабораторией А.М.  Скалка (Anna 
Marie Skalka) и Р. Катца (Richard Katz) из 
Онкологического центра Фокса Чейза (Fox 
Chase Cancer Center, Филадельфия, США) [50]. 
В  2011  г. в рамках выполнения общего про-
екта клеточная популяция HeLa  TI была пре-
доставлена в распоряжение отдела хими-
ческого канцерогенеза НМИЦ онкологии 
им. Н.Н. Блохина. В 2021 г. в нашей лаборатории 
была завершена верификация возможности ис-
пользования клеток HeLa  TI в качестве тест-
системы для анализа эпигенетической актив-
ности ксенобиотиков [51].

Клетки культивировали во флаконах T-75 
(«Eppendorf», Германия) в среде Игла, модифи-
цированной Дульбекко (DMEM), содержащей 
4,5 г/литр глюкозы («ПанЭко», Россия), 10% (v/v) 
термически инактивированной эмбриональ-
ной телячьей сыворотки (FBS; «Biosera», 
Франция), смесь антибиотиков пенициллина 
(50 ед./мл) и стрептомицина (50 мкг/мл) («Пан-
Эко») и 2  мМ L-глутамина («ПанЭко»). Куль-
тивирование проводили в стандартных усло-
виях (37 °C, 5% CO2).

Анализ характера эпигенетического действия 
вориностата в тест-системе HeLa  TI. Анализ 
реактивации эпигенетически репрессированно-
го гена  GFP при совместном действии нок-
дауна гена  HDAC1 и эпигенетических моду-
ляторов трихостатина А, 5-азацитидина и 
кураксина  CBL0137 в тест-системе HeLa  TI. 
Трихостатин  А (TSA; «Selleckchem», США), 
5-азацидин (5-aza; «Merck», Германия) и ку-
раксин  CBL0137 (CBL0137; «Инкурон», Рос-
сия) растворяли в 100%-ном диметилсуль-
фоксиде (ДМСО, «ПанЭко»), стоковая кон-
центрация растворов составила 10  мМ. Клетки 
HeLa  TI высеивали в 24-луночный планшет 
(«Eppendorf») по 20 000 клеток в лунку и че-
рез 10  ч проводили трансфекцию 5 нМ  siRNA 
(малые интерферирующие РНК) к мРНК 
гена  HDAC1  (GS3065). Для нокдауна исполь-
зовали набор из 4 siRNA («Qiagen», Германия). 
Трансфекцию осуществляли с помощью реак-
тива HiPerFect Transfection Reagent («Qiagen») 
по протоколу производителя. Концентрации 
siRNA были выбраны по рекомендации про-
изводителя и составляли концентрации, при 
которых происходит практически полная 
(не менее 80%) репрессия транскрипции гена-
мишени. Нокдаун от неспецифических эф-
фектов дифференцировали с помощью набо-
ра siRNA AllStars Negative Control («Qiagen»), 
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который представляет собой несколько siRNA 
к  мРНК генов, не имеющих гомологии ни с 
одним известным геном млекопитающих. Под-
тверждение селективного действия siRNA к 
гену-мишени было осуществлено с помощью 
метода Вестерн-блоттинг и ПЦР в реальном 
времени (данные не приводятся). Количество 
жизнеспособных клеток после нокдауна со-
ставляло не  менее  80% от общего количества 
клеток. На следующий день (через 24  ч после 
трансфекции) клетки обрабатывали нетоксич-
ными концентрациями  TSA (0,12  мкМ), 5-aza 
(10  мкМ), CBL0137 (0,6  мкМ) и инкубиро-
вали в течение 24  ч. Конечная концентрация 
ДМСО в среде с клетками не превышала 0,1%. 
Затем проводили замену среды на свежую и 
через 48  ч клетки снимали с подложки с по-
мощью 0,25%  (v/v) раствора трипсин-ЭДТА 
(«ПанЭко»), промывали фосфатно-солевым 
буфером  (PBS) с последующим центрифуги-
рованием (250 g, 5 мин) и проводили проточ-
ную цитометрию с помощью прибора BD 
FACSCanto II («BD Biosciences», Бельгия). Для 
поддержания высокой жизнеспособности кле-
ток при хранении клеточной суспензии был 
использован раствор PBS с 2%-ной FBS. В ходе 
анализа использовали синий лазер  (488  нм) 
и канал FITC (530/30 нм).

