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Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç íà ðîëü Gadd45 â ðåïàðàöèè ÄÍÊ

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (ÈÃÄ) âûçûâàþò íåîáðàòèìûé áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è ñòàðå-
íèå òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê E1A+Ras. ÈÃÄ áóòèðàò íàòðèÿ (NaB) âûçûâàåò íàðóøåíèå ðåïàðàöèè
ÄÍÊ è, êàê ñëåäñòâèå, ôîñôîðèëèðîâàíèå ìàðêåðà ðàçðûâîâ ÄÍÊ — ãèñòîíà H2AX. Äëÿ áåëêîâ ñåìåé-
ñòâà Gadd45 ïîêàçàíà ðîëü â ðåãóëèðîâàíèè ïðîëèôåðàöèè, àïîïòîçà è ðåïàðàöèè. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå
ìû èçó÷àëè âëèÿíèå NaB íà ðåïàðàöèþ ÷åðåç ìîäóëèðîâàíèå áåëêà Gadd45a. Íàøè ðåçóëüòàòû, ïîëó-
÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì Gadd45-äåôèöèòíûõ êëåòîê, ïîêàçàëè, ÷òî ñóïðåññèÿ Gadd45 ïðèâîäèò ê ñíè-
æåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè ÄÍÊ — êàê áàçàëüíîé, òàê è â ïðèñóòñòâèè NaB. Îäíàêî â ýêñïðåññè-
ðóþùèõ Gadd45 êëåòêàõ ïîäàâëåíèå ðåïàðàöèè NaB ñíèæåíî, ÷òî, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
NaB-çàâèñèìîãî íàêîïëåíèÿ Gadd45 â ÿäðå è ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ åãî îëèãîìåðíûõ ôîðì. Âñëåäñòâèå
ýòîãî ïðîèñõîäèò èçìåíåíèå õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ Gadd45 ñ áåëêàìè-ïàðòíåðàìè, ïðèíèìàþùèìè
ó÷àñòèå â ðåãóëèðîâàíèè ïðîëèôåðàöèè è ðåïàðàöèè, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèò ê èíèöèèðîâàíèþ
ïðîöåññîâ âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ. Òàê, ïðè äåéñòâèè NaB ïðîèñõîäèò óñèëåíèå êîíêó-
ðåíòíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ p21/Waf1 ñ áåëêîì Gadd45, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî êîìïëåê-
ñà p21/Waf1 ñ PCNA, èíàêòèâèðóþùåãî àêòèâíîñòü PCNA â ðåïàðàöèè. Òàêèì îáðàçîì, â îòñóòñòâèå
Gadd45 ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå ðàçðûâîâ ÄÍÊ âñëåäñòâèå ñíèæåííîé ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè, òîãäà
êàê èíäóöèðîâàííàÿ ÈÃÄ àêòèâàöèÿ Gadd45 ñïîñîáñòâóåò âîññòàíîâëåíèþ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ. Â óñëî-
âèÿõ äåôèöèòà Gadd45 èíäóöèðîâàííûå ãåíîòîêñè÷åñêèìè àãåíòàìè èëè ÈÃÄ ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ íå ìî-
ãóò áûòü âîññòàíîâëåíû, âñëåäñòâèå ÷åãî â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ Gadd45–/– çàïóñêàåòñÿ ïðî-
ãðàììà àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Gadd45, èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, îíêîãåíû E1A
è cHa-ras, òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈÃÄ — èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (histone deacetylase inhi-
bitors), NaB — áóòèðàò íàòðèÿ, PCNA — proliferating cell nuclear antigen.

ÈÃÄ ïîäàâëÿþò ðîñò îïóõîëåâûõ êëåòîê, âûçûâàÿ
îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà, ñòàðåíèå èëè àïîïòîç
(Schrump, 2009). Ïîñëåäíèå äàííûå óêàçûâàþò íà ñâÿçü
ÈÃÄ è ñèãíàëüíîé ñèñòåìû îòâåòà êëåòêè íà ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ (DNA Damage Response, DDR), ÷òî ïðèâîäèò ê óâå-
ëè÷åíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè îïóõîëåâûõ êëåòîê ê äåéñòâèþ
ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ â ïðèñóòñòâèè ÈÃÄ. Ïîäîá-
íî äðóãèì îïóõîëåâûì êëåòêàì, ýìáðèîíàëüíûå ôèáðî-
áëàñòû ãðûçóíîâ, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è
Ras (E1A+Ras), íå îñòàíàâëèâàþò äåëåíèÿ ïðè îáëó÷åíèè
èëè âîçäåéñòâèè öèòîñòàòèêîâ. Îäíàêî ðàíåå ìû ïîêàçàëè,
÷òî ÈÃÄ ñïîñîáíû âûçûâàòü îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè
òðàíñôîðìàíòîâ E1A+Ras è èíäóöèðîâàòü ñòàðåíèå (Abra-
mova et al., 2006). Íàìè òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ýòîì ïðî-
èñõîäèò íàêîïëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà
H2AX — ìàðêåðà ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, ÷òî óêàçûâàåò íà âîç-
ìîæíîñòü íàðóøåíèÿ ïðîöåññà ðåïàðàöèè â òðàíñôîðìàí-
òàõ E1A+Ras ïðè äåéñòâèè ÈÃÄ (Abramova et al., 2011).

