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МЕТИЛУВАННЯ ГЕНІВ 
ODC1 ТА OAZ1 В КЛІТИНАХ 
ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ЛЕЙКОЗІВ 
L1210 ТА P388 ЗА ДІЇ ІНГІБІТОРІВ 
ОРНІТИНДЕКАРБОКСИЛАЗИ
Підвищена активність орнітиндекарбоксилази (ОДК) асоційована з 
агресивним перебігом багатьох пухлин. Блокада ОДК розглядається як 
один із перспективних напрямків у створенні препаратів для таргетної 
терапії, тож дослідження метилування промоторних ділянок генів odc1 
і oaz1 за впливу інгібіторів ОДК може стати підґрунтям для розширен-
ня досліджень в цьому напрямку. Мета: дослідити рівні метилування 
генів odc1 та oaz, вміст білків ОДК та C-Myc в клітинах L1210 та 
P388 за дії комплексу синтетичних інгібіторів ОДК. Об’єкт і методи: 
дослідження проводили на мишах ліній BDF1 та СDF з лімфолейкозами 
L1210 та Р388 з використанням синтетичних інгібіторів ОДК (ДФМО, 
МГБГ) і стандартних методів експериментальної онкології, РТ2-ПЛР 
(EpiTect Methyl II PCR Primer Assay), Western Blot аналізу. Результати: 
у мишей з лейкозом L1210 за дії ДФМО+МГБГ кількість пухлинних клі-
тин в асцитній рідині у 2 рази менша, ніж у тварин контрольної групи 
(p < 0,0001); гальмування росту L1210 склало 49,7%. У мишей з лейкозом 
P388 за дії ДФМО+МГБГ кількість пухлинних клітин була лише в 1,3 
раза менша, ніж у тварин в контрольній групі (p < 0,01), показник галь-
мування росту — 27,7%. Виявлено значно вищі показники метилування 
промоторів odc1 та oaz1 за дії ДФМО+МГБГ порівняно з контролем  
(у 1,9 і 2,3 раза відповідно, p < 0,01). У клітинах P388 рівні метилування 
odc1 та oaz1 за дії ДФМО+МГБГ були вищими відповідно у 2,5 та 2,3 
раза (p < 0,01). У клітинах L1210 за дії ДФМО+МГБГ вміст ОДК та 
онкобілку C-Myc зменшувався порівняно з показниками контрольних 
мишей у 1,8 та 3,1 раза відповідно, а у клітинах P388 –у 1,5 і 1,2 раза 
відповідно (p < 0,01). Показано високу обернену залежність між рівнями 
вмісту ОДК та метилування генів odc1 та oaz1 за дії ДФМО+МГБГ 
в клітинах L1210 (коефіцієнти кореляції –0,55 та –0,49 відповідно, 
p < 0,05) та значно нижчу — в клітинах P388 (коефіцієнти кореляції 
–0,41 та –0,37 відповідно, p < 0,05). Висновки: високі рівні метилування 
промоторів odc1 та oaz1 і низькі рівні вмісту білка с-Myc асоційовані 
із низькими рівнями експресії ОДК в клітинах обох моделей, які, своєю 
чергою, асоційовані з високим протипухлинним ефектом застосованого 
комплексу інгібіторів (p < 0,05), тож епігенетична регуляція генів odc1 
та oaz1 може бути одним із важливих механізмів регуляції ОДК, який 
лежить в основі протипухлинної дії інгібіторів ензиму.

Важливість підвищення ефективності лікуван- 
ня онкологічних хворих зумовлює інтенсив- 

ний розвиток новітніх підходів у протипухлинній 
терапії, зокрема розвиток молекулярно-орієнтова
ної (таргетної) терапії [1]. Однією з досліджува-
них молекул-мішеней є орнітиндекарбоксилаза  
(ОДК) — ензим, що регулює синтез поліамінів, 
критично важливих для проліферації, виживання 
та міграції пухлинних клітин [2]. Відомо, що під-
вищена активність ОДК асоційована з агресивним 
перебігом багатьох пухлин [3]. Блокада ОДК, як 