Анализ реактивации эпигенетически репрес-
сированного гена  GFP при действии ворино-
стата и нокдауне генов HDAC1/HMT в тест-
системе HeLa  TI. Вориностат («Selleckchem») 
растворяли в ДМСО, стоковая концентрация 
составляла 10 мM. Клетки HeLa TI высевали и 
проводили трансфекцию siRNA к мРНК генов 
HDAC1 (GS3065), EZH2  (GS2146), SUV39H1 
(GS6839), SUV39H2  (GS79723), SUV420H1 
(GS51111), как описано ранее. Для нокдауна каж-
дого из генов использовали набор из 4 siRNA. 
Концентрации siRNA были выбраны по реко-
мендациям производителя и составляли кон-
центрации, при которых происходит прак-
тически полная (не  менее  80%) репрессия 
транскрипции гена-мишени. Нокдаун от не-
специфических эффектов дифференцирова-
ли с помощью набора siRNA AllStars Negative 
Control, как описано выше. Количество жиз-
неспособных клеток после нокдауна составля-
ло не менее 80% от общего количества клеток. 
Через 24 ч после трансфекции клетки обраба-
тывали вориностатом (5  мкМ). Данная кон-
центрация вориностата являлась нетоксич-
ной для клеток при индивидуальном действии 
агента (жизнеспособность клеток составляла 
не  менее  95% от процента жизнеспособных 
клеток в анализируемой популяции). Конеч-
ное содержание ДМСО при обработке клеток 

составляло  0,1%  (v/v). Через 24  ч после обра-
ботки проводили смену среды и через 48 часов 
осуществляли проточную цитометрию, как опи-
сано выше.

Анализ экспрессии гистоновых метилтранс-
фераз при действии вориностата. Для экспери-
мента использовали вориностат в концентра-
ции 10  мМ, растворенный в ДМСО. Клетки 
HeLa  TI высеивали в 6-луночные планшеты 
по 250  000 клеток в лунку и инкубировали с 
вориностатом (5 мкМ) в течение 24 ч, а также 
с ДМСО (конечное содержание – 0,1% (v/v)) в 
качестве отрицательного контроля. Для полу-
чения общей фракции белка использовали бу-
фер для анализа радиоиммунопреципитации 
(RIPA): 50  мМ  Tris-HCl, 150  мМ  NaCl (оба  – 
«ПанЭко»), 1% (v/v) Triton X-100 («Ferak», Гер-
мания), 0,5% (w/v) дезоксихолат натрия («Диаэм», 
Россия), 0,1%  (w/v) Ds-Na («Serva», Герма-
ния), коктейль ингибиторов протеаз («Roche», 
Швейцария). Клетки лизировали 1 ч при 4 °С, 
после чего лизаты центрифугировали (1790 g, 
5 мин, 4 °С), отбирали супернатант, содер-
жащий общую фракцию белков, и денатури-
ровали белок в течение 5 мин в буфере для 
нанесения («Merck», Германия). Количествен-
ное определение белка проводили по методу 
Бредфорда  [52]. Разделение белков проводи-
ли с помощью вертикального электрофореза 
в 10%-ном  ПААГ в буфере Tris-Gly с  Ds-Na 
(25 мМ  Tris, 190 мМ  Gly, 10% (w/v)  Ds-Na), 
после чего осуществляли перенос белков на 
нитроцеллюлозную мембрану («Bio-Rad», США) 
с размером пор 0,45 мкм (условия переноса 
для белков 25–100 кДа: 250 мА, 1 ч; для бел-
ков 100–150 кДа: 100 В, 1 ч). Для исследования 
использовали кроличьи антитела («Abcam», 
Великобритания) к гистоновым метилтранс-
феразам: EZH2 (ab228697; разведение 1 : 7000), 
SUV39H1 (ab245380; разведение 1 : 3000), 
SUV39H2 (ab229493; разведение 1 : 3000), 
DOT1L (ab64077; разведение 1 : 500), G9a 
(ab183889; разведение 1 : 3000), GLP (ab241306; 
разведение 1 : 5000); а также кроличьи анти-
тела  («ThermoFisher Scientific», Германия): 
SUV420H1 (PA5-40926; разведение 1 : 3000) и 
SUV420H2 (PA-109891; разведение 1 : 3000).