Ñóùåñòâóåò ðÿä äàííûõ î ðîëè ÈÃÄ â ðåïàðàöèè
ÄÍÊ. Òàê, ÈÃÄ ñïîñîáñòâóþò ðåïàðàöèè ÷åðåç ðåëàêñà-
öèþ ñòðóêòóðû õðîìàòèíà âñëåäñòâèå àöåòèëèðîâàíèÿ
ãèñòîíîâ è îáëåã÷åíèÿ äîñòóïíîñòè îáëàñòè ïîâðåæäåíèÿ

ÄÍÊ äëÿ áåëêîâûõ ôàêòîðîâ ðåïàðàöèè. Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, èçâåñòíî, ÷òî ÈÃÄ ïîäàâëÿþò ðÿä áåëêîâ ðåïàðàöè-
îííîãî êîìïëåêñà, òàêèõ êàê Ku70, Ku86 è RAD50
(Munshi et al., 2006; Lee et al., 2010).

Áåëêè ñåìåéñòâà Gadd45 (Growth Arrest and DNA Da-
mage-inducible protein) îïèñàíû êàê êëåòî÷íûå ñåíñîðû
ñòðåññîðíîãî âîçäåéñòâèÿ. Òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ, êîäè-
ðóþùèõ Gadd45, óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè ñòðåññå è äåéñò-
âèè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ ïî ð53-çàâèñèìîìó
èëè ð53-íåçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó. Áåëêè Gadd45 âûïîë-
íÿþò âàæíóþ ðîëü â ðåãóëèðîâàíèè êëåòî÷íîãî öèêëà,
âûæèâàíèÿ êëåòîê, àïîïòîçà è ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Îíè îòíî-
ñÿòñÿ ê ñóïåðñåìåéñòâó ÐÍÊ-ñâÿçûâàþùèõ áåëêîâ
L7Ae/L30e/S12e è âêëþ÷àþò â ñåáÿ òðè ÷ëåíà ñåìåéñò-
âà — Gadd45a, Gadd45b è Gadd45g (Niehrs, Schafer,
2012). Õîòÿ áåëêè Gadd45 èìåþò ìíîãî îáùåãî â ñòðîå-
íèè è ôóíêöèÿõ, ñóùåñòâóþò ðàçëè÷èÿ â ìåõàíèçìàõ ðå-
ãóëÿöèè èõ àêòèâíîñòè è ôóíêöèé (Liebermann, Hoffman,
2003). Â ÷àñòíîñòè, ðîñòîâîé ôàêòîð TGFb èíäóöèðóåò
ýêñïðåññèþ òîëüêî Gadd45b, ïðè ýòîì òîëüêî Gadd45a
ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ äëÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà ð53
(Fornace et al., 1989; Kastan et al., 1992; Hollander et al.,
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1993; Selvakumaran et al., 1994). Ñâîè ôóíêöèè â êëåòêå
Gadd45 ðåàëèçóþò ïîñðåäñòâîì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêà-
ìè, âîâëå÷åííûìè â êîíòðîëü êëåòî÷íîãî öèêëà, ðåïàðà-
öèè è àïîïòîçà: PCNA (Smith et al., 1994), p21/Waf1 (Ke-
arsey et al., 1995), Cdc2/cyclinB1 (Zhan et al., 1999), êîðî-
âûìè ãèñòîíàìè (Carrier et al., 1999), à òàêæå êèíàçàìè
ÌÀÐ êàñêàäà MEKK4 (Takekawa et al., 1998) è ñòðåññ-êè-
íàçîé p38 (Liebermann et al., 2011; Tamura et al., 2012).