на рівні синтезу, так і на рівні активності фер-
менту, розглядається як один із перспективних 
напрямків у створенні препаратів для таргетної 
терапії [4–7]. Серед засобів екзогенної регуляції 
активності ОДК — низка синтетичних інгібіто-
рів ензиму, які відрізняються за механізмами дії. 
Попри те, що на сьогодні існує значна кількість 
робіт щодо вивчення ролі ОДК та пов’язаних з нею 
сигнальних шляхів в пухлинній прогресії [7–11], 
залишається актуальною необхідність проведен-
ня досліджень з метою розуміння механізмів дії 
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її інгібіторів, зокрема на рівні епігеному. Наразі 
виявлено, що підвищена експресія гену odc1, який 
кодує ОДК, та зниження експресії білка-антизиму 
Oaz1 (продукту гена oaz1) асоційовані з агресив-
ним фенотипом низки пухлин [3]. Доведено, що 
гіперметилування промотору odc1 пригнічує екс- 
пресію гена і сприяє порушенню обміну поліамі- 
нів [12]. Прямі дані щодо метилування промотору 
oaz1 натепер обмежені, але відомо, що антизим 
OAZ1 істотно знижує рівень глобального метилу
вання ДНК [12]. Відомо також, що ген odc1 є пря-
мою транскрипційною мішенню онкобілка c-Myc, 
що зумовлює тісний зв’язок між активацією цього 
онкогену та посиленням поліамінового метабо-
лізму [8, 13].

Зважаючи на це, дослідження метилування 
промоторних ділянок генів odc1 і oaz1 за впливу 
інгібіторів ОДК може стати підґрунтям для роз-
ширення досліджень в цьому напрямку.

Тож нами поставлено за мету дослідити рівні 
метилування генів odc1 та oaz1, вміст білків ОДК 
та с-Myc в клітинах L1210 та P388 за дії комплексу 
синтетичних інгібіторів ОДК.

ОБ’ЄКТ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Експериментальні моделі. В дослідженнях вико-
ристано асцитні моделі перещеплюваних пухлин —  
лімфолейкози L1210 та Р388, штами яких отрима-
но з банку клітинних ліній та пухлинних штамів 
ІЕПОР ім. Р.Є. Кавецького НАН України. Роботу 
проведено на мишах ліній BDF1 та СDF розведен-
ня віварію ІЕПОР ім. Р.Є. Кавецького НАН Украї-
ни за Міжнародними правилами проведення робіт 
з експериментальними тваринами [14]. Пухлинні 
штами лейкозів перещеплювали мишам в черевну 
порожнину: Р388 по 4–5×105/мл клітин в 0,2 мл 
стерильного фізіологічного розчину, L1210 — по 
2,5×105/мл клітин в 0,25 мл стерильного фізіоло-
гічного розчину. Розчин α-дифторметилорнітину 
(ДФМО) (“Ебеве”, Австрія) в ізотонічному роз-
чині натрію хлориду готували безпосередньо перед 
використанням і вводили мишам в черевну по-
рожнину у дозі 800 мг/кг маси тіла в об’ємі 0,2 мл 
через 2 доби після перещеплення пухлинних клі-
тин, потім через кожну добу (загалом 3 ін’єкції). 
Метилгліоксаль-біс-гуанілгідразон (МГБГ) (Sigma-
Aldrich, США) вводили в черевну порожнину в 
дозі 10 мг/кг маси тварин через 30 хв після вве-
дення ДФМО (3 ін’єкції), з дотриманням правил 
біологічної етики. Для оцінки протипухлинної 
дії досліджуваних агентів та забору матеріалу для 
досліджень тварин виводили з експерименту шля-
хом використання ефірного наркозу: через 10 діб 
після перещеплення пухлинних клітин у випадку 
лімфолейкозу L1210 та через 12 діб — у випадку 
лімфолейкозу Р388. Асцитну рідину вимивали з 
черевної порожнини фізіологічним розчином. Для 
кожної тварини визначали об’єм асциту та загаль-

ну кількість пухлинних клітин. Підрахунок клітин 
проводили в камері Горяєва.

