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Обоснование. Нейробластома — одна из часто встречающихся экстракраниальных солидных опухолей детского 
возраста. На современном этапе значительную роль в развитии новообразований отводят эпигенетическим на-
рушениям. Поскольку процесс эпигенетических изменений в клетке достаточно динамичен и обратим, то  акту-
ально выявление экзогенных веществ, способных влиять на эпигеном и которые могут быть использованы для 
эпигенетической таргетной терапии различных типов опухолей. Одним из таких потенциальных молекул является 
лактоферрин. В настоящее время описаны противоопухолевые свойства этого белка из семейства трансферринов, 
однако практически не известно о его влиянии на эпигеном клеток различных типов новообразований, в том 
числе нейробластомы. 

Цель — исследовать влияние апо-формы экзогенного рекомбинантного лактоферрина человека на жизне-
способность и эпигеномный статус клеток нейробластомы IMR-32.

Материалы и методы. В работе исследованы клетки нейробластомы человека линии IMR-32 после 72 ч 
воздействия 8 доз рекомбинантного аполактоферрина человека: 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 и 500 мкг/мл. Прове-
дена количественная оценка уровня полногеномного метилирования ДНК и степени компактизации хроматина 
в клетках IMR-32 с использованием коммерческих наборов 5-mC DNA ELISA Kit, Global DNA Methylation  – 
LINE-1 Kit, а также ферментативного гидролиза MspI / HpaII и DNaseI. 

Результаты. Обнаружено, что рекомбинантный аполактоферрин снижает жизнеспособность IMR-32 и в зави-
симости от дозы дифференциально влияет на уровень полногеномного метилирования ДНК (СpG-динуклеотидов, 
CCGG-сайтов, LINE-1-повторов) и степень компактизации хроматина. При этом наблюдается сложная карти-
на эпигеномного клеточного ответа на воздействие аполактоферрина (нелинейная немонотонная зависимость 
доза – эффект). 

Заключение. Предполагается, что аполактоферрин способен модулировать активность генов через эпигене-
тические механизмы, в частности изменяя паттерн метилирования ДНК и влияя на структуру хроматина, что 
может быть одним из молекулярных механизмов его противоопухолевого действия.

Ключевые слова: аполактоферрин; нейробластома; IMR-32; жизнеспособность клеток; эпигенетические мо-
дификации; метилирование ДНК; компактизация хроматина; MspI; HpaII; DNaseI; ELISA; ImageJ.
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BACKGROUND: Neuroblastoma is one of the most common extracranial solid tumors in childhood. At present, 
epigenetic disorders play a significant role in neoplasms development. Since epigenetic changes in the cell are quite 
dynamic and reversible, epigenome-modulating exogenous agents can be used in epigenetic targeted therapy for various 
types of tumors. Therefore, the identification of these agents is still significant. Lactoferrin is one such potential molecule 
from the transferrin family. Currently, the anti-tumor properties of lactoferrin have been identified, but its effect on the 
epigenome of cells of various tumors types, particularly on neuroblastomas, is practically unknown. 

Список сокращений 
АФК — активные формы кислорода; ЛФ — лактоферрин; apo-rhLF — рекомбинантный аполактоферрин человека; DNMT — 
ДНК-метилтрансфераза; ER — рецептор эстрогена; HIF — фактор, индуцируемый гипоксией.
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AIM: To study the effect of the exogenous recombinant human apolactoferrin on the viability and epigenomic status 
of IMR-32 neuroblastoma cells.

MATERIALS AND METHODS: We studied human IMR-32 neuroblastoma cells after 72 hours of exposure to 8 doses 
of recombinant human apolactoferrin: 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100 and 500 µg/ml. The level of genome-wide DNA methy-
lation and the degree of chromatin compaction in IMR-32 cells were quantified using commercial kits 5-mC DNA 
ELISA Kit, Global DNA Methylation  – LINE-1 Kit, as well as enzymatic hydrolysis of MspI / HpaII and DNaseI.

RESULTS: The recombinant apolactoferrin reduces the viability of IMR-32 and, depending on the dose, differentially 
affects the level of genome-wide DNA methylation (СpG dinucleotides, CCGG sites, LINE-1 repeats) and the degree 
of chromatin compaction. At the same time, a complex picture of the epigenomic cellular response to the effect of apo-
lactoferrin was observed (nonlinear nonmonotonic dose-effect relationship). 

CONCLUSIONS: We assumed that apolactoferrin modulates gene activity through epigenetic mechanisms, in particular, 
by changing the DNA methylation pattern and affecting the chromatin structure, which may be one of the molecular 
mechanisms of its anti-tumor effect.

Keywords: apolactoferrin; neuroblastoma; IMR-32; cell viability; epigenetic modifications; DNA methylation; chro-
matin compaction; MspI; HpaII; DNaseI; ELISA; ImageJ.

Обоснование

Нейробластома — одна из наиболее часто 
встречающихся экстракраниальных солидных 
опухолей детского возраста, происходящая 
из симпатогониев (незрелых клеток-предше-
ственников симпатической нервной системы). 
Она может возникнуть в любой анатомической 
области, где есть симпатическая нервная систе-
ма: чаще всего в мозговом слое надпочечников, 
в симпатическом стволе на любом участке вдоль 
всего позвоночника (в шейной, грудной и брюш-
ной области), реже в головном мозге и крайне 
редко в легких и коже. Частота нейробластомы 
составляет около 7–10 % из всех видов опухолей 
детского возраста, включая лейкозы [1].

Этиология нейробластомы до сих пор не ясна. 
Результаты многих исследований указывают 
на то, что развитие этой опухоли в большин-
стве случаев обусловлено не только генетиче-
скими мутациями, но и изменениями в эпи-
геноме  [2–4]. Так, клинико-патологические 
особенности нейробластомы (фенотип клеток, 
степень агрессивности опухоли и стадия забо-
левания) ассоциированы с изменениями мо-
дификаций гистонов (H3K4me1, H3K4me3, 
H3K27Ac, H3K27me3)  [5–7] и метилированием 
ДНК [2, 8, 9]. При этом обнаружено, что боль-
шинство нарушений метилирования ДНК про-
исходит как в промоторах [8, 10], так и вне про-
моторов определенных генов [10, 11], а также 
по всему геному [10], в частности в LINE-1-
повторах [12–14]. Причем мишенью являются 
как CpG-динуклеотиды [2, 10], так и не-CpG-
сайты (meCpHpG и meCpHpH, где H = A, C 
или T) [9, 11, 15]. Необходимо подчеркнуть, 
что в опухолевых клетках гипометилирование 
LINE-1  — одна из причин геномной неста-
бильности, и в нейробластоме, например, оно 
связано с окислительным стрессом, индуцируе-
мым активными формами кислорода (АФК) [13]. 
Показано, что в некоторых типах новообразо-
ваний (например, при раке мочевого пузыря) 
гипометилирование LINE-1 при окислительном 

стрессе сопровождается ремоделированием хро-
матина за счет увеличения уровня H3K9me3 
и HP1α, и в зависимости от клеточной линии 
промоторы ретротранспозона LINE-1 становят-
ся обогащены либо H3K4me3 и H3K18ac, либо 
H3K9me3 и H3K27me3 [16]. Таким образом, 
акту ально проведение исследований, направлен-
ных на выявление эпигенетических (эпигеном-
ных) биомаркеров (в частности метилирования 
CpG-динуклеотидов в различных сайтах и ком-
пактизации хроматина) в клетках разных кли-
нико-морфогенетических типов нейробластомы 
[5–8, 11]. Кроме того, результаты молекулярного 
анализа эпигеномных изменений, возникающих 
в малигнизированных клетках по сравнению 
с нормой, а также после воздействия препаратов, 
используемых для химиотерапии нейробалсто-
мы, позволят лучше понять возможные причи-
ны приобретенной лекарственной устойчивости 
этого типа новообразований  [6]. Поэтому важ-
но исследовать вещества, влияющие на эпиге-
ном и снижающие жизнеспособность клеток 
нейробластомы, что в дальнейшем может быть 
использовано для «эпигенетической» терапии 
в комплексном лечении данного типа опухолей.