Ìûøè ñ èíàêòèâèðîâàííûì ãåíîì gadd45 äåìîíñò-
ðèðóþò íåñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, ó íèõ íàáëþäàþòñÿ àíå-
óïëîèäèÿ, õðîìîñîìíûå àáåððàöèè è àìïëèôèêàöèè ãåíîâ
(Hollander et al., 1999). Ïîýòîìó Gadd45 îòâîäÿò âàæíóþ
ðîëü â ïîääåðæàíèè ãåíîìíîé ñòàáèëüíîñòè. Èçâåñòíî,
÷òî èíãèáèðîâàíèå Gadd45 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ðåïàðà-
öèè ÄÍÊ â êëåòêå, òîãäà êàê íàêîïëåíèå Gadd45 ñïîñîáñò-
âóåò ðåïàðàöèè (Marx, 1994). Äàííûå Êàððåðà ñ ñîàâòîðà-
ìè óêàçûâàþò íà òî, ÷òî Gadd45 ðàñïîçíàåò ïîâðåæäåííûé
õðîìàòèí è óâåëè÷èâàåò äîñòóïíîñòü îáëàñòè ïîâðåæäå-
íèÿ äëÿ áåëêîâ ðåïàðàöèîííîãî êîìïëåêñà, à òàêæå îáëåã-
÷àåò ôóíêöèîíèðîâàíèå òîïîèçîìåðàçû II (Carrier et al.,
1999). Êðîìå òîãî, áåëêè ñåìåéñòâà Gadd45 îïîñðåäóþò
äåìåòèëèðîâàíèå ÄÍÊ âî âðåìÿ êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèà-
öèè è îòâåòà íà ñòðåññ (Niehrs, Schafer, 2012).

Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè ñåìåéñòâà Gadd45 ó÷àñòâóþò â
ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ (NER/BER): îíè ïðèâëåêà-
þò ôàêòîðû ðåïàðàöèè (îñíîâàíèé è(èëè) íóêëåîòèäîâ)
ê ñïåöèôè÷åñêèì îáëàñòÿì ãåíà è, äåéñòâóÿ êàê àäàïòåðû
ìåæäó ðåïàðàöèîííûìè ôàêòîðàìè è õðîìàòèíîì, ñîçäà-
þò ñâÿçü ìåæäó ýïèãåíåòè÷åñêîé ðåãóëÿöèåé è ðåïàðà-
öèåé ÄÍÊ (Niehrs, Schafer, 2012).