Методи. Для визначення метилування окремих 
генів з досліджуваних зразків отримували ДНК 
за допомою набору Thermo Scientific GeneJET™ 
Genomic DNA Purification Kit (USA). Для визна-
чення метилування промоторів окремих генів ви- 
користано метод РТ2-ПЛР (EpiTect Methyl II PCR 
Primer Assay). ДНК виділяли з пухлинних клітин 
з використанням набору GenJET Genomic DNA 
Purification Kit (ThermoScientific, USA), згідно 
протоколу виробника. Концентрацію і чистоту 
ДНК вимірювали при поглинанні 260 і 280 нм 
за допомогою спектрофотометра NanoDrop 1000 
(ThermoScientific, USA). Виділену ДНК піддава-
ли рестрикції з використанням EpiTect Methyl II 
DNA Restriction Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). 
Кожен зразок ДНК був розділений на 4 проби 
по 500 нг. В першу пробу ферменти не вносили, 
друга містила метил-чутливу рестриктазу, третя — 
метил-незалежну, а четверта — комбінацію обох 
ферментів. Реакційну суміш інкубували впродовж 
6 год. при 37°С, а потім 20 хв при 65°С для інак
тивації рестриктаз. Всі процедури виконували  
згідно протоколу виробника. Для вивчення вмісту 
білків OДК та С-Myc застосовували метод імуно-
блотінгу (Western Blot).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Досліджено протипухлинний вплив інгібіторів 
ОДК — ДФМО та МГБГ при їхньому комплек-
сному застосуванні (ДФМО+МГБГ). У мишей з 
лейкозом L1210 за дії ДФМО+МГБГ на 10-ту добу 
після перещеплення кількість пухлинних клітин в 
асцитній рідині була майже у 2 рази меншою, ніж 
у тварин контрольної групи (7,8 ± 0,5×106/мл та 
15,5 ± 1,4×106/мл клітин, відповідно) (p < 0,0001); 
гальмування росту L1210 склало 49,7% (рис. 1). 
У мишей з лейкозом P388 за дії ДФМО+МГБГ 
на 12-ту добу після перещеплення спостерігався 
нижчий протипухлинний ефект, ніж у тварин з 
L1210: кількість пухлинних клітин в асцитній рі-
дині становила 8,6 ± 0,18×106/мл клітин, що лише 
у 1,3 раза менше, ніж у тварин в контрольній гру- 
пі — 11,09±0,83×106/мл клітин (p < 0,01); показник 
гальмування росту складав 27,7% (див. рис. 1).

Дослідження рівней метилування генів-регуля
торів ОДК в клітинах L1210 виявило значно вищі 
показники метилування промоторів odc1 та oaz1за 
дії ДФМО+МГБГ порівняно з контролем — від-
повідно 95 і 50% та 17 і 5% (або у 1,9 і 2,3 раза, 
p < 0,01) (рис. 2). У клітинах P388 рівні метилування 
odc1 та oaz1за дії ДФМО+МГБГ були вищими за 
контрольні значення у 2,5 та у 2,3 раза відповідно 
(p < 0,01). При цьому, необхідно підкреслити, що 
вихідні (контрольні) показники метилування як 
гену odc1, так і гену oaz1, в клітинах L1210 та P388 
значно відрізняються.
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Виявлено, що у клітинах L1210 за дії ДФМО +  
МГБГ вміст ОДК та вміст онкобілку c-Myc був 
менший (p < 0,01), ніж у контрольних мишей від-
повідно у 1,8 та 3,1 раза (рис. 3). У клітинах P388 
спостерігали менш виражену різницю: вміст ОДК 
був у 1,5 раза, а c-Myc — лише у 1,2 раза меншим 
за такі показники в контрольній групі тварин 
(p < 0,01).

Кореляційний аналіз показав високу обернену 
залежність між рівнями вмісту ОДК та метилу-
вання генів odc1 та oaz1за дії ДФМО + МГБГ в 
клітинах L1210 (коефіцієнти кореляції дорівню-
вали відповідно –0,55 та –0,49, p < 0,05) (рис. 4, 5) 
та значно нижчу — в клітинах P388 (коефіцієнти 
кореляції –0,41 та –0,37, відповідно, p < 0,05).

Отримані результати демонструють більш ви-
ражений протипухлинний ефект за дії ДФМО + 

МГБГ на моделі L1210, де показник гальмуван-
ня пухлинного росту був майже у 2 рази вищим, 
ніж на моделі P388 (див. рис. 1), що може бути 
пов’язано з вищою чутливістю клітин L1210 до 
терапії, тоді як клітини P388 характеризуються 

Рис. 1. � Кількість клітин в асцитній рідині тварин з 
лейкозом L1210 або P388. * — p < 0,0001, ** — 
p < 0,01 порівняно з показником відповідного 
контролю

