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Влияние репаративного энзима mgmT и сопутствующего ему белка marp на цитотоксическое действие ...

Е.
В.

 К
оц

ар
ен

ко
, О

.А
. А

ку
ле

нк
о,

 В
.В

. Л
ы

ло
, Т

.А
. Р

уб
ан

, Л
.Л

. М
ац

ев
ич

, А
.Я

. Г
ла

ва
цк

ий
, и

 д
р.

УДК 575.224

влияНие репараТивНОгО эНЗиМа mGmT  
и СОпуТСТвуЮщегО еМу белка mARP  
На ЦиТОТОкСичеСкОе дейСТвие алкилируЮщих СОедиНеНий 
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Цель. Сравнение влияния алкилирующих соединений различного состава на выживаемость клеток 
человека, содержащих только белок MARP или одновременно белки MGMT и MARP. Методы. В ра-
боте использовали линии клеток Hep-2 (рак гортани) и 4BL (взрослые стволовые клетки). Клетки 
обрабатывали нитрозогуанидином, а также коммерческими препаратами Темодал и Амитозин. 
Цитотоксическое действие препаратов изучали с помощью метода определения колониеобразо-
вания клеток. Наличие белков MGMT и MARP в клетках определяли с помощью Вестерн-блот ана-
лиза с использованием моноклональных анти-MGMT антител (клон 23.2). Результаты. Зависи-
мость чувствительности клеток Hep-2, содержащих как белок MGMT так и MARP, от действия 
малых доз изучаемых нами алкиляторов имела нелинейный характер с наличием «плато». Клет-
ки 4BL, содержащие только белок MARP, оказались более чувствительны к действию алкилирую-
щих препаратов, особенно нитрозогуанидина. Однако обработка клеток 4BL препаратами Темо-
дал и Амитозин в относительно низких концентрациях (до 2мкМ и 200мкг/мл соответственно) 
не приводила к резкому снижению количества жизнеспособных клеток и концентрационная зави-
симость имела, как и у клеток Hep-2, нелинейный характер. Выводы. Зависимость чувствитель-
ности клеток Hep-2 и 4BL от действия малых доз алкилирующих препаратов Темодал и Амито-
зин имела нелинейный характер с наличием «плато». Это свидетельствует в пользу того, что 
в клетках происходит репарация алкильных аддуктов, вызванных этими препаратами, причем, в 
ней участвует не только репаративный энзим MGMT, но, возможно, и белок MARP. Однако наличие 
в клетках MARP не влияло на репарацию повреждений, вызванных нитрозогуанидином. 

Ключевые слова: MGMT, MARP, репарация, алкилирующие соединения, жизнеспособность клеток.

введение. ДНК живых организмов постоянно подвергается влиянию различных токсиче-
ских веществ экзогенного и эндогенного происхождения. В частности, такие мутагенные 

факторы, как алкилирующие соединения, довольно широко используются в производстве, а 
также в противоопухолевой терапии. Они входят в состав препаратов, которые часто приме-
няются при лечении опухолей головного мозга и раке кожи (темозоломид, стрептозотоцин, 
прокарбазин, мюстофоран и др.). Механизм генотоксического действия этих веществ заклю-
чается в присоединении алкильных групп к нуклеотидам в молекуле ДНК. Алкилирование 
может осуществляться в различных сайтах, однако наличие алкильной группы в О6 позиции 
гуанина приводит к наиболее сильным мутагенному, канцерогенному и цитотоксическому 
эффектам. Во время репликации ДНК О6-алкилгуанин распознается как аденин и образу-
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этому, на данный момент, персонализированный 
подход к лечению онкобольных относится к наи-
более перспективным направлениям и заключает-
ся он в подборе лекарственных препаратов в соот-
ветствии с индивидуальным профилем экспресси-
руемых генов пациента. среди таких генов MGMT 
имеет огромное значение, так как взаимосвязь 
между уровнем его экспрессии и чувствительно-
стью опухолевых и нормальных клеток к действию 
алкилирующих препаратов является ключевым 
фактором в подборе химиотерапии [11].