В последнее время особое внимание уделяется 
поиску природных веществ, которые обладают 
противоопухолевым действием и способствуют 
снижению побочных эффектов и преодолению 
лекарственной устойчивости при обычной тера-
пии новообразований. Например, куркумин  — 
полифенольное соединение растительного про-
исхождения — обладает антиоксидантными, 
противовоспалительными и противоопухолевы-
ми свойствами. При этом его антиоксидантная 
активность обусловлена хелатированием железа, 
ингибированием перекисного окисления липи-
дов и удалением АФК [17]. Однако в клетках 
нейробластомы куркумин индуцирует генера-
цию  АФК. Повышение внутриклеточных уров-
ней АФК подавляет ERK1/2-киназы и стиму-
лирует экспрессию гипоксия-индуцибельного 
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фактора-1 альфа (HIF-1α). В итоге воздействие 
куркумином приводит к остановке клеточного 
цикла и апоптозу клеток нейробластомы посред-
ством модуляции сигнальных путей PTEN-Akt, 
NF-κB, FOXO3a и p53, индукции митохондри-
альной дисфункции и активации каспазы [18], 
что и обусловливает противоопухолевый эффект 
этого вещества.

Другое природное соединение с подобными 
куркумину свойствами — лактоферрин (ЛФ)  — 
многофункциональный гликопротеин из се-
мейства трансферринов, который обладает не-
сколькими ферментативными активностями: 
ДНКазной, РНКазной, АТФазной, фосфатазной 
и амилазной. Данный белок способен обратимо 
связывать ионы железа и может существовать 
свободно от Fe2+/Fe3+ (апо-форма ЛФ) или свя-
занно с ним (холо-форма ЛФ). Помимо железа 
он может взаимодействовать с ионами Cu2+, Zn2+ 
и Mn2+. ЛФ обладает антибактериальным, анти-
паразитарным, противовирусным, антиаллерги-
ческим, иммуномодулирующим и противоопухо-
левым действем [19–21]. Он принимает участие 
в клеточном росте и дифференцировке, может 
стабилизировать HIF-1α/2α и активировать раз-
личные сигнальные пути. Как транскрипцион-
ный фактор ЛФ может регулировать экспрессию 
генов, отвечающих за выживание клетки при ги-
поксии [22, 23].

ЛФ проявляет свою биологическую актив-
ность после взаимодействия со специфически-
ми LPR-рецепторами, которые обнаружены 
во многих тканях и типах клеток. Установлено, 
что ЛФ взаимодействует с рецепторами инте-
лектина-1 (оментин-1), CD14 и аполипопроте-
ина Е (белок-1, подобный рецептору ЛПНП, 
LDL, LRP-1/CD91), а также с Toll-подобными 
(TLR2, TLR4), цитокиновыми (CXCR4), лекти-
новыми С-типа (CLRs) рецепторами [19, 24, 25]. 
Наибольшие концентрации ЛФ определяются 
в молозиве и молоке, он также присутствует 
в крови, слезной жидкости, слюне, бронхоле-
гочном лаваже, вагинальных секретах, семен-
ной, синовиальной, спинномозговой жидкостях. 
Данный белок в организме преимуществен-
но синтезируется эпителиальными клетками 
и в значительном количестве депонирован в гра-
нулах нейтрофилов [20, 26]. 

Экспрессия гена LTF ЛФ зависит от типа 
клеток, регулируется эстрогеновыми и эстро-
ген-подобными рецепторами, может активиро-
ваться ретиноевой кислотой, митогенами, фак-
торами роста и модулироваться окислительным 
стрессом [26–28]. В то же время в опухолевых 
клетках ЛФ не экспрессируется из-за гиперме-
тилирования ДНК и деацетилирования гисто-
нов промотора гена LTF [29–31]. Помимо этого 
обна ружено, что генетическая изменчивость LTF 

значительно повышает восприимчивость к раз-
витию новообразований, а нарушения в мети-
лировании промотора или первого экзона могут 
иметь тот же эффект, что и мутации различных 
генов-супрес соров опухолей или протоонкоге-
нов  [28]. В модельных экспериментах было вы-
явлено, что сверхэкспрессия гена LTF может 
ингибировать пролиферацию клеток некоторых 
опухолей [32]. Установлено, что экзогенный ЛФ 
способен подавлять рост солидных опухолей, 
редуцировать метастазирование, индуцировать 
в малигнизированных клетках апоптоз и в за-
висимости от типа опухоли блокировать клеточ-
ный цикл на стадиях G0/G1, либо G1/S, либо 
G2/M [21, 26, 27, 30, 33]. Кроме того, показано, 
что противоопухолевый эффект экзогенного ЛФ 
сильнее выражен в комплексе с другими веще-
ствами, в частности с линолиевой и олеиновой 
кислотами [34–36]. Все эти данные позволяют 
некоторым авторам высказывать предположе-
ния, что LTF может быть геном-супрессором 
опухолей [32], и экзогенные формы ЛФ (апо- 
и/или холо-) и/или его комплекcы с другими 
веществами можно применять в таргетной те-
рапии новообразований [28, 34, 37], в частности 
нейробластом и глиобластом [38, 39]. 

Молекулярный механизм противоопухоле-
вого действия ЛФ в большинстве случаев пока 
еще не ясен, но предполагается участие эпиге-
нетических механизмов в этом феномене [40]. 
Например, лактоферрицин B (пептид, полу-
ченный из бычьего ЛФ) уменьшает экспрессию 
DNMT-1 в клетках T-лейкемии Jurkat за счет 
снижения стабильности ДНК-метилтрансфе-
разы DNMT-1 и времени полужизни мРНК 
DNMT‑1 [41], а комплексы ЛФ с олеиновой кис-
лотой могут изменять структуру хроматина [42].

Установлено, что ЛФ вызывает повышение 
уровня АФК и уровни свободного железа в клет-
ке [33], что напоминает описанные выше свой-
ства куркумина в клетках нейробластомы [18]. 
Это может говорить о сходных с куркумином 
молекулярных механизмах противоопухолевых 
эффектов ЛФ в клетках нейробластомы с во-
влечением HIF-1α/2α [43, 44] и изменениями 
в эпигеноме [45, 46]. Кроме того, ЛФ имеет ши-
рокий спектр эффектов на разные типы клеток, 
косвенно влияя на механизмы, связанные с ме-
тилированием ДНК [47]. Однако в настоящее 
время отсутствуют публикации, посвященные 
исследованию роли ЛФ в формировании эпиге-
номного статуса эукариотических клеток, в том 
числе малигнизированных, и в частности клеток 
нейробластомы.

Клеточные линии нейробластомы — важные 
и экономичные модели, используемые для изу-
чения особенностей развития опухоли и тестиро-
вания различных противоопухолевых препаратов 
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[3, 7, 48–50]. Одна из таких линий — IMR-32 — 
была получена из нейробластомы 13-месячного 
мальчика европеоидной расы (из абдоминальной 
массы, которая имитирует большие проекции 
коры головного мозга) [51]. 