 Для контроля загрузки белка использовали 
кроличьи антитела к белку β-актин («Abcam»; 
разведение: 1 : 10 000). В  качестве вторичных 
антител использовали козьи антитела («Abcam»; 
разведение: 1 : 5000), конъюгированные с пер-
оксидазой хрена. Для детекции белков исполь-
зовали проявляющий реагент Clarity™ Western 
ECL Substrate («Bio-Rad») и систему цифровой 
обработки изображений ImageQuant LAS 4000 
(«GE Healthcare», США). Оценка белковых 
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полос была проведена с помощью программы 
ImageJ. Все эксперименты были выполнены в 
четырех независимых повторах.

Статистический анализ данных проводили 
с помощью программного обеспечения GraphPad 
Prism 8.3.0. Нормальность распределения дан-
ных оценивали с помощью критерия Колмо-
горова–Смирнова. Для анализа значимости 
различий в количестве GFP+-клеток при дей-
ствии агентов TSA, 5-aza, CBL0137 и нокдауне 
гена  HDAC1 использовали однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA с пост-тестом 
Тьюки для множественных сравнений. Для 
анализа значимости различий в доле GFP+-
клеток при действии вориностата после нок-
дауна генов HDAC1, EZH2, SUV39H1, SUV39H2, 
SUV420H1 использовали двухфакторный дис-
персионный анализ ANOVA с пост-тестом 
Тьюки. Оценку значимости различий уровней 
экспрессии гистоновых метилтрансфераз по-
сле обработки клеток вориностатом проводи-
ли с помощью t-теста Стьюдента. Пороговый 
уровень статистической значимости для всех 
методов составлял p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основной эпигенетический эффект вори-
ностата заключается в неселективном ингиби-
ровании  HDAC. Наибольшее сродство агент 
проявляет к ферментам HDAC1, HDAC2, 
HDAC3 и  HDAC6. Вориностат имеет близкие 
концентрации ингибирования HDAC1, HDAC3 
и HDAC6, при этом падение экспрессии более 
выражено для белка HDAC1 [53, 54].

Тест-система HeLa  TI представляет собой 
популяцию клеток HeLa, несущих эпигене-
тически репрессированный вектор на основе 
вируса саркомы птиц, содержащий репортер-
ный ген  GFP. Эпигенетическая репрессия ге-
на  GFP в клетках HeLa  TI обусловлена дей-
ствием более чем 15  факторов, включающих 
хроматин-модифицирующие ферменты раз-
личных классов, а также гистоновые шапе-
роны  [50]. При этом вклад ферментов HDAC 
в эпигенетическом сайленсинге гена  GFP в 
тест-системе реализуется в основном за счет 
действия HDAC1  [55]. Ранее было показано, 
что популяция HeLa TI чувствительна к широ-
кому спектру эпигенетических модуляторов, в 
том числе ингибиторам HDAC, а также инги-
биторам DNMT, HMT и BRD (белки из класса 
бромодоменов). Кроме того, тест-система мо-
жет быть использована для анализа синергиче-
ского эпигенетического эффекта химических 
соединений: при обработке клеток комбина-

циями эпимодуляторов с различным механиз-
мом действия происходит увеличение уровня 
реактивации экспрессии  GFP относительно 
индивидуального действия агентов [51]. Осно-
вываясь на этих данных, мы предположили, 
что наличие эпигенетических эффектов во-
риностата, не сопряженных с ингибировани-
ем  HDAC, можно будет детектировать в клет-
ках HeLa TI при нокдауне гена HDAC1.

