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Арил-гидрокарбоновый рецептор (Aryl hydrocarbon receptor, AHR) является высококонсерватив-
ным лиганд-зависимым транскрипционным фактором, гены-мишени которого играют ключевую
роль в детоксикации, регуляции процессов развития, поддержании гомеостаза эукариот и метабо-
лизме лекарственных соединений. Наше исследование впервые демонстрирует увеличение экс-
прессии гена арил-гидрокарбонового рецептора и его генов-мишеней в культурах клеток человека
после воздействия ингибитора гистоновой деацетилазы (белиностата), который рассматривают в
настоящее время как возможное терапевтическое средство для лечения различных типов глиом, в
том числе и глиобластом.

Ключевые слова: арил-гидрокарбоновый рецептор AHR, гистоновая деацетилаза HDAC, белиностат,
Cyp1A1, Cyp1B
DOI: 10.31857/S0475145022020021

ВВЕДЕНИЕ

Арил-гидрокарбоновый рецептор (Aryl hydro-
carbon receptor, AHR) является высококонсерва-
тивным лиганд-зависимым цитозольным тран-
скрипционным фактором. Гены-мишени AHR
играют ключевую роль в регуляции процессов
развития, детоксикации и поддержания гомео-
стаза эукариот. Наиболее изученными генами-
мишенями AHR являются гены, кодирующие
ферменты системы цитохрома p450 (CYP), кото-
рые участвуют в метаболизме гормонов и лекар-
ственных соединений. Известно, что для многих
опухолевых клеток характерно изменение соот-
ношения различных изоформ CYP и их индуци-
бельности по сравнению с неопухолевыми, что
может сильно влиять на эффективность лечения
противоопухолевыми препаратами.

Попадая в цитоплазму клетки, лиганд взаимо-
действует с AHR, который далее перемещается в
ядро, где вместе с ARNT (AHR Nuclear Transloca-

tor) формирует транскрипционный комплекс для
активации генов-мишеней.

Ранее, в экспериментах in vivo, мы показали,
что разнообразие уровней транскрипции генов-
мишеней AHR обусловлено структурой хроматина
каждого из них (Akishina et al., 2017). Нами был об-
наружен механизм контроля индуцибельной экс-
прессии генов-мишеней AHR, который заключа-
ется в том, что внешний сигнал (лиганд), активиру-
ющий AHR как транскрипционный фактор, не
всегда вызывает эффективный ответ его генов-ми-
шеней. Этот ответ будет эффективным только в
случае доступности ДНК регуляторных областей
генов-мишеней для AHR, т.е. зависит от статуса
хроматина этих областей, который может меняться
в разных тканях и на разных стадиях развития орга-
низма (Akishina et al., 2017; Акишина и др., 2020).

Целью настоящей работы было проанализиро-
вать, существует ли механизм эпигенетического
контроля индуцибельной экспрессии генов-ми-
шеней AHR в клетках человека опухолевого и не-
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опухолевого происхождения, поскольку ингиби-
торы гистоновых модификаторов и лиганды AHR
часто используются при лечении разных типов
рака (Howells et al., 2002; Wang et al., 2017; Gurba-
ni et al., 2019). Белиностат, ингибитор гистоновой
деацетилазы HDAC, не так давно начали рассмат-
ривать, как возможное терапевтическое средство
для лечения различных типов глиом, в том числе
и глиобластом (Kusaczuk et al., 2016; Gurbani et al.,
2019). В данной работе мы исследовали влияние бе-
линостата на индукцию лигандами AHR экспрес-
сии его генов-мишеней семейства CYP1 (CYP1A1,
CYP1B), уровень экспрессии самого гена AHR и
его партнера, ARNT.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для анализа использовали клетки эмбриональ-
ных почек человека линии HEK293 и опухолевые
клетки глиобластомы человека Sus/fP2 (Pustogarov
et al., 2017), любезно предоставленные сотрудника-
ми лаборатории нейрогенетики и генетики разви-
тия Института высшей нервной деятельности и
нейрофизиологии РАН. Для культивирования кле-
ток использовали клеточную среду DMEM/F12, со-
держащую 10% FBS, с добавлением 2 мM L-глюта-
мина и 19.4 мM D-глюкозы (ПанЭко, Россия) при
37°C и 5% СО2.