IMR-32 принадлежит к N-(нейробластному) 
фенотипу, характеризующемуся как незрелые 
нервные клетки, предшественники симпато-
адреналового клона нервного гребня [3]. Эти 
клетки обладают холинергическими и адренер-
гическими свойствами. IMR-32 не экспресси-
рует рецептор эстрогена альфа (ERα), но имеет 
рецептор эстрогена бета (ERβ) [52, 53]. Эта осо-
бенность клеток может быть одним из факторов 
для перспективного использования экзогенного 
ЛФ в сочетании с применением стероидных 
гормонов (эстрогенов) при таргетной терапии 
нейробластомы. В пользу этого предположения 
указывают несколько фактов. Во-первых, на раз-
ных клеточных линиях рака молочной железы 
было показано, что в ER-отрицательных клетках 
противоопухолевый эффект экзогенного ЛФ вы-
ражен сильнее, чем в ER-положительных [33]. 
Во-вторых, метилирование определенных после-
довательностей ДНК, в том числе LINE-1, на-
ходится под регуляцией стероидных гормонов. 
При этом эстроген, например, в ERα опухолевой 
линии T47-Kbluc рака молочной железы, инду-
цировал гипометилирование LINE-1 в отли-
чие от лейкоцитов периферической крови, где 
не было выявлено корреляции между метилиро-
ванием LINE-1 и уровнем гормонов на различ-
ных стадиях менструального цикла [54]. В тре-
тьих, под эстрогенной регуляцией находятся 
эпигенетические модификации (метилирование 
ДНК и метилирование гистона H3K4me3) гена 
Trip10 (Cdc42-взаимодействующий белок-4), ко-
торый участвует в регуляции клеточного цик-
ла. При этом Trip10 может быть онкогенным 
или подавляющим рост опухоли в зависимости 
от клеточного происхождения новообразова-
ния, наличия и количества рецепторов к эстро-
гену (ERα и ERβ). В ER-негативных клетках 
Trip10 гиперметилирован и неактивен, тогда 
как в ER-положительных клетках Trip10 ги-
пометилирован и экспрессируется. Например, 
сверхэкспрессия Trip10 в клетках нейробласто-
мы IMR-32 приводит к усилению пролиферации 
этих клеток  [55]. Таким образом, все представ-
ленные выше данные указывают на необходи-
мость проведения исследований по изучению 
влияния на эпигеном различных клеточных ли-
ний нейробластомы как собственно белка ЛФ, 
так и его комплексов с другими веществами, 
а также совместно с применением стероидных 
гормонов.

Цель данной работы — исследование влияния 
различных доз апо-формы экзогенного рекомби-

нантного ЛФ человека (apo-rhLF) на жизнеспо-
собность и эпигеномный статус (метилирование 
ДНК и степень компактизации хроматина) кле-
ток нейробластомы человека линии IMR-32. 

Материалы и методы

Культивирование клеток. Линия клеток ней-
робластомы человека IMR-32 приобретена 
в Российской коллекции клеточных культур 
Института цитологии (РККК, Санкт-Петербург, 
Россия) [51]. Сертификаты, подтверждающие со-
ответствие этой клеточной линии, прилагались. 
Клетки культивировали в 25 см2 культуральных 
вентилируемых флаконах для адгезивных куль-
тур (Orange Scientific, Бельгия) в инкубаторе 
при 37 °С в атмосфере 5 % CO2 в 4 мл среды 
DMEM с добавлением 10 % эмбриональной 
бычьей сыворотки (Thermo Fischer Scientific, 
США), 20 ед/мл антимикотиков (Thermo 
Fischer Scientific, США), 100 ед/мл пенициллина 
(БиолоТ, Россия) и 100 мкг/мл стрептомицина 
(БиолоТ, Россия) в течение 24 ч до достижения 
25–30 % конфлюэнтности. Затем в опытные 
образ цы добавляли apo-rhLF до конечной кон-
центрации 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50, 100 и 500 мкг/мл. 
Рекомбинантный лактоферрин человека, выде-
ленный из молока трансгенных коз, был полу-
чен в Белорусском государственном универси-
тете и РУП «Научно-практический центр НАН 
Беларуси по животноводству». Продукт имеет 
официальную торговую марку и содержит около 
90 % железо-ненасыщенного ЛФ (апо-ЛФ)  [56]. 
Рабочие растворы (100x и 1x) apo-rhLF были 
приготовлены на стерильном физиологическом 
растворе (условия хранения 4 °С). После вне-
сения apo-rhLF культивирование клеток про-
водили еще в течение 72 ч. Параллельно про-
должали культивировать контрольные образцы 
(интактные клетки). Клетки не синхронизиро-
вали по клеточному делению. Было проведено 
4 независимых эксперимента по исследованию 
влияния apo-rhLF на клетки IMR-32.

Определение жизнеспособности клеток. 
Окраску клеток трипановым синим проводи-
ли с некоторыми модификациями, опираясь 
на стандартный протокол [57]. Клетки снимали 
с флаконов с помощью раствора Трипсина – 
Версена, 1 : 3 (БиолоТ, Россия), переносили 
в пластиковые пробирки 5 мл (Axigen, США), 
осаждали на центрифуге и ресуспендировали 
в 1 мл 1×PBS. Из каждого исследуемого образ ца 
800 мкл суспензии клеток оставляли для выде-
ления ядер и геномной ДНК, а 200 мкл исполь-
зовали для окрашивания трипановым синим 
(конечная концентрация 0,01 %) в течение 3 мин 
при комнатной температуре. Центрифугировали 
при 800 g в течение 1 мин, удаляли краситель. 
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Клетки дважды отмывали в 300 мкл 1×PBS. 
Осадок клеток ресуспендировали в 100 мкл 
4 %  раствора параформальдегида и инкубиро-
вали в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре.  Центрифугировли при 800 g в тече-
ние 1  мин и удаляли фиксирующий раствор. 
Клетки дважды отмывали в 300 мкл 1×PBS. 
Подсчет окрашенных и неокрашенных клеток 
осуществляли в камере Горяева (в 25 больших 
квадратах). Жизнеспособность клеток (ν), вы-
раженную в процентах, вычисляли по формуле: 
ν = (100n)/N, где n — количество неокрашенных 
(живых) клеток, N — всего клеток (неокрашен-
ные и окрашенные).

Получение ядер и выделение геномной ДНК. 
Суспензию клеток центрифугировали при 800  g 
в течение 1 мин, удаляли 1×PBS, осадок ре-
суспендировали в 900 мкл теплого гипотони-
ческого раствора (0,5 % KCl) и инкубировали 
при 37 °C в течение 30 мин. Для последующего 
анализа эпигеномного статуса клеток каждый 
обра зец делили на две аликвоты по 450  мкл: 
для экспериментов на ядрах (хроматине) 
и для выделения  ДНК. Все образцы центрифу-
гировали при 800 g в течение 5  мин, удаляли 
гипотонический раствор. В аликвоты для ана-
лиза степени компактизации хроматина добав-
ляли по 100 мкл 1×PBS. Ядра ресуспендировали 
в 1×PBS и определяли их концентрацию с по-
мощью камеры Горяева. Доводили концентрацию 
до 104 ядер/мкл. Образцы ядер хранили при –20 °С. 

Для выделения геномной ДНК из культур 
клеток использовали неферментативный метод 
экстракции ДНК высаливанием [58] с некото-
рыми модификациями. Для этого осадок ядер 
ресуспендировли в 600 мкл лизирующего бу-
фера (10 ммоль/л TrisHCl, pH 7,6; 10 ммоль/л 
KCl; 10  ммоль/л MgCl2 · 6H2O; 2 ммоль/л эти-
лен-диамин-тетрауксусной кислоты), добавля-
ли 80 мкл 10 % SDS и инкубировали 30  мин 
при 37 °C. Затем добавляли 200 мкл 6  М рас-
твора NaCl, плавно перемешивали и инкуби-
ровали 15  мин при 4 °C. Центрифугировали 
при 10 000  g (MiniSpin) 10  мин. Супернатант 
переносили в новые 1,5 мл центрифужные про-
бирки, ДНК осаждали изопропанолом, отмывали 
в 70 % этаноле. Осадок ДНК высушивали и рас-
творяли в 100 мкл 1×ТЕ, содержащего 10 мг/мл 
РНКазы  А (Thermo Fischer Scientific, США). 
Обработку РНКазой А проводили при 37 °C в те-
чение 1 ч. ДНК осаждали этанолом, высушивали 
и растворяли в miliQ  H2O. Концентрацию ДНК 
определяли спектрофотометрически (NanoDrop 
2000c, Thermo Scientific, США) при длинах волн 
260 и 280 нм по стандартной методике. О сте-
пени чистоты препаратов ДНК судили по со-
отношению оптических плотностей D260/D280 
и полученным спектрам. Отношение погло-

щения при 260 нм к поглощению при 280 нм 
(А260/А280), находящееся в диапазоне 1,8–1,9, 
свидетельствовало о достаточной степени очист-
ки полученных препаратов ДНК от белковых 
примесей. Для последующей работы все иссле-
дуемые образцы стандартизировали по концен-
трации ДНК (50 нг/мкл). Качество выделенной 
ДНК оценивали в 1 % агарозном геле.