На первом этапе исследования было про-
ведено моделирование эффектов ингибито-
ров с различным действием на гистоновые 
деацетилазы при нокдауне гена HDAC1 в тест-
системе HeLa  TI для дальнейшего определе-
ния характера эпигенетического действия во-
риностата. Для этого мы оценили уровень 
реактивации экспрессии гена  GFP по количе-
ству GFP+-клеток при нокдауне гена HDAC1 и 
обработке модуляторами: (1)  относящимся к 
ингибиторам HDAC (трихостатин А), (2) имею-
щим смешанный механизм действия (курак-
син  CBL0137) и (3)  не влияющим на HDAC 
(5-азацитидин). Трихостатин А – ингибитор I 
и II  классов HDAC из группы гидроксамовых 
кислот природного происхождения [56]; 5-аза-
цитидин  – нуклеозидный аналог цитидина, 
деметилирующий ДНК за счет ингибирова-
ния  DNMT  [57]. CBL0137  – низкомолекуляр-
ное соединение из группы кураксинов второго 
поколения, является активатором супрессора 
опухолей белка р53, а также ингибирует гисто-
новый шаперон  FACT, что приводит к инте-
гральному ремоделированию хроматина и ак-
тивации транскрипции [58]. Также, по данным 
Zhou  et  al.  [59], CBL0137  увеличивает уровень 
ацетилирования гистона  Н3 и снижает коли-
чество модификаций H3K9me3 и H3K27me3 
в промоторах генов интерферонового сигна-
линга. Было показано, что обработка клеток 
набором siRNA, не имеющих сродства к ге-
нам млекопитающих  (siNEG), не приводила 
к статистически значимому изменению уров-
ня реактивации  GFP относительно нетранс-
фицированных клеток  (Б/т) вне зависимости 
от обработки клеток. Уровень реактивации 
экспрессии GFP в Б/т-клетках составил  4,2%; 
в клетках, обработанных siNEG  – 4,5% 
(рис. 1, а; рис. П1 в Приложении).

Обработка клеток ДМСО, используемо-
го в качестве контроля растворителя, также 
не приводила к изменению количества GFP+-
клеток по сравнению с необработанными 
клетками (Б/т-К, siNEG-К). При нокдауне 
HDAC1 было зарегистрировано увеличение 
уровня реактивации экспрессии GFP до 43,5%, 
что превышает значения для необработан-
ных клеток в  10  раз. Обработка клеток  TSA 
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Рис. 1. Реактивация эпигенетически репрессированного гена GFP в тест-системе HeLa  TI. а  – При действии эпи-
генетических модуляторов TSA, 5-aza, CBL0137 и нокдауна HDAC1. б – При действии вориностата (SAHA) и нокдауна 
HDAC1, EZH2, SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1. Результаты проточной цитометрии (M  ±  SD). К  – необработанные 
клетки, отрицательный контроль; Б/т – нетрансфицированные клетки; siNEG – клетки, трансфицированные siRNA, 
не имеющими гомологии ни с одним известным геном млекопитающих (отрицательный контроль трансфекции); 
«*»  – количество GFP+-клеток при действии TSA/5-aza/CBL0137/SAHA или siRNA значимо различается по срав-
нению с отрицательным контролем (siNEG-К), p  <  0,01; «#»  – количество GFP+-клеток при действии TSA/5-aza/
CBL0137/SAHA в группе с нокдауном значимо различается по сравнению с одноименными пробами в группе siNEG, 
p < 0,05; «+» – количество GFP+-клеток при действии TSA/5-aza/CBL0137/SAHA значимо различается по сравнению 
с отрицательным контролем внутри группы siHDAC1/siEZH2/siSUV39H1/siSUV39H2/siSUV420H1, p < 0,05

приводила к увеличению количества GFP+-
клеток до 25% для нетрансфицированных клеток 
(Б/т-TSA) и до 27% – для клеток, обработанных 
siNEG. В  то же время при нокдауне  HDAC1 и 
последующей обработке TSA уровень реакти-
вации GFP составлял около  50%, что соответ-
ствовало индивидуальному действию siHDAC. 
В  результате обработки клеток 5-aza проис-
ходило увеличение числа GFP+-клеток до 14%, 
а при действии 5-aza и нокдауне HDAC1  – 

до  59%, что может говорить о суммировании 
эффектов ингибирования экспрессии  HDAC1 
и DNMT в тест-системе HeLa  TI. Кураксин 
CBL0137 при индивидуальном действии вызы-
вал увеличение уровня реактивации экспрес-
сии GFP до  28–30%. После обработки клеток 
с нокдауном  HDAC1 происходило увеличение 
числа GFP+-клеток до  65,5%, что в  2  раза 
превышает эффект CBL0137 и практически 
в 1,5 раза – эффект siHDAC1. Результаты иссле-