Долгое время считалось, что действие токси-
ческих соединений, в том числе и алкилирующих 
веществ, имеет линейную зависимость доза-от-
вет [11, 12]. Однако позднее [13] было показано, 
что генотоксическое и цитотоксическое действия 
алкилирующих соединений (метил- и этилметан-
сульфонат, метил- и этилнитрозомочевина) в низ-
ких концентрациях проявляют нелинейную зави-
симость образования мутаций и выживаемости 
клеток человека от концентрации алкилирующе-
го препарата (так называемое «плато»). Наличие 
такого «плато» свидетельствует о репарации по-
вреждений. Важную роль в этом процессе игра-
ет репаративный энзим MGMT, а его инактивация 
приводит к повышению чувствительности клеток 
к мутагенам, и соответственно, к переходу нели-
нейной зависимости в линейную [13, 14]. Однако 
в некоторых работах показано, что даже при отсут-
ствии энзима MGMT выживаемость клеток после 
обработки алкилирующими соединениями может 
иметь нелинейный характер, что свидетельству-
ет о возможной работе других систем репарации 
[15]. 

Ранее нами было обнаружено присутствие в 
клетках человека не только белка MGMT (24 кДа), 
а также белка с большей молекулярной массой (48 
кДа), который распознавался анти-MGMT антите-
лами и был назван anti-Methyltransferase Antibody 
Recognizable Protein (MARP). Однако природа этого 
белка пока малоизучена [16, 17]. 

исходя из наших предыдущих результатов сле-
дует отметить, что MARP является индуцибельным 
белком и его количество может изменяться при 
обработке некоторыми биологически-активными 
веществами [16–18]. Вероятней всего, что MARP не 
относится к белкам домашнего хозяйства, так как 
его экспрессия не является постоянной.

ет пару с тимином вместо цитозина, и таким обра-
зом, возникают мутации типа транзиций: G:C→A:T 
[1, 2]. В случае отсутствия исправления данных по-
вреждений в клетке возникают генные мутации, 
что может привести к злокачественной трансфор-
мации или запуску процесса апоптоза [3]. 

Клетки прокариот и эукариот, в том числе че-
ловека, имеют несколько систем репарации, ко-
торые отвечают за восстановление алкильных по-
вреждений ДНК. В первую очередь, это система 
прямой репарации, где распознавание и удале-
ние  повреждений происходит с участием одного 
энзима – О6-метилгуанин-ДНК-метилтрансферазы 
(MGMT), а также имеются системы, которые вклю-
чают целый комплекс репаративных энзимов. Это – 
эксцизионная репарация оснований (BER), эксци-
зионная репарация нуклеотидов (NER) и система 
неправильно спареных нуклеотидов (MMR). В от-
личие от сложных эксцизионных систем репара-
ции, MGMT репарирует алкильные повреждения 
в ДНК без нарушения её целостности и действу-
ет путем переноса алкильной группы на цистеин 
собственного активного центра. После этого бе-
лок подвергается убиквитин-зависимому протео-
лизу [4, 5]. Наиболее эффективно MGMT репари-
рует короткие алкильные группы (метильные и 
этильные). В репарации более длинных алкиль-
ных групп, разветвленных и с наличием аромати-
ческих колец, которые могут находиться также в 
других нуклеотидах, принимают участие системы 
эксцизионной репарации. Механизм их действия 
состоит в распознавании и удалении повреждения 
вместе с соседним участком ДНК, который потом 
заново достраивается [6]. 

