Влияние димерных бисбензимидазолов, содержащих пиперазиновый цикл в линкере, на метилирование ДНК*
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Метилирование ДНК играет важную роль в регуляции многих клеточных процессов. В клетках эукариот метилирование осуществляется ДНК-метилтрансферазами (МТазами), которые метилируют остатки цитозина в CpG-последовательностях. Распределение метилированных CpG-последовательностей в геноме формирует профиль метилирования. Для всех типов злокачественных опухолей характерно гиперметилирование CpG-островков в промоторных областях генов-супрессоров опухолей. Поэтому поиск деметилирующих агентов – ингибиторов МТаз – является важной и актуальной задачей. 
Ранее в качестве ингибиторов МТаз нами использованы димерные бисбензимидазолы DB(n), которые отличаются количеством метиленовых звеньев n, соединяющих бисбензимидазольные фрагменты. DB(n) связывались с ДНК в малой бороздке двойной спирали и ингибировали реакцию метилирования ДНК эукариотической МТазой Dnmt3a в микромолярных концентрациях [1]. Мы предположили, что новые димерные бисбензимидазолы, имеющие пиперазиновый цикл в линкере между бисбензимидазольными фрагментами (DBP(n)), будут лучше связываться с ДНК за счет дополнительных положительных зарядов на атомах азота.

Объектом исследования явилась прокариотическая МТаза SssI (М.SssI), которая, как и эукариотические ферменты, узнает в ДНК CрG-последовательность и поэтому является удобной моделью для изучения эукариотических МТаз. Целью работы  было изучение влияния DBP(n) на метилирование ДНК МТазой M.SssI.
Метилирование ДНК анализировали по защите метилированной ДНК от расщепления эндонуклеазой рестрикции Hin6I (R.Hin6I). Расщепление флуоресцентномеченного ДНК-дуплекса эндонуклеазой R.Hin6I после метилирования его M.SssI в присутствии 0-200 мкМ DBP(n) проводили в денатурирующем полиакриламидном геле. Показано, что соединения DBP(n) способны ингибировать прокариотическую МТазу M.SssI in vitro в микромолярных концентрациях 
(IC50=63-76 мкМ). Получены первые данные о проникновении DBP(n) через клеточные и ядерные мембраны эмбриональных фибробластов легких и клеток рака груди MCF-7.
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