Рис. 2. � Рівень метилування генів odc1 та oaz1 у клітинах 
L1210 та P388

Рис. 3. Вміст білків ОДК та C-Myc у клітинах L1210 та 
P388. *– p < 0,001, **– p < 0,01 порівняно з показником 
відповідного контролю

Рис. 5. Вміст орнітиндекарбоксилази (ОДК) та мети-
лування гену oaz1

Рис. 4. Вміст орнітиндекарбоксилази (ОДК) та мети-
лування гену odc1
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більш високою агресивністю та стійкістю до ряду 
цитостатиків [15]. Тобто, базовий епігенетичний 
стан клітин, вочевидь, визначає їхню чутливість 
до інгібіторів. Таку відмінність може зумовлювати, 
зокрема, виявлена нами різниця між вихідними 
(контрольними) рівнями метилування дослідже-
них генів-регуляторів ОДК (рис. 2).

Гострі експериментальні лейкози L1210 та P388 
є широко застосовуваними моделями для дослід
ження протипухлинних стратегій [15, 16], але, як 
нами показано, суттєво відрізняються за змінами 
досліджуваних показників при дії ДФМО + МГБГ. 
Аналіз змін рівнів метилування генів, які регулю-
ють ОДК, за впливу ДФМО + МГБГ показав, що у 
випадку L1210 метилування oaz1, який відповідає 
за зниження активності ОДК, зростає у 2,3 раза, 
тоді як метилування odc1, який забезпечує син-
тез ОДК, — лише у 1,9 раза, тобто, переважають 
епігенетичні фактори, що пов’язані із зниженням 
активності ОДК. У випадку P388, навпаки, мети-
лування oaz1 зростає лише у 2,3 раза, тоді як ме-
тилування odc1 — у 2,5 раза, що може призводити 
до переваги епігенетичних факторів, пов’язаних із 
синтезом ОДК. Окрім того, у клітинах P388 рівень 
білка с-Myc під впливом ДФМО + МГБГ зміню-
вався значно менше, ніж у клітинах L1210. Оскіль-
ки с-Myc безпосередньо регулює транскрипцію 
odc1 [13] і впливає на експресію DNMTs та TET-
ферментів [7], слабша реактивність цього шляху 
у клітинах P388 може пояснювати менш виражені 
епігенетичні зміни у цій моделі.

Поза тим, високі рівні метилування промото-
рів odc1 та oaz1 і низькі рівні вмісту білка с-Myc 
асоційовані із низькими рівнями експресії ОДК 
в клітинах обох моделей, які, своєю чергою, асо-
ційовані з високим протипухлинним ефектом за-
стосованого комплексу інгібіторів (див. рис. 1–3). 
Однакова спрямованість епігенетичних змін та 
протипухлинної дії ДФМО + МГБГ, виявлена на 
моделях L1210 та P388, які, вочевидь, відрізня-
ються за чутливістю до використаних інгібіторів, 
свідчить про їхні спільні епігенетичні механізми 
екзогенної регуляції ОДК. Наведені результати 
узгоджуються з даними [17], де було показано, що 
гіперметилування odc1 призводить до пригнічення 
його транскрипції, а також опосередковано під-
тверджують відомості щодо ролі метилування odc1 
у регуляції поліамінового шляху [4] та участі білка 
OAZ1 у модуляції епігенетичного профілю клітин 
[12, 18]. З іншого боку, виявлена нами різниця 
щодо показників метилування генів між моделями 
L1210 та P388, дозволяє визначити додаткові ас-
пекти подальших досліджень в цьому напрямку.

Таким чином, для розуміння механізмів реалі-
зації протипухлинної дії синтетичних інгібіторів 
ОДК важливим є знання та ретельний комплек-
сний аналіз не лише змін рівней метилування ге-
нів, залучених у процеси регуляції ензиму, але 

й направленості і глибини таких змін, особливо 
у зв’язку з вмістом/активністю ОДК та вмістом 
білків-учасників сигнальних шляхів обміну по-
ліамінів у пухлинних клітинах.

ВИСНОВКИ

1. У мишей з експериментальними лімфолей-
козами за дії ДФМО + МГБГ гальмування росту 
лейкозу L1210 склало 49,7%; гальмування росту 
лейкозу P388 — 27,7%.

2. В клітинах L1210 показники метилування 
промоторів odc1 та oaz1 за дії ДФМО + МГБГ пе-
ревищували (p < 0,01) відповідні контрольні зна-
чення в 1,9 і 2,3 раза відповідно; в клітинах P388 —  
у 2,5 та у 2,3 раза відповідно.

