
ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 18  215

© АКУЛЕНКО О.А., КОЦАРЕНКО К.В., ЛИЛО В.В., ЧЕРНИХ С.І., ЛУКАШ Л.Л.

піддається протеосомній деградації [1]. У на-
ших попередніх роботах було показано здат-
ність іншого інтерферону IFN-α2b, який часто 
використовується у схемах лікування онкохво-
рих, підвищувати рівень експресії MGMT [9–11]. 
У цій роботі ми вирішили дослідити можливий 
сумісний вплив MNNG та IFN-α2b на експресію 
репаративного ензиму MGMT. 

Раніше нами було показано, що при Вес-
терн-блот аналізі анти-MGMT антитіла розпіз-
нають не тільки білок MGMT (24 кДа), а і білок 
з більшою молекулярною масою (48 Да), який 
отримав назву anti-Methyltransferase Antibody 
Recognizable Protein (MARP) [9, 12]. Також було 
встановлено, що MARР, як і MGMT, є індуци-
бельним білком, і його кількість змінювалася при 
обробці клітин деякими біологічно активними 
речовинами [9, 12, 13]. З огляду на певну гомо-
логію між MGMT та MARP (виходячи з розпіз-
навання одними і тими самими моноклональни-
ми антитілами) ми припустили, що MARP може 
мати відношення до репаративних процесів. 
У попередній роботі ми показали його ймовірну 
роль у репарації пошкоджень, спричинених дією 
алкілувальних препаратів Темодал і Амітозин на 
клітини людини. Однак виявилося, що виживан-
ня клітин лінії 4BL, у яких MGMT був відсутній 
і виявлявся лише MARP, після обробки MNNG 
було гіршим, порівняно з клітинами Hep-2, які 
експресують і MGMT, і MARP. Наявність «пла-
то» спостерігалася лише при концентраціях 
MNNG порядку 1×10-4. Не виключено, що у клі-
тинах 4BL таки можлива репарація пошкоджень, 
індукованих MNNG [14]. Тому у цій роботі ми 
також поставили за мету дослідити зміни експре-
сії білка MARP при комбінованій обробці клітин 
людини препаратами інтерферону α2b та нітро-
зогуанідину.

О6-метилгуанін-ДНК метилтрансфераза 
(MGMT) – це унікальний ензим, який найефектив-
нішим чином порівняно з іншими репаративними 
системами виправляє алкільні аддукти в О6-позиції 
гуаніну, які є специфічними субстратами для цьо-
го ензиму в молекулі ДНК. Останні відрізняють-
ся від інших пошкоджень такого типу найвиразні-
шим мутагенним, цитотоксичним та канцероген-
ним ефектами [1, 2]. Слід відзначити, що MGMT 
належить до системи прямої репарації, тобто вида-
ляє алкільні групи з молекули ДНК без руйнуван-
ня її цілісності. Тож високі рівні експресії і актив-
ності ензиму MGMT забезпечують захист клітин 
від шкідливого впливу алкілувальних сполук, од-
нак, у той же час, знижують ефективність проти-
пухлинних алкілувальних препаратів [3]. 

Регуляція експресії гена MGMT може здійс-
нюватися на багатьох рівнях – на епігенетичному 
(наприклад, метилування промотора гена), за до-
помогою деяких транскрипційних факторів та за 
участю різних сигнально-регуляторних шляхів, 
які активуються певними екзогенними та ендо-
генними чинниками хімічної, фізичної та біоло-
гічної природи [1, 3, 4]. Із літератури відомо, що 
використання інтерферону бета (IFN-β) у комбі-
нації з алкілувальною хіміотерапією поліпшує 
прогноз для пацієнтів з гліомами, порівняно з ви-
користанням однієї лише хіміотерапії за рахунок 
інгібування експресії гена MGMT [5, 6].

Одним із специфічних індукторів MGMT 
є алкілувальний агент N-метил-N’-нітро-N-ні-
трозогуанідин (MNNG), і серед пошкоджень, 
які він спричиняє, домінує приєднання метиль-
ної групи саме в О6-позиції гуаніну [7, 8]. Висо-
кі дози MNNG є токсичними для клітин, оскіль-
ки система прямої репарації виснажується після 
переносу алкільної групи на власний активний 
сайт MGMT, бо після цього репаративний ензим 
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тю «плато», що найімовірніше пов’язано з репа-
ративною активністю MGMT, який експресується 
клітинами лінії Hep-2 (рис. 1). При подальшому 
підвищенні концентрації MNNG спостерігалося 
різке зниження кількості колоній, сформованих 
життєздатними клітинами. Це, ймовірно, свід-
чило про виснаження ензиму MGMT у клітинах 
Hep-2. Раніше нами вже було показано таку за-
лежність цитотоксичного ефекту MNNG від кон-
центрації в диплоїдних клітинах людини [18]. 
Тож у цій роботі для обробки пухлинних клітин 
Hep-2 в наступних експериментах ми обрали три 
концентрації MNNG: 0,02/0,1/0,5 мкг/мл.