существуют различия в уровнях экспрессии 
гена MGMT, кодирующего энзим MGMT, как меж-
ду индивидуумами, так и в разных тканях одно-
го организма [7]. Кроме того, показано, что часто 
в некоторых видах опухолей экспрессия MGMT 
значительно выше, нежели в нормальных клет-
ках этого же органа (например, меланома, глиома 
и др.) [7, 8, 9]. Установлено, что клетки, имеющие 
низкий уровень экспрессии гена MGMT, являются 
высокочувствительными к действию алкилирую-
щих гуанин агентов, в то время как высокие уров-
ни его экспрессии делают клетку резистентной к 
влиянию таких соединений, в том числе и к про-
тивоопухолевым алкилирующим препаратам. По-
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Для изучения цитотоксического действия алки-
лирующих препаратов использовали метод опре-
деления эффективности колониеобразования 
клеток [23]. Для этого клетки высевали по 1×103 
в среде DМЕМ с 10 % сыворотки на чашки Петри 
диаметром 30 мм. стоковые разведения препара-
тов готовили в ДМсО (темодал и MNNG) или непо-
средственно в среде ДМЕМ без сыворотки (Ами-
тозин). Через 30 часов роста клеток проводили их 
обработку исследуемыми препаратами в бессыво-
роточной среде: MNNG – 1 час, Амитозин – 24 часа, 
темодал – 24 часа. После обработки среду заменя-
ли на полноценную с добавлением 20 % сыворот-
ки. Клетки формировали колонии в течение 6–7 
дней. Окрашивание метиленовым синим и под-
счет колоний проводили, когда количество клеток 
в каждой колонии составляло более 50 (для кон-
трольного варианта). Для определения наличия 
белков MGMT и MARP клетки выращивали 48 ча-
сов на чашках Петри диаметром 10 см, выделяли 
белки по методике описанной нами ранее [24], 
после чего проводили SDS- электрофорез в 12 % 
полиакриламидном геле и Вестерн-блот анализ 
с использованием моноклональных анти-MGMT 
антител, клон 23.2 (Novus Biologicals, USA). Для 
нормирования нанесения белка проводили ана-
лиз денситометрии мембраны, окрашенной Ку-
масси с помощью программы Origin 8.1 [25]. стати-
стическую обработку данных проводили с исполь-
зованием пакета MicrosoftExcel 2010, определяли 
средние значения и отклонения от них.

результаты и обсуждение

В литературе встречаются отдельные работы, 
в которых показано присутствие MARP в некото-
рых культурах клеток и тканях человека, но приро-
ду этого белка никто не изучал. Нами с помощью 

Ввиду возможной гомологии MARP с MGMT (ис-
ходя из распознавания одними и теми же монокло-
нальными антителами), можно предположить, что 
этот белок имеет отношение к репаративным бел-
кам. В ряде работ [19, 20] показано, что в клетках 
прокариот и низших эукариот присутствуют алкил-
трансферазоподобные белки (АTLs), которые рас-
познают как короткие, так и разветвленные ал-
кильные группы, но не способны их репарировать. 
Предполагают, что белки ATL служат для распоз-
навания алкильных аддуктов и передачи сигнала 
о их наличии энзимам эксцизионной репарации. 
В клетках человека такие белки пока не обнаруже-
ны, но не исключено, что белок MARP может иметь 
отношение к алкилтрансферазоподобным белкам 
или деметилирующим метилтрансферазам. Если 
же предположить, что функции MARP связаны с ре-
парацией алкильных аддуктов, то при подборе хи-
миотерапевтических препаратов необходимо учи-
тывать наряду с MGMT также наличие белка MARP. 

Целью данной работы было сравнительное из-
учение выживаемости клеток человека, содержа-
щих только белок MARP или одновременно белки 
MGMT и MARP, под действием различных алкили-
рующих соединений.

Материалы и методы 

исследования проводили с использованием 
стандартной клеточной линии Hep-2 (рак горта-
ни) и линии 4BL, полученной в отделе генетики че-
ловека иМбг из периферической крови здорово-
го донора (взрослые стволовые клетки). В клетках 
Hep-2 детектировали как белок MGMT, так и MARP, 
а в клетках 4BL, в которых в процессе становления 
клеточной линии на пассажах выше 130 произо-
шел сайленсинг гена MGMT, детектировали толь-
ко белок MARP [21].

Для обработки клеток использовали темозоло-
мид (коммерческий препарат темодал, произво-
дитель Sсhering-Plough), препарат Амитозин [22] 
(любезно предоставленный нам к.б.н. А. и. По-
топальським), и алкилирующий препарат N-ме-
тил-N’-нитро-N-нитрозогуанидин или MNNG (син-
тезированный к.б.н. А. П. терентьевым). Обработ-
ку препаратом темодал проводили с пересчетом 
на концентрацию действующего вещества (темо-
золомид). 