Количественная оценка полногеномного ме-
тилирования CpG динуклеотидов. Уровень пол-
ногеномного метилирования ДНК по CpG 
динуклеотидам определяли с помощью имму-
ноферментного анализа с использованием на-
бора 5-mC DNA ELISA Kit, следуя рекомен-
дациям фирмы-производителя (Zymo Research, 
США). Уровень абсорбции сигнала в стандарт-
ных и опытных образцах измеряли при длине 
волны 419 нм с помощью планшетного риде-
ра CLARIOstar (BMG LABTECH, Германия). 
Контрольные измерения оптической плотности 
проводили через каждые 15 мин. В качестве 
стандартных проб с известным уровнем полно-
геномного CpG метилирования были исполь-
зованы образцы коммерческой неметилирован-
ной (0 % CpG) и метилированной (100 %  CpG) 
геномной ДНК Escherichia  coli (Negative Control 
and Positive Control for 5-mC ELISA Kits, Zymo 
Research, США). На основе неметилирован-
ной и метилированной ДНК дополнительно 
были сделаны стандартные образцы, модели-
рующие 5, 10, 12,5, 25, 37,5, 50, 75 % уровни 
полногеномного метилирования ДНК. Каждый 
стандартный и опытный образец был сделан 
в трех копиях. Полногеномный уровень мети-
лирования CpG динуклеотидов в исследуемых 
образцах IMR-32 определяли на основе стан-
дартной кривой, описываемой уравнением сте-
пенной регрессии: y = 0,000004(x2,718) (I² = 0,999; 
MAE = 1,5 %; p < 0,001), где y — процент мети-
лированных  CpG, x — полученные значения 
оптической плотности, I2 — индекс детермина-
ции, MAE  (mean approximation error) — средняя 
ошибка аппроксимации. Затем, как было реко-
мендовано в инструкции, значения уровня ме-
тилирования для исследуемых образцов IMR-32, 
полученные на основе стандартной кривой, 
умножали на 8,167 — коэффициент разницы 
в плотности CpG между E. coli и геномом че-
ловека [59]. 

Количественная оценка полногеномного мети-
лирования сайтов CCGG. Уровень полногеном-
ного метилирования ДНК по сайтам CCGG 
определяли с помощью метил-чувствительной 
рестрикции с использованием программного 
обеспечения ImageJ [60, 61]. В качестве стандарт-
ных проб с известным уровнем метилирования 
были исполь зованы образцы коммерческой не-
метилированной (<5 % CpG) и метилированной 
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ДНК человека клеточной линии HCT116 DKO 
(Human methylated and non-methylated DNA Set, 
Zymo Research, США). На основе неметилиро-
ванной и метилированной ДНК нами допол-
нительно были сделаны стандартные образ цы, 
моделирующие 12,5, 37,5, 50, 62,5, 75, 87,5 % 
уровни полногеномного метилирования ДНК. 
Каждый стандартный и опытный образец был 
сделан в трех копиях. Ферментативный ги-
дролиз ДНК проводили с использованием ме-
тил-чувствительных эндонуклеаз рестрикции 
(изошизомеров MspI и HpaII), следуя реко-
мендациям фирмы-производителя ферментов 
(Thermo Scientific, США). Денситометрические 
измерения полученных электрофореграмм ДНК 
в 1 % агарозных гелях проводили с помощью про-
граммного обеспечения ImageJ. Полногеномный 
уровень метилирования CCGG-сайтов в иссле-
дуемых образцах IMR-32 определяли на осно-
ве стандартной кривой, описываемой уравне-
нием квадратичной регрессии: y = –750,74x2 + 
+ 2021,70x – 1248,20 (I² = 0,997; MAE = 5,81 %; 
p < 0,001), где y — процент метилированных 
CCGG-сайтов, x — полученные значения опти-
ческой плотности, выраженные в условных 
единицах ImageJ, I2 — индекс детерминации, 
MAE  — средняя ошибка аппроксимации.

Количественная оценка полногеномного ме-
тилирования LINE-1 повторов. Уровень полно-
геномного метилирования CpG динуклеотидов 
в LINE-1 определяли с использованием набора 
Global DNA – Methylation LINE-1 Kit, следуя 
рекомендациям фирмы-производителя (Active 
Motif, США). Протокол включает три основ-
ных этапа: ферментативный гидролиз геном-
ной ДНК с помощью эндонуклеазы рестрик-
ции  MseI; гибрдизацию фрагментированной 
геномной ДНК с LINE-1 ДНК-зондом; иммуно-
ферментный анализ с использованием первич-
ных антител против 5-метилцитозина и вторич-
ных антител, конъюгированных с пероксидазой 
хрена. Уровень абсорбции сигнала в стандарт-
ных и опытных образцах измеряли при длине 
волны 450 нм с помощью планшетного риде-
ра CLARIOstar (BMG LABTECH, Германия). 
Измерение оптической плотности проводили 
через 60 мин инкубации с антителами, конъю-
гированными с пероксидазой хрена. В качестве 
стандартных проб с известным уровнем полно-
геномного CpG метилирования были использо-
ваны образцы коммерческой неметилированной 
и метилированной геномной ДНК человека ли-
нии Jurkat, входящие в набор Global DNA – 
Methylation LINE-1 Kit (Active Motif, США). 
На основе неметилированной и метилированной 
ДНК дополнительно были сделаны стандарт-
ные образцы, моделирующие 5, 10, 25, 50, 80 % 
уровни полногеномного метилирования ДНК. 

Каждый стандартный и опытный образец был 
сделан в трех копиях. Полногеномный уровень 
метилирования LINE-1 в исследуемых образцах 
IMR-32 определяли на основе стандартной кри-
вой, описываемой уравнением линейной регрес-
сии: y = 0,10x – 13,33 (R² = 0,996; MAE = 6,05 %; 
p < 0,001), где y — процент метилированных 
LINE-1, x — полученные значения оптической 
плотности, R2 — коэффициент детерминации, 
MAE — средняя ошибка аппроксимации.

