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Таким образом, в данной работе гидротермическим методом из борной кислоты и мочевины 
были синтезированы флуоресцентные БНКТ (максимум люминесценции при λex = 330 нм реги-
стрировался при 400 нм), которые не оказывают цитотоксического действия на опухолевые клетки 
линии MDCK. Накопление БНКТ клетками было оценено по количеству внутриклеточного бора 
методом атомно-эмиссионной спектроскопии. Наилучшие результаты были получены при инку-
бировании клеток с БНКТ в концентрации 100 мкг/мл в течении 48 часов. Низкий квантовый вы-
ход люминесценции БНКТ не позволяет качественно оценить их локализацию в клетках при воз-
буждении на длине волны 365 нм. Необходимы дальнейшие исследования в направлении оптими-
зации условий синтеза для увеличения квантового выхода БНКТ и сдвига максимума их люминес-
ценции в длинноволновую область спектра, для их возможного применения в качестве агента 
биовизуализации клеток. 
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Актуальность. В ряде исследований было показано, что средиземноморская диета может за-

медлить развитие различных форм злокачественных новообразований. Предполагается, что этот 
эффект, по крайней мере частично, обусловлен высокими концентрациями вторичных раститель-
ных метаболитов из группы полифенолов. Эти соединения характеризуются наличием одного или 
нескольких ароматических колец с разными гидроксильными группами, которые определяют их 
химические свойства и биологические эффекты. При воздействии полифенолами были обнаруже-
ны опосредованные изменения в специфических сигнальных путях, которые предотвращают рост 
опухоли или канцерогенез. Данные соединения обладают антиоксидантной активностью, что объ-
ясняет их способность предотвращать и противодействовать повреждениям ДНК. Во многих ис-
следованиях в экспериментах in vitro и in vivo продемонстрировано антипролиферативное, проап-
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оптотическое, противовоспалительное и иммуномодулирующее действие данных соединений. 
Плейотропность эффектов полифенолов крайне затрудняет интерпретацию интегрального резуль-
тата их действия. Малые молекулы растительного происхождения способны связываться с боль-
шим количеством белковых молекулярных мишеней, включая клеточные рецепторы, ферменты 
гидрофобного метаболизма ксенобиотиков, компоненты ряда сигнальных путей, факторы тран-
скрипции, ферменты метаболизма ДНК и системы эпигенетической регуляции. Однако одним из 
общих свойств многих полифенолов является их сродство к ДНК. Все ДНК-опосредованные эф-
фекты данных соединений могут влиять на трехмерную организацию процессов упаковки хрома-
тина и ДНК и за счет этого влияния изменять доступ к местам посадки на ДНК для белков-
шаперонов, эпигенетических ферментов и других регуляторных белков. Влияние полифенолов на 
структуру хроматина никогда не анализировалось. 

Цель. Основной целью нашего исследования был анализ влияния полифенолов на стабильность 
хроматина, локализацию нуклеосомных гистонов и гистонов-шаперонов FACT в ядрах клеток, 
локализацию линкерных гистонов в ядрах и их относительное содержание в хроматин-связанной 
фракции и общем пуле белков. 

Материалы и методы. Для изучения вытеснения природными ДНК-связывающими соедине-
ниями линкерного гистона H1 из хроматина мы использовали вестерн-блоттинг и ПЦР в реальном 
времени на клеточной линии HeLa и флуоресцентную визуализацию живых клеток на клеточной 
линии HeLa-H1.5-mCherry. В нашем эксперименте клетки HeLa обрабатывали ДНК-
связывающими соединениями, а затем исследовали истощение белковых вариантов линкерных 
гистонов H1.2 и H1.4 из связанной с хроматином фракции. Для контроля мы оценивали белки 
линкерных гистонов H1.2 и h1.4 в клеточных лизатах, не разделенных на фракции, а также мРНК 
линкерных гистонов методом ПЦР в реальном времени при обработке интересующими соедине-
ниями. В качестве положительного контроля был взят кураксин CBL137, который, как известно, 
вызывает значительные изменения локализации линкерного гистона. 

Результаты и обсуждение. Мы показали, что полифенолы не оказывают дестабилизирующего 
действия на структуру нуклеосом. Ни один из изученных нами соединений не повлиял на характер 
расщепления ДНК при обработке хроматина микрококковой нуклеазой. Полифенолы не влияли на 
локализацию корового гистона H2B нуклеосомы, меченного флуоресцентной меткой, а относи-
тельное содержание гистонового шаперона FACT во фракции хроматина, измеренное с помощью 
вестерн-блоттинга, не менялось после обработки клеток HeLa исследуемыми соединениями. При 
анализе продуктов расщепления ДНК обработки хроматина микроккоковой нуклеазой в положи-
тельном контроле, где ядра клеток Hela обрабатывались CBL0137 в течение одного часа, мы 
наблюдали полное исчезновение любых фрагментов ДНК, что соответствует ранее опубликован-
ным данным [1]. Более того, обработка клеток HeLa CBL0137 вызывала значительную редислока-
цию H2B в ядрах и значительное увеличение относительного содержания FACT во фракции хро-
матина, что соответствует ранее опубликованным данным о влиянии CBL0137 на хроматин [2].  