Для проведения экспериментов клетки рассе-
ивали на 6-ти луночные планшеты и инкубирова-
ли 24 ч, после чего в клеточную среду добавляли
лиганды, либо белиностат или лиганды плюс бе-
линостат на 24 ч. Все эксперименты были прове-
дены в трех повторностях. Лиганды и белиностат
растворяли в ДМСО для получения стоковой
концентрации: 10 мкM для 2′Z-индирубина (Sig-
ma-Aldrich, США), 100 мM для индол-3-карбино-
ла (Mirax Biopharma, Россия) и 2 мМ белиностата
(PXD101, Sigma-Aldrich, США). Далее лиганды до-
бавляли в среду в конечной концентрации: 10 нМ
индирубин, 100 мкМ индол-3-карбинол и 2 мкМ
белиностат. В качестве контроля в среду добавля-
ли эквивалентное количество ДМСО.

Изменения экспрессии генов оценивали с по-
мощью ПЦР в реальном времени. Протоколы
выделения РНК, синтеза кДНК и проведения
ПЦР в реальном времени описаны ранее (Во-
ронцова и др., 2020).

В работе использовали следующие последо-
вательности пар праймеров: для гена GAPDH:
прямой – TGCACCACCAACTGCTTAGC, об-
ратный – GGCATGGACTGTGGTCATGAG; для
гена HPRT1: прямой – TGAGGATTTGGAAAG-
GGTGT, обратный – GAGCACACAGAGGGC-
TACAA; для гена AHR: прямой – GAACCATC-
CCCATACCCCAC, обратный – TGGCTGG-
CACTGATACATCG; для гена ARNT: прямой –
GAAACATTTGATCTTGGAGGCAGCAG, обрат-

ный – AGGAGTCACGGAGTCAGACACATA; для
гена CYP1A1: прямой – GATTGAGCACTGT-
CAGGAGAAGC, обратный – CCAAAGAGGTC-
CAAGACGATGTTA; для гена CYP1B: прямой –
CTCAACCGCAACTTCAGCAACTTC, обратный –
AGAGAGGATAAAGGCGTCCATCAT. Гены HPRT1
и GAPDH использовали в качестве референсных.

Все результаты представлены как среднее зна-
чение ±SEM. Различия считались значимыми при
p-value менее 0.05. Статистическая значимость раз-
личий между образцами для экспериментов оцени-
валась с помощью программного обеспечения
REST (Qiagen, США) (Pfaffl et al., 2002) с использо-
ванием парного теста рандомизации с фиксиро-
ванным перераспределением с 2000 перестановок.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Применение индирубина и индол-3-карбино-

ла по-разному влияло на экспрессию исследуе-
мых генов. Экспрессия гена CYP1A1 при добавле-
нии индирубина увеличивалась незначительно
по сравнению с контролем (рис. 1в). После до-
бавления индол-3-карбинола уровень экспрес-
сии CYP1A1 увеличивался значительнее, в 4.5 и в
19 раз, в клетках линии неопухолевого происхож-
дения HEK293 и в клетках глиобластомы Sus/fP2
соответственно. Уровень экспрессии гена CYP1B
повышался только при добавлении индол-3-кар-
бинола в клетках Sus/fP2 (рис. 1г).

CYP1A1 и CYP1B являются генами-мишенями
лиганд-зависимого транскрипционного фактора
AHR. Повышение уровня экспрессии CYP1A1 и
CYP1B в ответ на действие лигандов AHR указывает
на нормальное функционирование пути AHR/CYP1
в исследуемых клеточных культурах.

Что интересно, воздействие лигандов также
приводило к увеличению экспрессии самого AHR в
клетках линии HEK293 и к значительному сниже-
нию экспрессии в клетках линии Sus/fP2 (рис. 1а).
Тогда как на экспрессию ARNT применение
лигандов практически не оказывало эффекта
(рис. 1б).