Количественная оценка степени компакти-
зации хроматина. Определение относительной 
степени компактизации хроматина (полноге-
номный уровень) проводили с использованием 
классического биохимического подхода, осно-
ванного на чувствительности ДНК к ДНКазе  I 
[62, 63] с последующим денситометрическим 
анализом электрофореграмм в программе 
ImageJ [60, 61, 64]. Суспензию ядер (~104 ядер 
в пробе) обрабатывали 0,009  ед/мкл ДНКазой  I 
в 30 мкл буфера (10 ммоль/л Tris-HCl, pH 7,5 
при 25 °C; 2,5 ммоль/л MgCl2; 0,1 ммоль/л СaCl2) 
(Thermo Fischer Scientific, США) в течение 5 мин 
при 15 °C. Ферментативный гидролиз останав-
ливали добавлением 1/10 объема 0,5 М раствора 
этилен-диамин-тетрауксусной кислоты и инку-
бировали пробы во льду при 4 °C в течение не-
скольких минут. Затем выделяли геномную 
ДНК с помощью хлороформ-изоамиловой экс-
тракции. Денситометрические измерения полу-
ченных электрофореграмм ДНК (1 % агарозные 
гели), окрашенных этидием бромида, проводи-
ли в программе ImageJ. Для исследуемых образ-
цов с неизвестной степенью компактизации 
хроматина (в %) ее устанавливали, используя 
коэффициенты уравнения линейной регрес-
сии y = 226,47x – 128,12 (R2 = 0,967, p < 0,001), 
полученные по нескольким опорным точкам 
для условной нулевой (значения по 18 образцам 
геномной ДНК) и условной 100 % степени ком-
пактизации хроматина [в данном случае это «абсо-
лютная» (теоретическая) гетерохроматинизация, 
равная 1 у. е. оптической плотности в ImageJ]. 
Для всех исследуемых образцов эксперимент 
с обработкой ДНКазой I повторяли трижды.

Статистическая обработка данных. При анали-
зе данных по жизнеспособности клеток вычис-
ляли 95 % доверительные интервалы (95 %  ДИ) 
для частот по методу Уилсона с помощью 
 онлайн-калькулятора [65]. Относительный риск 
(Risk Ratio, RR) воздействия исследуемых доз 
apo-rhLF, 95 % ДИ для RR, коэффициент ас-
социации phi, уровень значимости (p-value), 
определяли с помощью таблицы сопряжен-
ности 2 × 2, используя критерий хи-квадрат 
Пирсона  [65]. Уровень значимости был скор-
ректирован на множественность сравнений 
(р < 0,006). Все выборки с результатами анализа 
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уровня полногеномного метилирования ДНК 
(CpG, CCGG, LINE-1) и степени компакти-
зации хроматина были проверены на нормаль-
ность распределения с помощью критерия 
Шапиро – Уилка [66]. С помощью открытого ин-
тернет-ресурса для них были вычислены средние 
значения, медианы, 95 % ДИ для средних, а так-
же 25-й и 75-й процентили (1-й и 3-й квартили, 
Q1 и Q3) для медианы [67]. Поскольку не во всех 
исследованных группах было нормальное рас-
пределение, то статистический анализ проводили 
с использованием непараметрических критериев 
Краскела – Уоллиса (H) и Данна (Q) для попарно-
го сравнения с коррекцией на множественность 
сравнения методом Бенджамини – Хохберга [68]. 
Различия считались статистически значимыми 
при p < 0,006 (поправка на множественность 
сравнений). Образцы IMR-32 после воздействия 
apo-rhLF сравнивали с контрольными (интакт-
ными) образцами IMR-32. Все данные в этой 
части исследования представлены как медиана, 
25-й  и 75-й  процентили (Q1 и Q3). Для опре-
деления тесноты (силы) связи между исследуе-
мыми признаками и математического описания 
(определения характера связи) выявленных зави-
симостей проводили корреляционный и регрес-
сионный анализы с помощью открытых онлайн-
сервисов [65, 69–73]. Коэффициенты ранговой 
корреляции Кендалла (tau) и Спирмена (rho), 
которые не требуют нормального распределения, 
95 %  ДИ для tau и rho вычисляли с помощью 
онлайн-сервисов [65, 71, 72]. Для того чтобы 
выбрать наиболее адекватную математическую 
модель (уравнение регрессии), описывающую 
характер связи между исследуемыми признака-
ми, вычисляли среднюю ошибку аппроксима-
ции  (MAE). Значимость модели регрессии про-
веряли с помощью F-критерия Фишера. Модель 
считали адекватной при MAE < 7 % и p < 0,05. 
Для линейной зависимости между исследуемыми 
параметрами вычисляли коэффициенты корре-
ляции (Rxy) и детерминации (R2

xy), а для нели-
нейной зависимости — индексы корреляции (Ixy) 
и детерминации (I2

xy). 
Все диаграммы и графики построены с ис-

пользованием Microsoft Excel и Power Point.

Результаты

Влияние апо-формы рекомбинантного 
лактоферрина человека на жизнеспособность 
клеток IMR-32

В настоящее время для препаратов, содержа-
щих ЛФ, не установлено токсических доз  [19]. 
На основе данных, представленных в ряде ра-
бот по изучению экзогенного ЛФ на культурах 
клеток млекопитающих и человека [74–77], 
нами было выбрано 8 доз apo-rhLF с целью 

исследования его влияния на жизнеспособность 
и эпигеномный статус клеток нейробластомы 
IMR-32. В исследуемом концентрационном ди-
апазоне не было выявлено летальных и полу-
летальных доз apo-rhLF для IMR-32 через 72  ч 
воздействия. Обнаружено, что по сравнению 
с контролем они приводили к снижению жизне-
способности клеток от 3 до 11 раз в зависимости 
от дозы (rho = –0,92; 95 %  ДИ –0,98 ... –0,65; 
p < 0,001), при этом наблюдалась нелинейная не-
монотоная (волновая) зависимость доза – жиз-
неспособность (рис.  1, табл. 1, 2). 

Эпигеномные изменения в IMR-32, вызванные 
рекомбинантным аполактоферрином человека

В связи с тем, что результаты некоторых работ 
указывают на участие ЛФ в метилировании ДНК 
(через регуляцию экспрессии DNMT-1) и изме-
нение структуры хроматина [41, 42], то следующий 
этап нашего исследования заключался в количе-
ственной оценке полногеномного метилирования 
ДНК в различных сайтах (CpG-динуклеотиды 
тотально, а также CpG в составе CCGG-сайтов 
и LINE-1-повторов) и степени компактизации 
хроматина в клетках нейробластомы IMR-32, 
подвергшихся воздействию apo-rhLF.  

Обнаружено, что воздействие apo-rhLF в те-
чение 72 ч приводило к эпигеномным измене-
ниям в клетках IMR-32. При этом разные дозы 
по-разному влияли на степень компактизации 
хроматина (Н = 99,91, ν = 8, p < 0,001) и полно-
геномное метилирование CpG динуклео тидов 
на тотальном уровне (Н = 80,82, ν = 8, p < 0,001), 
CpG в CCGG-сайтах (Н = 158,56, ν = 8, p < 0,001) 
и CpG в LINE-1 (Н = 73,32, ν = 8, p < 0,001) 
(рис.  2, табл. 3).

Рис. 1. Жизнеспособность клеток IMR-32 после 72 ч воз-
действия рекомбинантного лактоферрина человека. Ста-
тистически значимые различия с контролем выявлены 
для всех исследованных доз apo-rhLF (p < 0,001)
Fig. 1. Viability of IMR-32 cells after 72 hours of exposure 
to recombinant human lactoferrin. Significant differences 
with control were found for all studied doses of apo-rhLF 
(p < 0.001)
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Таблица 1 / Table 1

Относительный риск снижения жизнеспособности клеток IMR-32 после 72 ч воздействия apo-rhLF по сравнению с контролем
Relative risk of the decrease of IMR-32 cells viability after 72 hours of exposure to apo-rhLF in comparison with control

Доза apo-rhLF,  
мкг/мл RR 95 % ДИ p-value phi

0,1 4,84 3,08–7,62 <0,001 0,13

0,5 3,21 2,01–5,15 <0,001 0,09

1 9,17 5,86–14,36 <0,001 0,23

5 6,73 4,29–10,56 <0,001 0,17

10 8,79 5,65–13,68 <0,001 0,21

50 10,88 6,93–17,09 <0,001 0,27

100 9,52 6,02–15,05 <0,001 0,25

500 11,14 7,08–17,54 <0,001 0,28

П р и м е ч а н и е. RR — коэффициент риска; ДИ — доверительный интервал; p-value — уровень значимости; 
phi — коэффициент ассоциации.