НОВЫЙ МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ ВОРИНОСТАТА 1197

БИОХИМИЯ том 88 вып. 7 2023

дования демонстрируют, что при действии агента, 
не влияющего на HDAC, но влияющего на другие 
факторы эпигенетической репрессии гена GFP 
в тест-системе HeLa  TI (например, 5-aza), 
должно происходить суммирование эффектов 
нокдауна  HDAC1 и модулятора. При наличии 
перекрестных эффектов модулятора и нокдауна 
гена  HDAC1 будет наблюдаться частичное или 
полное перекрытие уровня реактивации  GFP, 
как в случае с TSA. При действии эпигенетиче-
ского модулятора широкого действия, не огра-
ничивающегося влиянием на HDAC, как в слу-
чае  CBL0137, будет происходить значительное 
усиление реактивации экспрессии GFP.

На следующем этапе исследования был 
осуществлен анализ характера эпигенетиче-
ского действия вориностата в клетках HeLa TI 
при нокдауне гена HDAC1, а также ряда генов 
метилтрансфераз: EZH2, SUV39H1, SUV39H2, 
SUV420H1. EZH2  – метилтрансфераза семей-
ства  KMT6, входит в состав репрессивного 
белкового комплекса PRC2 и опосредует ди- и 
триметилирование сайта  H3K27, ассоцииро-
ванного с репрессией транскрипции [13]. Гомо-
логи SUV39H1 и SUV39H2 относятся к классу 
метилтрансфераз KMT1 и опосредуют триме-
тилирование сайта  H3K9. Белок SUV420H1, 
наравне со своим гомологом SUV420H2, явля-
ется ключевым ферментом в триметилирова-
нии H4K20me3 и играет важную роль в репли-
кации и репарации ДНК, а также в регуляции 
клеточного цикла  [60]. Образование модифи-
каций H3K9me3 и H4K20me3 способствует за-
пуску механизма метилирования ДНК посред-
ством рекрутирования гетерохроматинового 
белка  HP1 и  DNMT, таким образом, способ-
ствуя репрессии транскрипции [61, 62]. H3K9me3 
и H4K20me3 играют важную роль для образо-
вания плотной структуры хроматина в пери-
центрических и теломерных повторах гетеро-
хроматина, а также участвуют в замалчивании 
экспрессии генов в эухроматине [63, 64].

Количество GFP+-клеток в отрицательном 
контроле (Б/т-К) составило  3,7%, в контроле 
трансфекции (siNEG-K) – 3,4% (рис. 1, б; рис. П2 
в Приложении). Как и ранее, действие siNEG 
не приводило к изменению профиля реакти-
вации гена GFP по сравнению с Б/т-клетками. 
При действии ДМСО (контроль растворителя) 
статистически значимого изменения количе-
ства GFP+-клеток зарегистрировано не было. 
Нокдаун  HDAC1 вызывал реактивацию экс-
прессии GFP в  45%  клеток. Вориностат вы-
зывал реактивацию в  37%  клеток (рис. 1, б). 
Действие вориностата при нокдауне  HDAC1 
приводило к увеличению доли GFP+-клеток 
до  78%, что превышало уровень реактивации 

как при индивидуальном действии ворино-
стата (в  2,1  раза), так и при нокдауне  HDAC1 
(в  1,7  раза). Таким образом, при действии 
ингибитора HDAC вориностата и нокдауне 
HDAC1 в тест-системе HeLa  TI происходит 
увеличение количества GFP+-клеток, что сви-
детельствует о дополнительном HDAC-незави-
симом эпигенетическом эффекте соединения.