3. Вміст ОДК та онкобілку с-Myc за дії ДФМО +  
МГБГ був меншим за контрольні значення у клі-
тинах L1210 відповідно у 1,8 та 3,1 раза; у клітинах 
P388 — відповідно у 1,5 і 1,2 раза (p < 0,01).

4. Показано високу обернену кореляційну за-
лежність між рівнями вмісту ОДК та метилування 
генів odc1 та oaz1 за дії ДФМО + МГБГ в клітинах 
L1210 (p < 0,05) та значно нижчу — в клітинах P388 
(p < 0,05).

5. Високі рівні метилування промоторів odc1  
та oaz1 і низькі рівні вмісту білка с-Myc асоційо-
вані із низькими рівнями експресії ОДК в кліти-
нах обох моделей лімфолейкозу та, відповідно, 
високим протипухлинним ефектом застосовано-
го комплексу інгібіторів (p < 0,05). Епігенетична 
регуляція генів odc1 та oaz1 може бути одним із 
важливих механізмів регуляції ОДК, який лежить 
в основі протипухлинної дії інгібіторів ензиму.
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METHYLATION OF Odc1 AND  
Oaz1 GENES IN LEUKEMIA CELLS L1210  
AND P388 UNDER THE ACTION  
OF ORNITHINE DECARBOXYLASE 
INHIBITORS

O.A. Samoylenko, I.I. Ganusevich, A.V. Verbinenko
R.E. Kavetsky Institute of experimental pathology, 
oncology and radiobiology of National Academy  
of sciences of Ukraine, Kyiv, Ukraine

Summary. Elevated ornithine decarboxylase (ODC) 
activity is known to be associated with the aggressive 
progression of many tumors. Inhibition of ODC, both 
at the level of gene expression and enzymatic activity, is 
considered a promising direction in the development of 
targeted therapies. Therefore, investigating the methyla-
tion status of odc1 and oaz1 gene promoters under the 
influence of ODC inhibitors may provide insights into 
the mechanisms of their antitumor action. Objective: to 
evaluate the methylation levels of odc1 and oaz1 genes, 
and the protein levels of ODC and c-Myc in L1210 and 
P388 leukemia cells under the action of synthetic ODC 
inhibitors. Object and methods: experiments were con-
ducted on mice bearing L1210 and P388 lymphocytic 
leukemias using synthetic ODC inhibitors. RT²-PCR 
(EpiTect Methyl II PCR Primer Assay) and Western 
blotting were applied to assess gene methylation and pro-
tein levels. Results: in L1210-bearing mice treated with 
DFMO+MGBG, the number of tumor cells in ascitic fluid 
was twofold lower compared to controls (p < 0.0001), with 
tumor growth inhibition reaching 49.7%. In P388-bearing 
mice, cell counts were reduced only by 1.3-fold (p < 0.01), 

with 27.7% tumor growth inhibition. In L1210 cells, 
DFMO+MGBG increased promoter methylation of odc1 
and oaz1 by 1.9- and 2.3-fold, respectively (p < 0.01). 
In P388 cells, odc1 and oaz1 promoter methylation in-
creased by 2.5- and 2.3-fold, respectively (p < 0.01). 
The levels of ODC and c-Myc proteins in L1210 cells 
decreased by 1.8- and 3.1-fold, respectively, and in 
P388 cells by 1.5- and 1.2-fold compared to controls 
(p < 0.01). A strong inverse correlation between ODC 
protein levels and odc1 and oaz1 methylation was ob-
served in L1210 cells (correlation coefficients –0.55 and 
–0.49, respectively; p < 0.05), while correlations were 
weaker in P388 cells (–0.41 and –0.37, respectively; 
p < 0.05). Conclusions: high promoter methylation of odc1 
and oaz1 and low levels of c-Myc protein are associated 
with decreased ODC expression in both leukemia models, 
which in turn correlates with the enhanced antitumor 
efficacy of DFMO+MGBG (p < 0.05). These findings 
suggest that epigenetic regulation of odc1 and oaz1 genes 
may be a key mechanism underlying the antitumor acti
vity of ODC inhibitors.

Keywords: ornithine decarboxylase, DNA methylation, 
odc1 gene, oaz1 gene, DFMO, MGBG, c-Myc.
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