Таблица 2 / Table 2

Взаимосвязь между дозой, жизнеспособностью и эпигеномным статусом клеток IMR-32,  
подвергшихся воздействию apo-rhLF (результаты корреляционного анализа)

Relationship between dose, viability and epigenomic status of IMR-32 exposed to apo-rhLF (Results of correlation analysis)

Анализируемые 
параметры

(пары сравнения)

Ранговая корреляция Кендалла
(линейная зависимость)

Ранговая корреляция Спирмена
(линейная, нелинейная зависимость)

tau (95 % ДИ) сила связи* p-value tau (95 % ДИ) сила связи* p-value

Взаимосвязь между дозой apo-rhLF и жизнеспособностью и эпигеномными метками IMR-32

LF – CV –0,78 (–0,95 … –0,23) Высокая 0,002 –0,92 (–0,98 … –0,65) Весьма 
высокая

0,001

LF – CpG –0,31 (–0,81–0,45) Умеренная 0,249 –0,42 (–0,85–0,34) Умеренная 0,262

LF – CCGG 0,14 (–0,58–0,74) Слабая 0,600 0,18 (–0,55–0,75) Слабая 0,651

LF – LINE-1 –0,61 (–0,91–0,09) Заметная 0,025 –0,77 (–0,95 … –0,21) Высокая 0,021

LF – ChrC –0,25 (–0,79–0,49) Слабая 0,345 –0,46 (–0,86–0,29) Умеренная 0,213

Взаимосвязь между жизнеспособностью клеток и эпигеномными метками IMR-32

CV – CpG 0,09 (–0,61–0,71) Слабая 0,753 0,23 (–0,51–0,78) Слабая 0,544

CV – CCGG –0,09 (–0,71–0,61) Слабая 0,753 –0,14 (–0,74–0,58) Слабая 0,715

CV – LINE-1 0,39 (–0,37–0,84) Умеренная 0,180 0,52 (–0,22–0,88) Заметная 0,162

CV – ChrC 0,48 (–0,27–0,87) Умеренная 0,075 0,58 (–0,14–0,90) Заметная 0,104

Взаимосвязь между компактизацией хроматина и метилированием ДНК

ChrC – CpG –0,34 (–0,82–0,42) Слабая 0,206 –0,49 (–0,87–0,26) Умеренная 0,183

ChrC – CCGG –0,34 (–0,82–0,42) Слабая 0,207 –0,49 (–0,87–0,25) Умеренная 0,175

ChrC – LINE-1 –0,03 (–0,68–0,65) Нет 0,917 –0,08 (–0,71–0,61) Нет 0,831

Взаимосвязь метилирования ДНК в различных сайтах

LINE-1 – CpG 0,59 (–0,11–0,90) Заметная 0,028 0,81 (0,32–0,96) Высокая 0,008

LINE-1 – CCGG –0,09 (–0,71–0,61) Нет 0,753 –0,18 (–0,75–0,55) Слабая 0,651

CCGG – CpG –0,06 (–0,70–0,63) Нет 0,833 –0,06 (–0,70–0,63) Нет 0,872

П р и м е ч а н и е: LF — доза apo-rhLF; CV — жизнеспособность клеток; CpG — уровень полногеномного мети-
лирования CpG; CCGG — уровень полногеномного метилирования CCGG; LINE-1 — уровень полногеномного 
метилирования LINE-1; ChrC — степень компактизации хроматина; * теснота связи по шкале Чеддока.
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Следует отметить, что как для метилирования 
ДНК, так и для компактизации хроматина наблю-
далась нелинейная немонотонная (волновая) кар-
тина связи доза – эффект. При этом доза-зави-

симый характер изменений метилирования CpG 
динуклеотидов тотально по всему геному и CpG 
в составе LINE-1 повторов был практически 
сходным. В обоих случаях apo-rhLF не изменял 

Рис. 2. Изменение уровня полногеномного метилирования ДНК (a–c) и степени компактизации хроматина (d) 
в клетках IMR-32 после 72 ч воздействия apo-rhLF. * p < 0,001, ** p = 0,004 — статистически значимые различия 
по сравнению с контролем
Fig. 2. Changes of the genome-wide DNA methylation level (a–c) and chromatin compaction degree (d) in IMR-32 cells 
after 72 hours of apo-rhLF exposure. * p < 0.001, ** p = 0.004 — significance of differences in comparison with the control
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Таблица 3 / Table 3 

Эпигеномные эффекты apo-rhLF, выявленные в клетках IMR-32 после 72 ч воздействия 
Apo-rhLF epigenomic effects that have been identified in IMR-32 cells after 72 hours of exposure

Доза apo-rhLF, мкг/мл
Полногеномное метилирование ДНК Компактизация 

хроматинаCpG LINE-1 CCGG

0,1 – – ↑1,5* –

0,5 – – ↑1,5* –

1 ↓3,9* – ↑1,3* –

5 ↓5,2* ↓1,3* ↑1,2* ↑1,1*

10 ↓11,8* ↓1,8* ↑1,4* –

50 – – ↑1,5* ↓1,1*

100 ↓4,3* ↓1,7* ↑1,5* ↓1,02*

500 – ↓1,1** ↑1,3* ↓1,04*

П р и м е ч а н и е. ↓ и ↑ — степень снижения и повышения показателей признака по сравнению с контролем 
(цифрами указано, во сколько раз); * p < 0,001; ** p = 0,004; «–» — нет различий с контролем.
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метилирования ДНК при дозах 0,1 и 0,5 мкг/мл, 
но приводил к снижению метилирования ДНК 
при дозах 5, 10 и 100 мкг/мл. Исключение со-
ставили только две дозы: 1  и 500  мкг/мл. Так, 
по сравнению с контролем 1 мкг/мл apo-rhLF 
не оказывал существенного влияния на метили-
рование CpG в составе LINE-1 в отличие от пол-
ногеномного метилирования CpG, уровень ко-
торого снижался. Доза в 500 мкг/мл, наоборот, 
приводила к снижению уровня метилирования 
LINE-1 в отли чие от полногеномной оценки 
CpG-метилирования, где не было обнаружено 
статистически значимых различий с контролем 
(рис. 2, a, c).

В то же время при количественной оценке 
полногеномного метилирования CCGG-сай-
тов наблюдался абсолютно противоположный 
 эффект влияния апо-ЛФ — apo-rhLF приводил 
к повышению уровня CCGG-метилирования 
по сравнению с контролем (рис. 2, b, табл.  3). 
Необходимо подчеркнуть, что в ряду исследован-
ных доз apo-rhLF в случае CCGG-метилирования, 
также как для CpG и LINE-1, су ществует сход-
ный концентрационный диапазон от 0,5  до  50 
мкг/мл, в котором прослеживается формирова-
ние так называемой ямы по снижению уровня 
метилирования ДНК. Причем в этом же кон-
центрационном диапазоне наблюдается форми-
рование «вершины» в повышении степени ком-
пактизации хроматина.

В отличие от метилирования ДНК, где было 
выявлено либо снижение (для CpG и LINE-1), 
либо увеличение (для CCGG) уровня метили-
рования (по сравнению с контролем), в слу-
чае анализа состояния хроматина наблюдалось 
как повышение (для дозы 5 мкг/мл), так и сни-
жение степени компактизации хроматина (для 
доз 50, 100 и 500 мкг/мл) по сравнению с кон-
тролем (рис. 2, d, табл. 3). При этом наблюдался 
инте ресный феномен — практически зеркаль-
ные изме нения полногеномного метилирова-
ния CCGG сайтов и степени компактизации 
хроматина в ряду исследованных доз apo-rhLF 
(рис.  2,  b, d).