Используя клетки HeLa с H1.5, меченным mCherry, мы продемонстрировали значительную ре-
дислокацию H1.5 в ядрышки для 11 полифенолов из 15 проанализированных, в частности, для 
берберина, дельфинидина, физетина, генистеина, сангвинарина, ресвератрола, куркумина, нарин-
генина, кверцетина, тимохинона и EGCG сразу после 1-часовой обработки. Затем мы проанализи-
ровали относительное содержание H1.2 и H1.4 в хроматин-связанной фракции методом вестерн-
блоттинга. Эти варианты линкерных гистонов были выбраны для нашего дальнейшего анализа, 
поскольку они являются преобладающими вариантами в большинстве соматических клеток, и ра-
нее Izquierdo-Bouldstridge et al. показали, что нокдаун этих вариантов гистонов вызывает значи-
тельные последствия для транскриптома, включая активацию экспрессии эндогенного ретровиру-
са, сопровождаемую запуском передачи сигналов интерферона [3].Статистически значимое исто-
щение гистона H1.2 в хроматин-связанной фракции клеток HeLa наблюдалось при обработке ше-
стью полифенолами в максимально нетоксичных концентрациях: берберином, дельфинидином, 
физетином, генистеином, кверцетином, ресвератролом и еще тремя полифенолами, в частности 
куркумином, нарингенином и сангвинарин, которые вызывали истощение H1.2 в хроматин-
связанной фракции при концентрации IC20. Статистически значимое истощение гистона H1.4 в 
хроматин-связанной фракции клеток HeLa наблюдалось при обработке 8 полифенолами в макси-
мально нетоксичных концентрациях: берберин, дельфинидин, физетин, генистеин, кемпферол, 
кверцетин, ресвератрол и сангвинарин. Еще три полифенола, в частности куркумин, EGCG и на-
рингенин, вызывали истощение H1.4 в хроматин связанной фракции белков в концентрациях IC20. 
Наиболее сильное истощение обоих вариантов линкерных гистонов из фракции хроматина наблю-



176 
 

далось при обработке клеток HeLa физетином, ресвератролом, куркумином, дельфинидином и 
кверцетином. Относительный уровень белка вариантов линкерных гистонов Н1.2 и Н1.4 во фрак-
ции хроматина снизился на 70% и более. Примечательно, что в клетках HeLa, обработанных по-
лифенолами в наших экспериментах, относительное содержание Н1.4 и Н1.2 в пуле клеточных 
белков не изменялось при обработке исследуемыми соединениями в концентрациях IC20, за ис-
ключением ресвератрола, который вызывал снижение Н1.2 в общем пуле белков и нарингенина, 
который также вызывал снижение H1.4 в общем пуле белков клетки. Таким образом, при обработ-
ке нарингенином и ресвератролом происходит не только прямое истощение линкерных гистонов 
хроматина, но и влияют другие эффекты на созревание/деградацию линкерных белков в клетках. В 
целом, мы идентифицировали 8 соединений (кемпферол, EGCG, дельфинидин, куркумин, гени-
стеин и берберин, сангвинарин, физетин), вызывающих статистически значимое вытеснение лин-
керных гистонов Н1.2 и Н1.4 из хроматина на фоне незначительного изменения или отсутствия 
изменения общего количества этих белков в клетках. Можно предположить, что вытеснение лин-
керных гистонов из хроматина полифенолами связано либо со значительной конкуренцией между 
данными соединениями и линкерными гистонами за сайты связывания ДНК, либо влияет на ско-
рость обмена линкерных гистонов с ДНК. Этого можно достичь за счет увеличения посттран-
скрипционных модификаций линкерных гистонов, таких как фосфорилирование, ацетилирование, 
формилирование, пропионилирование и кротонилирование, что приводит к уменьшению положи-
тельного заряда линкерных гистонов, что влияет на упаковку ДНК и изменяет состояния хромати-
на на менее компактное. Четыре исследуемых соединения, в частности апигенин, кумарин, гинсе-
нозид Rb1 и тимохинон, не вызвали статистически значимых количественных изменений ни в об-
щем пуле белков, ни в хроматин-связанной белковой фракции, что может свидетельствовать об их 
низкой способности влиять на взаимодействие ДНК с линкерными гистонами. Мы не обнаружили 
статистически значимого влияния полифенолов на экспрессию генов линкерных гистонов всех 
соматических вариантов, а это означает, что снижение относительного содержания Н1.2 и Н1.4, 
вызванное соответственно IC20 ресвератролом и нарингенином, не связано с регуляцией экспрес-
сии генов линкерных гистонов. 

Таким образом, мы впервые продемонстрировали, что некоторые полифенолы могут реализо-
вывать свой эффект через истощение линкерных гистонов в хроматине и что куркумин, ресвера-
трол, EGCG, берберин, нарингенин и кверцетин одновременно вызывают истощение трех вариан-
тов линкерных гистонов H1.2, H1.4. и H1.5, демонстрирующий некоторое перекрытие эффектов. 
Примечательно, что влияние исследуемых соединений на локализацию H1.5 в ядрах клеток 
наблюдалось при 1-часовой обработке, что указывает на наиболее вероятный механизм конку-
рентного ингибирования.  

Выводы. Анализ влияния вторичных метаболитов растений на структуру хроматина никогда 
не исследовался, несмотря на возможность изменения пространственных характеристик мест свя-
зывания гистонов, эпигенетических ферментов, транскрипционных факторов и других ДНК-
опосредованных белков. Нами было показано, что 8 соединений (кемпферол, EGCG, дельфини-
дин, куркумин, генистеин и берберин, сангвинарин, физетин) вызывают статистически значимое 
вытеснение линкерных гистонов Н1.2 и Н1.4 из хроматина, что  важно для глубокого понимания 
молекулярного механизма противоопухолевой и антиканцерогенной активности данных соедине-
ний и может помочь в дальнейшей разработке препаратов для профилактики появления злокаче-
ственных новообразований. 

 
Работа была поддержана грантом РНФ 23-25-00276. 
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