рис. 1. Вестерн-блот анализ присутствия белков MGMT и MARP 
в разных типах клеток: 1 –Hep-2, 2 – 4BL, 3 – BKF, 4 – SKF-2
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Таблица. Характеристика алкилирующих препаратов

Препараты MNNG темодал Амитозин

Действующее веще-
ство

N-Methlyl-N′-nitro-N-
nitrosoguanidine

темозоломид
тиофосфамид и алкалоиды группы барберина, хе-

лидонина и протопина

Химическая формула

Алкильная группа CH3 CH3 C2H5

Положение аддуктов 
в ДНК

O6 (гуанин)

O6 (гуанин),  
N7 (Аденин),  
N3 (Аденин),  
O4 (тимин)

O6 (гуанин), N7 (Аденин), N3 (Аденин)

Действие препарата MNNG с простой алкиль-
ной групой, который является сильным мутаге-
ном, на клетки исследуемых линий было неод-
нозначным (рис. 2, а). Для клеток Hep-2, которые 
экспрессировали и MGMT и MARP, кривая зави-
симости выживания в диапазоне низких концен-
траций мутагена (0,031–1,0 мкМ) имела нелиней-
ную зависимость с наличием дозонезависомого 
участка (плато), что может быть связано с репари-
рующим действием MGMT. При дальнейшем по-
вышении концентрации алкилирующего агента 
наблюдалось резкое снижение количества жиз-
неспособных клеток, формирующих колонии. Это 
свидетельствует об истощении энзима MGMT в 
клетках Hep-2, так как после присоединения ал-
кильной группы к белку MGMT он подвергается 
протеолизу. В отличие от клеток Hep-2, клетки 4BL, 
в которых нет MGMT, были чрезвычайно чувстви-
тельны к действию MNNG (плато на кривой выжи-
вания полностью отсутствует) (рис. 2, а).

следует отметить, что при использовании пре-
паратов с более сложной структурой (темодал, 
Амитозин) в клетках Hep-2 мы также наблюдали 
нелинейную зависимость чувствительности к ал-
киляторам и наличие ярко выраженного плато при 
низких концентрациях темозоломида (0,2–2 мкМ) 
и Амитозина (0,2–20 мкМ) (рис. 2, б, в).

Для клеток 4BL, после обработки низкими кон-
центрациями темозоломида (до 2 мкМ) и Амито-
зина (до 200 мкг/мл) также было характерно на-
личие плато (рис. 2, б, в). Хотя следует отметить, 
что выживаемость клеток была ниже, чем в случае 
клеток Hep-2.

Вестерн-блот анализа также показано наличие в 
культура клеток человека белков MGMT и MARP в 
различных соотношениях (рис. 1).

В серии экспериментов показано, что в клетках 
Hep-2 присутствуют оба белка, а в клетках линии 
4BL, на поздних пассажах (после 130), и в первич-
ных клетках кожи человека BKF и SKF-2 – только 
MARP. Поэтому выбранные для данной работы ли-
нии Hep-2 и 4BL использовались в качестве моде-
лей MGMT-содержащих и MGMT-дефицитных кле-
ток соответственно.

Повреждения ДНК, индуцированные действи-
ем алкилирующих соединений, в случае отсут-
ствия или неэффективной репарации могут приве-
сти к возникновению мутаций и в конечном итоге 
к злокачественной трансформации клеток или за-
пуску процесса апоптоза.

Алкилирующие препараты, использованные 
нами в работе, отличались своей химической 
структурой, алкильной группой и положением об-
разуемых в ДНК аддуктов (таблица).

Особенностью мутагенного в отличие от цито-
токсического действия алкилирующих агентов яв-
ляется то, что оно не проявляется сразу и для его 
реализации необходимо несколько клеточных де-
лений. таким образом, необходимо некоторое 
время для накопления мутационных повреждений 
и полного проявления цитотоксического действия 
препаратов. Поэтому для данных исследований 
мы выбрали метод, который позволяет оценить 
выживаемость клеток на протяжении достаточно 
длительного периода – определение эффективно-
сти колониеобразования клеток.
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 а б в
рис. 2. Анализ эффективности колониеобразования клеток после обработки алкилирующими препаратами: а – MNNG (1–контроль, 
2–0,031мкМ, 3–0,25мкМ, 4–1мкМ, 5–6мкМ), б – темодал (1–контроль, 2–0,2мкМ, 3–2мкМ,4–20мкМ, 5–200мкМ, 6–2000мкМ), в – 
Амитозин (1–контроль, 2–0,02мкг/мл, 3–0,2 мкг/мл, 4–2мкг/мл, 5–20 мкг/мл, 6–200мкг/мл, 7–2000мкг\мл). Прямая линия – клетки 
Hep–2, прерывистая – 4BL