Корреляционный анализ выявил высо-
кую силу связи только для трех пар зависимо-
стей: доза  ЛФ – жизнеспособность клеток, доза 
ЛФ – метилирование LINE-1 и CpG-мети ли-
рование – LINE-1-метилирование (см.  табл.  2). 
Полученные коэффициенты ранговой корреля-
ции для некоторых других пар сравниваемых па-
раметров показали заметную и умеренную силу 
связи по шкале Чеддока (см.  табл.  2). Однако 
их статистическая значимость не подтверди-
лась, что, вероятно, объясняется немонотон-
ными отно шениями сравниваемых признаков, 
поскольку ранговый коэффициент Спирмена 
оценивает, насколько хорошо связь между двумя 

переменными может быть описана с помощью 
монотонной функции (как линейной, так и не-
линейной).

С помощью регрессионного анализа подобрать 
адекватную математическую модель для описа-
ния выявленных парных зависимостей, а также 
множественной (многофакторной) немонотон-
ной регрессии на данном этапе исследований 
нам не удалось, что, по-видимому, связано со 
сложной (сочетанной) природой биологических 
эффектов воздействия апо-ЛФ на эпигеном.

Обсуждение

Проведенные исследования показали, что 
воздействие рекомбинантного ЛФ человека 
в течение 72 ч снижает жизнеспособность кле-
ток IMR-32. При этом все исследованные дозы 
apo-rhLF в большей или меньшей степени ока-
зывали влияние на эпигеном клеток нейробла-
стомы, в частности одни дозы изменяли только 
метилирование ДНК, другие — метилирова-
ние и компактизацию хроматина. Кроме того, 
разные дозы apo-rhLF приводили к разному 
эффек ту по степени компактизации хроматина 
(повышение либо снижение) при одинаковой 
картине полногеномного метилирования ДНК 
(повышенное CCGG-метилирование и сни-
женное  CpG- и/или LINE-1-метилирование). 
Сравнивая наблюдаемые эффекты apo-rhLF 
на эпигеномный статус IMR-32, можно предпо-
ложить, что его воздействие оказывало большее 
влияние на метилирование ДНК, чем на ком-
пактизацию хроматина (и, возможно, на моди-
фикации гистонов), поскольку степень выражен-
ности обнаруженных эффектов по сравнению 
с контролем в первом случае была сильнее, 
чем во втором (табл. 3). Данное предположение 
требует проведения дальнейших исследований 
с использованием антител, специфичных к раз-
личным модификациям гистонов.

 Особо следует отметить тот факт, что воз-
действие apo-rhLF на полногеномное метили-
рование ДНК в клетках IMR-32 имело диффе-
ренциальный характер не только в зависимости 
от дозы, но и от исследуемого сайта метилиро-
вания. Так, все дозы apo-rhLF влияли на полно-
геномный статус метилирования CCGG-сайтов, 
тогда как только некоторые из исследованных 
доз затронули LINE-1-повторы и изменили 
полногеномный уровень CpG-метилирования. 
При этом обнаруженный CpG-деметилирующий 
эффект апо-ЛФ по пока не ясной причи-
не, по-видимому, игнорировал CCGG-сайты, 
оставляя их преимущественно в метилирован-
ной форме, на что указывает обнаруженный 
повышенный уровень CCGG-метилирования 
по сравнению с контролем. 
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Интересно отметить, что в исследован-
ных клетках IMR-32 степень компактизации 
хроматина была выше уровня полногеномно-
го CpG-метилирования ДНК, что отличается 
от классического представления «чем выше уро‑
вень метилирования ДНК, тем сильнее степень 
компактизации хроматина». При этом мы обна-
ружили зеркальный характер изменений между 
полногеномным метилированием ДНК и ком-
пактизацией хроматина, а именно при повы-
шении уровня метилирования наблюдалось 
снижение степени компактизации хроматина 
и наоборот. Данный феномен особенно хорошо 
прослеживался в случае CCGG-метилирования 
(рис. 2, b, d) и несколько слабее был выражен 
для динуклеотидов LINE-1 и CpG. Можно пред-
положить, что в клетках IMR-32, подвергшихся 
воздействию apo-rhLF, в формировании струк-
туры хроматина (степени компактизации) боль-
шая роль отводится CCGG-сайтам и, возмож-
но, LINE-1-повторам, а не CpG-динуклеотидам 
как таковым. Это предположение требует даль-
нейших исследований, в том числе на других 
клеточных линиях нейробластомы.

Результаты исследования показали сложный 
нелинейный немонотонный характер влияния 
рекомбинантного ЛФ человека на жизнеспособ-
ность и эпигеномный статус IMR-32. Необходимо 
подчеркнуть, что чаще всего нелинейные (мно-
гофазные) зависимости доза –  эффект наблюда-
ются для различных веществ в низких и сверх-
малых дозах [78–80]. Возможным объяснением 
нелинейной немонотонной зависимости влия-
ния apo-rhLF на IMR-32 является многофунк-
циональная природа ЛФ, когда одни дозы этого 
белка необходимы для реализации одних биоло-
гических процессов, а другие дозы  — для дру-
гих. Вероятно, именно поэтому к настоящему 
времени не выявлено токсичных доз для ЛФ 
[19, 74–77]. Безусловно, для того чтобы устано-
вить конкретные математические модели рас-
сматриваемых зависимостей, необходимо про-
анализировать эффекты других доз apo-rhLF 
в исследуемом диапазоне, а также при разной 
продолжительности воздействия. 

Выявленное нами снижение жизнеспособ-
ности клеток IMR-32 после воздействия apo-
rhLF согласуется с литературными данными 
о противоопухолевом эффекте ЛФ. В ряде 
работ было отмечено, что ЛФ способен сти-
мулировать или ингибировать пролиферацию 
и миграцию клеток в зависимости от того, 
действует он на нормальные или на опухоле-
вые клетки [33, 74–77]. Цитотоксичность ЛФ 
в отношении разных видов опухолевых кле-
ток имеет разные молекулярные механизмы 
[28, 37]. Это может происходить за счет разру-
шения клеточной мембраны, индукции апоп-

тоза, остановки клеточного цикла и клеточной 
иммунореакции [28], а также через взаимодей-
ствие с отрицательно заряженными молекулами 
(например, фосфатидилсерин, липопротеины, 
O-гликоцилированные муцины и сиаловая кис-
лота, присутствующие на наружной мембране 
опухолевых клеток) [81, 82]. Например, на раз-
личных клеточных линиях нейробластомы че-
ловека (Kelly, SK-N-DZ и IMR-32) было по-
казано, что лактоферрицин Lfcin B (фрагмент 
бычьего ЛФ) обладает цитотоксическим дей-
ствием через дестабилизации цитоплазмати-
ческой мембраны и митохондрий  [38]. Кроме 
того, остановка клеточного цикла может быть 
индуцирована усеченной внутриклеточной изо-
формой ЛФ (дельта-ЛФ), который выступает 
в качестве транскрипционного фактора для ге-
нов Skp1, Bax, DcpS и SelH [30]. Несмотря на не-
давно проведенный полногеномный анализ му-
таций, для большинства первичных клеточных 
линий нейробластомы не установлено мутаций-
драйверов опухолеобразования, что может ука-
зывать на участие эпигенетических механизмов 
в инициировании новообразований и поддер-
жании их злокачественности [50]. В настоящее 
время эпигенетические механизмы развития 
некоторых видов опухолей до конца не ясны. 
В большинстве случаев установлена роль мети-
лирования ДНК в регуляции экспрессии генов 
при развитии доброкачественных и недобро-
качественных новообразований [9]. Так, одной 
из особенностей нейробластомы является вы-
сокий уровень метилирования ДНК предпола-
гаемых генов-супрессоров опухоли, что может 
запускать онкогенный процесс, как было пока-
зано на клетках нейробластомы in vivo и клеточ-
ных линиях in vitro [4, 6, 50].