Рис. 1. Залежність виживання пухлинних клітин 
Hep-2 від концентрації алкілувальної сполуки MNNG

Вестерн-блот аналіз впливу рекомбінантно-
го білка IFN-α2b на експресію білків MGMT та 
MARP показав, що IFN-α2b у концентрації 2 МО/
мл спричиняв одночасне підвищення експре-
сії як репаративного ензиму MGMT, так і супут-
нього йому білка MARP на 62 та 44% відповідно 
(рис. 2, доріжка 2). Кількість як білка MGMT, так 
і MARP у контрольному варіанті умовно прийма-
лася за одиницю.

Алкілувальний агент MNNG також спричи-
няв підвищення експресії обох досліджуваних 
білків. Для MGMT найвиразніший індукуваль-
ний ефект виявлено при концентрації MNNG 
0,1 мкг/мл, у той час як для MARP такий ефект 
спостерігався при найменшій з обраних концен-
трацій 0,02 мкг/мл: збільшення на 80 та 86% по-
рівняно з контролем для MGMT та MARP відпо-
відно (рис. 2, доріжки 4 та 3). 

Сумісне застосування досліджуваних чин-
ників також сприяло підвищенню експресії біл-
ків MGMT та MARP. Найбільше зростання кіль-
кості MGMT спостерігалося при комбінації 
IFN-α2b та MNNG у концентрації 0,1 мкг/мл: на 
47% порівняно з контролем (рис. 2, доріжка 7). 

Матеріали і методи
У роботі використовували стандартну лі-

нію клітин людини Hep-2 (карцинома гортані), 
що експресують як MGMT, так і MARP. Кліти-
ни культивували у середовищі DMEM з дода-
ванням 10% сироватки та антибіотиків пеніцилі-
ну (100 Од/мл) і стрептоміцину (100 мкг/мл) при 
37 °С та 5% CO2. Для детекції цитотоксичної дії 
MNNG визначали ефективність колонієутворен-
ня клітин за описаною раніше схемою [14]. Ре-
комбінантний білок IFN-α2b надано фірмою Ін-
терфармбіотек (Україна), алкілувальний агент 
MNNG синтезовано А.П. Терентьєвим (ІМБГ 
НАН України). Клітини висівали у кількості 
8×105 на чашки Петрі d=10 см, через 8 годин до-
давали IFN-α2b в концентрації 2 МО/мл. Через 
24 години середовище замінювали на безсиро-
ваткове з додаванням MNNG у трьох концентра-
ціях (0,02/0,1/0,5 мкг/мл). Тривалість обробки ал-
кілувальним агентом становила одну годину, піс-
ля чого середовище замінювали на повноцінне. 
Через 24 години після обробки нітрозогуаніди-
ном клітини відмивали, трипсинізували, центри-
фугували (3 хвилини, 5 тис. об./хв) і осад зберіга-
ли за –20 °С. У контрольному варіанті проводили 
відповідні заміни середовища без додавання до-
сліджуваних сполук. Загальний білок виділяли з 
клітин, як було описано раніше [9], і його кон-
центрацію визначали спектрофотометрично [15]. 
Розділення білків за масою проводили з викорис-
танням SDS-електрофорезу у 12% гелі за мето-
дом Леммлі [16]. Для виявлення MGMT і MARP 
користувалися Вестерн-блот аналізом із засто-
суванням анти-MGMT моноклональних антитіл 
(клон 23.3, NovusBiologicals, США). Для контро-
лю нанесення проводили денситометрію забарв-
лених мембран із застосуванням програмного за-
безпечення ScionImage 4.0.2 та OriginPro 8.5 [17].

Результати та обговорення
Для підбору оптимальних концентрацій 

MNNG ми встановлювали цитотоксичність да-
ної сполуки за методом визначення ефективності 
колонієутворення оброблених клітин. Цей метод 
зручний тим, що дозволяє кількісно оцінити вижи-
вання клітин протягом достатньо тривалого часу. 
Це важливо, оскільки особливістю дії алкілуваль-
них сполук є те, що мутагенний і цитотоксичний 
ефекти проявляються не одразу: для їхньої реаліза-
ції необхідні декілька клітинних поділів. 

Було показано, що крива залежності вижи-
вання при низьких концентраціях MNNG (до 
0,1 мкг/мл) мала нелінійну залежність з наявніс-
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знайдені у прокаріот та нижчих еукаріот. Ці білки 
розпізнають алкільні групи різної довжини, але 
не зданті їх репарувати. ймовірно, механізм дії 
ATLs полягає в тому, що вони впізнають алкіль-
ні аддукти та передають сигнал про їхню присут-
ність у клітинах різним системам репарації: пря-
мій, ексцизійній тощо, які видаляють ці пошко-
дження за допомогою тих чи інших механізмів, 
якщо останні працюють у клітинах [19, 20].