Добавление к культивируемым клеткам бели-
ностата, который является ингибитором гистоно-
вой деацетилазы HDAC, приводило к активации
транскрипции AHR и усилению экспрессии всех
исследуемых генов, кроме ARNT. Возможно, HDAC
не участвует в регуляции активности промотора
гена ARNT в клетках исследуемых культур. Для
гена AHR было показано, что ингибиторы HDAC
могут усиливать конститутивную активность его
промотора, тем самым повышая уровень его экс-
прессии (Garrison et al., 2000), что подтверждается
нашими данными.

Самое значительное (в 600 раз) повышение
экспрессии было зафиксировано для гена CYP1A1
в клетках глиобластомы. Интересно, что белино-
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стат значительно сильнее влиял на уровень экс-
прессии генов-мишеней AHR в клетках глиобла-
стомы Sus/fP2, чем в клетках неопухолевой куль-
туры HEK293.

Менее выраженный рост уровня экспрессии
AHR и его генов-мишеней в ответ на действие бе-
линостата в культуре HEK293 по сравнению с
культурой глиобластомы, можно объяснить осо-
бенностями клеток HEK293 и ткани, из которой
они получены. Как было показано ранее, измене-
ние паттерна экспрессии, инициированное во вре-
мя воздействия белиностата, может сильно зави-
сеть от типа опухолевых клеток (Kusaczuk et al.,
2016).

Таким образом, в клетках опухолевого и не-
опухолевого происхождения, в которых работает
путь AHR/CYP1, способность генов-мишеней ре-
агировать на активацию AHR индирубином и ин-
дол-3-карбинолов зависит от статуса хроматина
их регуляторных зон и активности эпигенетиче-
ских факторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Механизм и принцип действия белиностата на

данный момент понятен не до конца, хотя извест-
но, что он является ингибитором гистоновой деа-

цетилазы HDAC, которая подавляет экспрессию
генов на эпигенетическом уровне через модифи-
кацию гистонов промоторных областей. Однако,
до сих пор не выявлен полный спектр генов, экс-
прессию которых белиностат может контролиро-
вать в опухолевых и неопухолевых клетках. Тем
не менее известно его прямое влияние на экс-
прессию генов, чьи продукты ответственны за
арест клеточного цикла и апоптоз, что важно для
онкотерапии (Kusaczuk et al., 2016). В данной рабо-
те мы показали, что белиностат также активирует
экспрессию гена AHR и двух его генов-мишеней в
клетках глиобластомы, усиливая действие лиган-
дов AHR. Так как лиганды AHR и эпигенетические
ингибиторы используются в противоопухолевой
терапии разных видов рака, в том числе глиобла-
стом (Sherer et al., 2017), результаты нашей работы
необходимо учитывать при разработке новых ком-
бинаций терапевтических схем лечения онкологи-
ческих заболеваний.
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Рис. 1. Уровень экспрессии генов CYP1A1, CYP1B, AHR и ARNT в клетках линии неопухолевого происхождения
HEK293 и глиобластомы Sus/fP2 до (контроль) и после добавления лигандов (индирубина, индол-3-карбинола) и бе-
линостата, ингибитора гистоновой деацетилазы HDAC. Уровень экспрессии генов AHR (а), ARNT (б), CYP1A1 (в),
CYP1B (г). Звездочка указывает на значимое различие в экспрессии генов по сравнению с контролем (* p ≤ 0.05). RQ –
относительный уровень мРНК. ДМСО – контроль, IND – индирубин, I3C – индол-3-карбинол, Bel – белиностат.
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рии нейрогенетики и генетики развития Института выс-
шей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН за
предоставление клеточных линий. Работа проводи-
лась с использованием оборудования ЦКП ИБР
им. Н.К. Кольцова РАН.
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Effect of the Histone Deacetylase (HDAC) Inhibitor – Belinostat – on the Expression 
of the Aryl Hydrocarbon Receptor and Its Target Genes in Human Cell Cultures
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The aryl hydrocarbon receptor (AHR) is a ligand-dependent transcription factor. Its target genes play an im-
portant role in detoxification, developmental regulation, maintenance of eukaryotic homeostasis, and drug
metabolism. The results of our study have shown for the first time the increase in the expression of the aryl
hydrocarbon receptor and its target genes in human cell cultures after exposure to a histone deacetylase in-
hibitor (belinostat), which is currently considered a potential therapeutic agent for the treatment of various
types of gliomas, including glioblastoma.
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