Поскольку существует большое количество 
работ, указывающих на противоопухолевое дей-
ствие ЛФ и его комплексов с другими молекула-
ми [28, 34–36], то наши результаты по снижению 
жизнеспособности клеток IMR-32 под воздей-
ствием apo-rhLF в сочетании с результатами 
по анализу уровня метилирования ДНК и сте-
пени компактизации хроматина могут указывать 
на возможный эпигенетический механизм про-
тивоопухолевого действия апо-формы ЛФ, опос-
редованный в частности деметилированием CpG, 
LINE-1 и/или метилированием CCGG-сайтов 
определенных генов, активирующих защитные 
свойства клетки от трансформации, причем в за-
висимости от дозы может отличаться и механизм 
действия ЛФ. Не исключено, что в разных ге-
нах при разных дозах и продолжительности воз-
действия в этот процесс могут быть вовлечены 
либо CpG-, либо CCGG-сайты, либо LINE-1, 
либо и те и другие для разных участков одного 
и того же гена или разных генов. Для проверки 
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данной гипотезы, безусловно, требуются даль-
нейшие исследования.

В геноме человека приблизительно 60 % всех 
промоторов колокализуются с CpG-островками, 
в противоположность «телам» генов, которые 
в основном содержат незначительное количество 
CpG [83, 84]. В отличие от CpG-ди нуклеотидов 
CCGG-сайты более равномерно распределены 
по геному, поэтому вероятность локализации 
CCGG в теле гена выше, чем в CpG-островках [85]. 
Так, примерно 51,05 % CCGG-сайтов приходит-
ся на мобильные элементы генома (в том числе 
LINE-1) и 48,16 %  — на уникальные последо-
вательности ДНК. При этом доля CpG, распо-
ложенных в CCGG-сайтах, отно сительно всего 
генома составляет 8,04 % (где 4,14 % находятся 
в мобильных элементах, 3,90 % локализованы 
в уникальных последовательностях) [86]. 

Поскольку метилирование промоторов генов 
ингибирует транскрипцию, тогда как гипоме-
тилирование последовательностей внутри гена 
может стимулировать транскрипцию с аль-
тернативных промоторов и приводить к экс-
прессии изоформ белков, обладающих иными 
свойствами, чем исходный (полноразмерный) 
белок, или активировать дистальные тканеспе-
цифичные регуляторные элементы [84, 87–89], 
то можно предположить, что апо-форма ЛФ 
обладает некой активностью, дифференциально 
действуя (прямо или опосредованно) на метили-
рование ДНК в различных участках генома (раз-
личая при этом CpG, CCGG и LINE-1), а также 
 влияя на модификации гистонов, изменяя сте-
пень компактизации хроматина.

Необходимо отметить, что многие про-
тивоопухолевые препараты способны изме-
нять структуру хроматина, дестабилизируя 
нуклеосомы [90]. Например, в модельных экс-
периментах на изолированных ядрах HeLa по-
сле воздействия комплекса ЛФ с олеиновой 
кислотой в дозе 500 мкг/мл в течение 15 мин 
наблюдались некоторые изменения на уровне 
мелкомасштабной фрактальной организации 
нуклеосом (0,04–0,08 Å–1), а также в круп-
номасштабных фрактальных характеристиках 
структур хроматина, что, как предполагают ав-
торы работы  [42], может приводить к уплотне-
нию хроматина и, как следствие, к снижению 
экспрессии генов, отвечающих за опухолеобра-
зование. Мы выявили увеличение степени ком-
пактизации хроматина в клетках нейробластомы 
IMR-32 только при дозе 5 мкг/мл и после 72 ч 
воздействия, тогда как другие дозы либо сни-
жали степень компактизации хроматина, либо 
компактизация хроматина оставалась на уровне 
значений контрольных образцов. Не исключено, 
что ЛФ может по-разному влиять на структуру 
хроматина не только в зависимости от дозы, 

но и от продолжительности воздействия. Причем 
разный биологический эффект ЛФ может наблю-
даться также в зависимости от изоформы ЛФ, 
степени гликозилирования, третичной структуры 
(холо- или апо-форма), от степени олигомериза-
ции и его способности образовывать комплексы 
с другими молекулами [91]. Эти предположения 
требуют дальнейших исследований.

Установлено, что к замедлению роста нейро-
бластомы приводит снижение экспрессии генов 
клеточного цикла, вызванное высокими уров-
нями HIF-2α [43, 44], тогда как в большинстве 
солидных опухолей сверхэкспрессия HIF-1α, 
наоборот, необходима для эффективной инва-
зии, поддержания их роста, прогрессии и ме-
тастазирования [92, 93]. При этом было пока-
зано, что в клетках головного мозга у мышей 
[22, 94] и нейрональных клетках сетчатки  [95] 
ЛФ стабилизирует HIF-1α/2α, что может иметь 
существенное значение при таргетной тера-
пии. Кроме того, обнаружено, что противо-
опухолевые эффекты ЛФ более выражены 
в ER-негативных клеточных линиях рака мо-
лочной железы MDA-MB-231 и MDA-MB-468, 
и его можно исполь зовать в качестве экзоген-
ного модификатора таких характеристик рака 
как окси дантно-антиоксидантный баланс, ско-
рость апоптоза и прогрессирование клеточного 
цикла [33]. Таким образом, с учетом этих данных 
и результатов нашей экспериментальной работы, 
проведенной на клетках нейробластомы чело-
века линии IMR-32, которые не экспрессирует 
рецептор ERα, но имеют рецептор ERβ [52, 53], 
экзогенную апо-форму рекомбинантного ЛФ 
человека можно рассматривать в качестве пер-
спективного дополнительного агента при лече-
нии нейробластомы. Использование рекомби-
нантного ЛФ человека при таргетной терапии 
различных типов нейробластомы, безусловно, 
требует дальнейших исследований in vivo.

Заключение

Результаты проведенного исследования 
показали, что apo-rhLF снижает жизнеспо-
собность клеточной линии нейробластомы 
IMR-32. Обнаружена сложная картина эпиге-
номного клеточного ответа IMR-32 на воздей-
ствие апо-ЛФ (нелинейная немонотонная за-
висимость доза – эффект). Это, по-видимому, 
связано со сменой молекулярных механизмов 
действия apo-rhLF в том или ином концен-
трационном интервале, что может объясняться 
многофункциональной природой  ЛФ, который 
принимает участие в различных биологических 
процессах. При этом апо-форма рекомбинант-
ного ЛФ человека способна «дифференци-
ально» изменять эпигеномный статус клеток 



ISSN 1608-4101 (Print) Медицинский академический журнал 
ISSN 2687-1378 (Online) Medical Academic Journal

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ / OrIgINAl reSeArch

Том Выпуск 
Volume 22 Issue 4 2022

89

IMR-32 в зависимости от дозы, причем этот 
эффект, скорее всего, в большей степени за-
трагивает метилирование ДНК, а не степень 
компактизации хроматина. Apo-rhLF (прямо 
или опосредованно) «различает» CpG в составе 
CCGG-сайтов и LINE-1- от СpG-динуклеотидов 
в других участках генома (механизм этого фе-
номена пока не ясен), и в зависимости от дозы 
вызывает их метилирование/деметилирование, 
что в свою очередь, вероятно, модулирует экс-
прессию генов, отвечающих за клеточную про-
лиферацию и/или апоптоз, и тем самым снижает 
жизнеспособность IMR-32. Полученные резуль-
таты доказывают необходимость проведения 
комплексного эпигенетического/эпигеномного 
анализа в различных потенциальных сайтах ме-
тилирования ДНК с  одновременным анализом 
модификаций гистонов и оценкой структуры 
хроматина  у иссле дуемых биологических объ-
ектов с  целью выявления биомаркеров, ассо-
циированных с конкретными биологическими 
процессами и/или патологиями.
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