Висновки
У пухлинних клітинах людини лінії Hep-2 

IFN-α2b і алкілувальний агент MNNG, як окре-
мо, так і в комбінації один з одним, виявили здат-
ність підвищувати кількість (від 31 до 86% від-
носно контролю) репаративного ензиму MNNG 
та білка MARP, який розпізнається моноклональ-
ними анти-MNNG антитілами. Сумісне засто-
сування IFN-α2b та алкілувальної сполуки при-
зводило до зростання експресії білків MGMT та 
MARP відносно інтактного контролю. Найбільше 
підвищення кількості досліджуваних білків спо-
стерігалося: для MGMT при дії IFN-α2b і MNNG 
у концентрації 0,1 мкг/мл та для MARP – при дії 
IFN-α2b і MNNG у концентрації 0,5 мкг/мл (від-
повідно зростання на 47 та 50% порівняно з конт-
ролем).

Колектив авторів висловлює подяку нау-
ковим співробітникам відділу генетики людини 
ІМБГ НАН України Мацевич Л.Л. за роз’яснен-
ня тонкощів роботи з програмним забезпечен-
ням та Рубан Т.П. за допомогу у культивуванні 
клітин.

Для білка MARP найефективнішою була комбі-
нація IFN-α2b з MNNG у концентрації 0,5 мкг/
мл: зростання на 50% (рис. 2, доріжка 8).

Тож IFN-α2b і MNNG, як окремо, так і в ком-
бінації один з одним, призводили до підвищення 
кількостей MGMT та MARP (від 31 до 86% від-
носно контролю) у всіх дослідних варіантах. Слід 
відзначити, що окремо IFN-α2b та MNNG у пев-
них концентраціях спричиняли дещо виразніший 
ефект підвищення кількості досліджуваних білків 
(рис. 2, доріжки 2–4), ніж при спільній дії дослі-
джуваних чинників. При цьому MNNG у найви-
щій концентрації (0,5 мкг/мл) спричиняв менший 
ефект зростання кількості MGMT порівняно із за-
стосуванням відносно малих концентрацій (0,02 
та 0,1 мкг/мл). Такі спостереження підтверджу-
ються і даними літератури. Існує ряд робіт [7, 8], 
у яких показано, що алкілувальні сполуки є спе-
цифічними індукторами експресії MGMT саме 
при низьких концентраціях. Зменшення кілько-
сті MGMT при високих концентраціях алкілято-
рів можна пояснити його виснаженням, оскільки 
після зв’язування алкільної групи з активним сай-
том ензим піддається протеолізу [1].

У нашій роботі виявлено збільшення кіль-
кості MARP після обробки клітин Hep-2, які екс-
пресують обидва досліджуваних білки, даним ал-
кілувальним агентом. Раніше нами було показа-
но, що клітини 4BL, у яких MGMT був відсутній і 
виявлявся лише MARP, могли репарувати пошко-
дження, викликані застосуванням MNNG тільки 
у низьких концентраціях [14]. Ці спостереження 
дозволяють припустити, що MARP є схожим до 
алкілтрансферазоподібних білків (ATLs), які були 

Рис. 2. Зміна кількості білків MGMT та MARP у клітинах Hep-2 під впливом досліджуваних сполук: а – ре-
зультати Вестерн-блот аналізу: 1 – контроль, 2 – IFN-α2b (2 МО/мл), 3 – MNNG (0,02 мкг/мл), 4 – MNNG 
(0,1 мкг/мл), 5 – MNNG (0,5 мкг/мл), 6 – IFN-α2b (2 МО/мл) + MNNG (0,02 мкг/мл), 7 – IFN-α2b (2 МО/мл) + 
MNNG (0,1 мкг/мл), 8 – IFN-α2b (2 МО/мл) + MNNG (0,5 мкг/мл); б – результати денситометрії сигналів, нор-

мовані відносно кількості загального білка на доріжках:  – MARP,  – MGMT
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CHANGES IN EXPRESSION OF REPAIR ENZYME MGMT AND PROTEIN MARP  
UNDER THE MUTUAL ACTION OF CYTOKINE IFN-α2b AND ALKYLATING AGENT MNNG 
ON HUMAN CELLS in viTRo
Aim. To study the effect of IFN-α2b and alkylating agent MNNG on the amount of O6-methylguanine-DNA methyltransferase 
(MGMT) protein in human cells in vitro. Methods. The human cells of Hep-2 line were treated with the purified recombinant 
protein IFN-α2b and alkylating agent MNNG. Changes in the MGMT gene expression were studied at a protein level by 
Western blot analysis. Results. Joint application of IFN-α2b and MNNG, as well as the separate ones, led to the growth 
of MGMT and MARP (anti-Methyltransferase Antibody Recognizable Protein) amounts The most significant increase of 
studied proteins expression was observed during joint application of MNNG (0.1 μg/ml and 0.5 μg/ml) in combination with 
IFN-α2b at 2 IU/ml (for MGMT and MARP respectively). Conclusions. IFN-α2b and MNNG caused increasing MGMT 
and MARP amounts in all studied concentrations from 31 to 86% compared to the intact control.
Keywords: human cells in vitro, MGMT, MARP, cytokine IFN-α2b, alkylating agent MNNG.