рактер с наличием «плато». Это свидетельствует 
в пользу того, что белок MARP может принимать 
участие в репарации алкильных повреждений, вы-
званных этими препаратами. Наличие в клетках 
MARP не влияет на репарацию повреждений, ин-
дуцированных нитрозогуанидином.
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THE INFLUENCE OF THE DNA REPAIR ENZYmE mGmT 
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Aim. To compare the effect of various alkylating compounds 
on survival of human cells containing the MARP protein only 
or both MGMT and MARP proteins. methods. The following 
cell lines were used in this study: Hep-2 (laryngeal carcinoma 
cells) and 4BL (adult stem cells). The cells were treated with 
nitrosoguanidine and commercial drugs Temodal and Amitozyn. 
Cytotoxic effect of the drugs was assessed by cell colony 
formation assay. The presence of MGMT and MARP proteins 
was identified by Western-blot analysis using monoclonal anti-
MGMT antibody (clone 23.2). Results. The dependence of 
sensitivity of Hep-2 cells containing both MGMT and MARP 
proteins at low doses of alkylating compounds under study was 
nonlinear with a «plateau» stage. 4BL cells, containing only the 
MARP protein, were more sensitive to the action of alkylating 
compounds, especially of nitrosoguanidine. However, the 
treatment of 4BL cell line with relatively low concentrations 
of Temodal and Amitozyn drugs (up to 2 μM and up to 200μg/
ml respectively) didn’t lead to a sharp decline in the number of 
viable cells and the concentration dependence was nonlinear, 
as in the case of Hep-2 cells. Conclusions. The dependence 
of Hep-2 and 4BL cells viability at low concentrations of 
alkylating compounds Temodal and Amitozyn was nonlinear 
with a «plateau». This suggests the fact that the repair of alkyl 
adducts caused by these drugs occurs in the cells, and involves 
not only MGMT repair enzyme, but possibly MARP. However 
the presence of the MARP in the cells does not affect the repair 
of damages caused by the nitrosoguanidine.

keywords: MGMT, MARP, repair, alkylating compounds, cells 
viability.

вплив репараТивНОгО еНЗиМу mGmT  
Та СупуТНьОгО йОМу бІлка mARP  
На ЦиТОТОкСичНу дІЮ алкІлувальНих СпОлук  
в кульТурах клІТиН лЮдиНи
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Мета. Порівняння впливу алкілувальних сполук різного 
складу на виживаність клітин людини, що містять тільки 
білок MARP чи одночасно білки MGMT та MARP. Методи. 
У роботі використовували лінії Hep-2 (рак гортані) та 4BL 
(дорослі стовбурові клітини). Клітини обробляли нітрозо-
гуанідином, а також комерційними препаратами темодал 
та Амітозин. Цитотоксичну дію препаратів вивчали за до-
помогою методу визначення колонієутворення клітин. На-
явність білків MGMT та MARP встановлювали за допомо-
гою Вестерн блот аналізу з використанням моноклональ-
них анти-MGMT антитіл (клон 23.2). результати. Залежність 
чутливості клітин Hep-2, що містили як білок MGMT, так і 
MARP, до дії низьких доз досліджуваних нами алкілято-
рів мала нелінійний характер з наявністю «плато». Клітини 
4BL, що містили тільки білок MARP, виявились більш чутли-
вими до дії алкілувальних препаратів, особливо до дії висо-
котоксичного нітрозогуанідину. Однак обробка клітин 4BL 
препаратами темодал та Аміозин у відносно низьких кон-
центраціях (до 2мкМ та 200мкг/мл відповідно) не призво-
дила до різкого зниження життєздатних клітин та концен-
траційна злежність мала, як і для клітин Hep-2, нелінійний 
характер. висновки. Залежність чутливості як клітин Hep-
2, так і 4BL до дії малих доз алкілувальних препаратів те-
модал та Амітозин мала нелінійних характер з наявністю 
«плато». Це свідчить на користь того, що в клітинах відбу-
вається репарація алкільних аддуктів, викликаних даними 
препаратами, причому, у ній бере участь не тільки репа-
ративний ензим MGMT, але, можливо, і білок MARP може 
брати участь у репарації алкільних аддуктів, викликаних 
даними препаратами. Однак наявність у клітинах MARP не 
впливає на репарацію пошкоджень, викликаних нітрозогу-
анідином.

ключові слова: MGMT, MARP, репарація, алкілувальні спо-
луки, життєздатність клітин.