Нокдаун генов EZH2, SUV39H1, SUV39H2 
и SUV420H1 вызывал значительное увеличение 
количества GFP+-клеток относительно отри-
цательного контроля: EZH2  (48%; 12,9  раза), 
SUV39H1  (44%; 11,8  раза), SUV39H2  (34%; 
9,1 раза), SUV420H1 (33%; 8,8 раза) (рис. 1, б). 
Анализ степени реактивации экспрессии  GFP 
при действии вориностата и нокдауне EZH2 
выявил увеличение числа GFP+-клеток до 73%, 
что в  1,5  раза превышает эффект siEZH2 и 
в 2 раза – эффект вориностата. В то же время при 
нокдауне SUV39H1 с последующей обработкой 
вориностатом наблюдалась устойчивая тенден-
ция к росту популяции GFP+-клеток относи-
тельного индивидуального действия siRNA 
и агента (в  1,4  и в  1,6  раза соответственно). 
Обработка клеток вориностатом после нок-
дауна гена SUV39H2 приводила к реактивации 
экспрессии  GFP в  60%  клеток, что в  1,8  раза 
и  1,6  раза больше, чем при индивидуальном 
действии  siSUV39H2 и вориностата соответ-
ственно. Обработка клеток вориностатом при 
нокдауне  SUV420H1 вызывала увеличение ко-
личества GFP+-клеток до 63,2%, что в 1,9 раза 
больше относительно эффекта siSUV420H1 
и в  1,7  раза  – относительно эффекта ворино-
стата. Полученные результаты демонстрируют 
«пересечение» эффектов вориностата и нок-
дауна генов  EZH2, SUV39H2 и SUV420H1, что 
говорит о потенциальном влиянии ворино-
стата на эти ферменты. Стоит заметить, что 
нокдаун генов SUV39H1, SUV39H2 и SUV420H1 
в клетках HeLa  TI с последующей обработ-
кой вориностатом вызывал снижение про-
цента жизнеспособных клеток до  65%. Высо-
кая токсичность может быть объяснена тем, 
что метилтрансферазы SUV39H1, SUV39H2 и 
SUV420H1 являются ключевыми ферментами, 
катализирующими модификации H3K9me3 и 
H4K20me3, которые играют ключевую роль в 
организации структуры хромосом и потеря ко-
торых может быть критична даже при кратко-
срочном действии siRNA [65].

Полученные на модельной системе HeLa TI 
данные свидетельствовали о том, что ворино-
стат способен неселективно ингибировать экс-
прессию целого ряда гистоновых метилтранс-
фераз. В  связи с этим на заключительном 
этапе исследования была поставлена задача 
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Рис. 2. Уровень экспрессии гистоновых метилтрансфераз при действии вориностата (SAHA). Результаты и денситоме-
трический анализ Вестерн-блоттинга (M ± SD). К – отрицательный контроль; «*» – различия статистически значимы 
относительно отрицательного контроля; p < 0,05

с использованием альтернативного подхода, а 
именно Вестерн-блоттинга, оценить влияние 
вориностата на уровень содержания не только 
ферментов, для которых был продемонстри-
рован эффект на модельной системе HeLa TI, 
но и ряда других метилтрансфераз гистонов, 
вовлеченных в прогрессию ЗНО. Таким обра-
зом, в перечень исследуемых были добавле-
ны метилтрансферазы SUV420H2, G9a, GLP 
и  DOT1L. Родственные метилтрансферазы 
G9a и  GLP функционируют в составе гетеро-
димерного комплекса и опосредуют моно- и 
диметилирование  H3K9, а также индуци-
руют процесс метилирования ДНК  [66]. Бе-
лок DOT1L – метилтрансфераза, представляю-
щая класс  КМТ4, катализирует моно-, ди- и 

триметилирование  H3K79. DOT1L  участвует 
во многих клеточных процессах, включая ге-
номный импринтинг, ответ на повреждение 
ДНК, а также процессы более высокого уров-
ня  – эритропоэз, дифференцировка клеток, 
эмбриональное развитие  [67]. Сверхэкспрес-
сия DOT1L приводит к активации транскрип-
ции, в том числе теломерных последовательно-
стей  [68]. Более того, метилирование  H3K79, 
опосредованное  DOT1L, ограничивает рекру-
тирование репрессивных белков в гетерохро-
матиновые области [69].

Было продемонстрировано, что при дей-
ствии вориностата происходит общее снижение 
экспрессии белка EZH2 в 1,8 раза (рис. 2). Полу-
ченные данные хорошо согласуются с результа-
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тами исследования Nordstrom  et  al.  [49], пока-
завших снижение уровня EZH2 и модификации 
H3K27me3 в промоторной области гена SOX11, 
кодирующего фактор транскрипции 11, при 
действии 5  мкМ вориностата. Кроме того, Shi 
et al. [70] сообщали о высокой чувствительности 
клеток немелкоклеточного рака легких с высо-
ким уровнем экспрессии EZH2 к обработке во-
риностатом, а также о положительной корреля-
ции экспрессии ферментов EZH2 и HDAC1.

Также было выявлено, что при действии 
вориностата происходит значимое снижение 
количества белков SUV39H1 (в  1,6  раза) и 
SUV39H2 (в 2,8 раза), ответственных за моди-
фикацию H3K9me3  (рис.  2). Наблюдаемый 
эффект вориностата на метилтрансферазу 
SUV39H1 согласуется с данными Natarajan 
et  al.  [48], которые продемонстрировали на 
модели рака яичника in  vitro снижение экс-
прессии метилтрансфераз DNMT3A, SUV39H1 
и  PRMT1 при действии сопоставимой дозы 
вориностата (7,5 мкМ). Для белков GLP и G9a, 
входящих в комплекс, опосредующий димети-
лирование  H3K9, не было зарегистрировано 
статистически значимого изменения уровня 
экспрессии. Однако при этом наблюдалась 
тенденция к снижению количества G9a 
(в  1,4  раза). Нами также было показано, что 
вориностат вызывает снижение экспрессии 
метилтрансфераз SUV420H1 и  SUV420H2, опо-
средующих метилирование репрессивной мет-
ки H4K20me3, в 1,3 и 1,5 раза соответственно. 
Выявленное влияние вориностата на данные 
белки может объяснять его способность вызы-
вать реорганизацию хроматина, что возможно 
связано с установленным для вориностата ге-
нотоксическим действием [71, 72]. Также нами 
было продемонстрировано, что после обработ-
ки клеток вориностатом происходит ингибиро-
вание экспрессии (в 2 раза) белка DOT1L, от-
ветственного за метилирование сайта H3K79. 
Влияние вориностата на ферменты SUV39H2, 
SUV420H1, SUV420H2 и  DOT1L в опублико-
ванных ранее данных не было описано.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящем исследовании было показано, 
что эпигенетические эффекты вориностата, по-
мимо ингибирования HDAC, распространяют-
ся и на гистоновые метилтрансферазы. Нами 
впервые была показана способность ворино-
стата снижать интегральный уровень гисто-
новых метилтрансфераз SUV39H2, SUV420H1, 
SUV420H2 и  DOT1L, которые гиперэкспрес-
сированы при различных  ЗНО. Новые дан-
ные о механизме эпигенетического действия 
вориностата будут способствовать более адек-
ватному использованию данного препарата в 
противоопухолевой терапии, а также должны 
способствовать пониманию молекулярных ме-
ханизмов его побочных эффектов. В совокуп-
ности, полученные данные могут послужить 
механистической базой для расширения обла-
сти применения вориностата, и, как следствие, 
увеличения эффективности терапии опухолей 
с аберрантным эпигенетическим профилем.
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HISTONE METHYLTRANSFERASES 
AS A NEW TARGET FOR THE EPIGENETIC ACTION BY VORINOSTAT
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Aberrant methylation and acetylation of histones are characteristic changes in the system of epigenetic reg-
ulation of gene expression accompanying the process of malignant transformation of the cell. Vorinostat is 
the epigenetic modulator that actively used in clinical oncology practice. The antitumor activity of vorinos-
tat is considered to be associated with only with the inhibition of histone deacetylases. The effects of this 
drug on histone methylation have not been sufficiently studied. Using the HeLa TI test system, which allows 
evaluating the integral effect of epigenetically active compounds by activating the expression of the reporter 
gene GFP, and knockdown of genes by small interfering RNAs, we showed that the inhibitory effect of vori-
nostat is directed not only at HDAC1, but also at EZH2, SUV39H1, SUV39H2, SUV420H1. Using Western 
blotting, the ability of vorinostat to suppress the expression of enzymes EZH2, SUV39H1/2, SUV420H1 
was confirmed and, in addition, its ability to inhibit the expression of enzymes SUV420H2 and DOT1L was 
revealed. The data obtained expand the understanding of the epigenetic effects of vorinostat and demon-
strate the need for a large-scale analysis of its activity in relation to other epigenetic enzymes. A detailed 
understanding of the mechanism of epigenetic action of vorinostat will contribute to its more adequate use 
in the treatment of tumors with an aberrant epigenetic profile.

Keywords: malignant neoplasms with aberrant epigenetic profile, vorinostat, SAHA, histone methylation, histone 
methyltransferases (HMTs), HeLa TI test system, SUV39H1, SUV39H2, EZH2, SUV420H1, SUV420H2, DOT1L
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