Â íàñòîÿùåé ñòàòüå ìû èçó÷àëè âëèÿíèå ÈÃÄ íà ðå-
ïàðàöèþ ÷åðåç ìîäóëèðîâàíèå áåëêà Gadd45a (â äàëü-
íåéøåì Gadd45). Â òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè
êëåòêàõ E1A+Ras ÈÃÄ ïîäàâëÿþò ðåïàðàöèþ ÄÍÊ, îäíàêî
â ïðèñóòñòâèè Gadd45 ñòåïåíü ñíèæåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè
ðåïàðàöèè ìåíüøå. Ýòî ïðîèñõîäèò çà ñ÷åò òîãî, ÷òî ÈÃÄ
âëèÿþò íà ñïîñîáíîñòü Gadd45 âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåë-
êàìè-ïàðòíåðàìè, ïðèíèìàþùèìè ó÷àñòèå â ðåãóëèðîâà-
íèè ïðîëèôåðàöèè è ðåïàðàöèè, ÷òî ïðèâîäèò ê èíèöèèðî-
âàíèþ ïðîöåññîâ âîññòàíîâëåíèÿ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà
ëèíèè ñòàáèëüíî òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, ïîëó÷åí-
íûõ èç ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè (Gadd45+/+ è
íîêàóòèðîâàííûõ ïî ãåíó gadd45) ïóòåì ïåðåíîñà ïàðû
êîìïëåìåíòèðóþùèõ îíêîãåíîâ Å1À è cHa-ras (ëèíèè
Gadd45+/+ è Gadd45–/– ñîîòâåòñòâåííî). Êëåòêè îáðàáàòû-
âàëè NaB (4 ìÌ) â òå÷åíèå 24—72 ÷ èëè ãåíîòîêñè÷å-
ñêèì àãåíòîì ýòîïîçèäîì (12.5 ìêÌ) â òå÷åíèå 40 ìèí.
Ïîñëå âîçäåéñòâèÿ êëåòêè ïîìåùàëè â ñâåæóþ ñðåäó è
ñíèìàëè äëÿ äàëüíåéøåãî àíàëèçà ÷åðåç óêàçàííûå íà ðè-
ñóíêàõ èíòåðâàëû âðåìåíè.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ñ î ä å ð æ à í è þ
Ä Í Ê èçó÷àëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè.
Êëåòêè ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS (0.14 Ì NaCl, 2.7 ìÌ
KCl, 6.5 ìÌ Na2HPO4 è 1.5 ìÌ KH2PO4, ðÍ 7.2), ïåðìå-
àáèëèçèðîâàëè ñàïîíèíîì (0.01 %) â òå÷åíèå 0.5 ÷ è ìíî-
ãîêðàòíî îòìûâàëè ðàñòâîðîì PBS. Çàòåì èíêóáèðîâàëè
êëåòêè â ïðèñóòñòâèè ÐÍÊàçû À (100 ìêã/ìë) è èîäèäà
ïðîïèäèÿ (10 ìêã/ìë) 15 ìèí ïðè 37 °Ñ ñ ïîñëåäóþùèì
àíàëèçîì íà ïðîòî÷íîì öèòîôëóîðèìåòðå Coulter Epicks
XL (Bechman, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö èÿ. Äëÿ èììóíîïðåöèïèòà-
öèè êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ
Òðèñ-HCl, ðÍ 7.4, 150 ìÌ NaCl, 0.5 % NP-40, 1 % Òðèòî-
íà Õ-100, à òàêæå êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç, 1 ìÌ
PMSF è èíãèáèòîðû ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íà-
òðèÿ, 5 ìÌ EGTA è 10 ìÌ ôòîðèäà íàòðèÿ). Êëåòî÷íûå
ëèçàòû èììóíîïðåöèïèòèðîâàëè ñîîòâåòñòâóþùèìè àí-
òèòåëàìè ïðè 8 °Ñ ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè â òå-
÷åíèå 2 ÷ èëè íî÷è. Ê ïðîáàì äîáàâëÿëè ñóñïåíçèþ ïðî-
òåèí À-ñåôàðîçû è ïðîäîëæàëè èíêóáèðîâàòü åùå 1 ÷
ïðè 8 °Ñ ñ ïåðåìåøèâàíèåì. Ïîñëå èíêóáàöèè ïðåöèïè-
òàòû äâàæäû ïðîìûâàëè â áóôåðå äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòî÷-
íûõ ýêñòðàêòîâ ñ èíãèáèòîðàìè, äîâîäèëè îáúåì äî
20 ìêë, êèïÿòèëè ñ áóôåðîì äëÿ ïðîá (250 ìÌ Òðèñ-HCl,
ðÍ 6.7, 6 % SDS, 20 % ãëèöåðèíà, 8 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà
è 0.25 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî) è ðàçäåëÿëè áåëêîâûå
êîìïëåêñû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå (ÏÀÀÃ).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã á å ë ê î â. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â
PBS-áóôåðå, ñîäåðæàùåì 1 % NP-40, 0.5 % äåçîêñèõîëà-
òà íàòðèÿ, 0.1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS), èíãèáè-
òîðû ïðîòåàç, ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ
EGTA è 10 ìÌ ôòîðèäà íàòðèÿ) è 1 ìÌ PMSF. Áåëêè ðàç-
äåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 8—12%-íîì ÏÀÀÃ è ïåðå-
íîñèëè íà ìåìáðàíó PVDF. Çàòåì ìåìáðàíû ïðîìûâàëè â
PBST (PBS ñ 0.5 % Tween 20) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
2 ÷ â 5%-íîì îáåçæèðåííîì ìîëîêå, ïðèãîòîâëåííîì íà
PBST, à ïîòîì â òå÷åíèå íî÷è èíêóáèðîâàëè â PBST, ñî-
äåðæàùåì 1 % BSA è ñîîòâåòñòâóþùèå ñïåöèôè÷åñêèå
àíòèòåëà, ïðè 8 °Ñ. Ìåìáðàíû îòìûâàëè â PBST è èíêó-
áèðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â PBST ñ
5%-íûì ìîëîêîì, ñîäåðæàùèì âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Áåëêè íà ìåìáðàíàõ
âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåíèÿ õåìèëþìèíåñöåíöèè (Ther-
mo Sci., ÑØÀ) è ýêñïîíèðîâàëè ñ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðî-
òèâ áåëêîâ Gadd45a (C20), PCNA (PC10), E1A (M73)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., ÑØÀ), p21/Waf1 (Ab-6)
(Calbiochem, ÑØÀ), Gapdh (14C10) (CellSignalling, ÑØÀ)
è pan-Ras (Oncogene Sci., ÑØÀ).

À í à ë è ç ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è ã å í î â. Îáùóþ êëåòî÷-
íóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè ãóàíèäèíòèîöèîíàòíûì ìåòîäîì
(Chomczynski et al., 1987). Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè (ÎÒ) ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 3 ìêã ÐÍÊ è 1 ìêã
ñëó÷àéíûõ ãåêñàïðàéìåðîâ. Ðåàêöèþ àìïëèôèêàöèè
(ÏÖÐ) ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè âñåõ íåîáõîäèìûõ êîì-
ïîíåíòîâ, à òàêæå 100 íã ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðàéìåðîâ
êÄÍÊ îäíîãî èç ãåíîâ ìûøè (gadd45a: 5R-TGTTCGTG-
GCCTCTAAGATG-3R/5R-TCTGGAAAGAAAGTG CTTG-3R
(386 ï. í.); gapdh: 5R-TGTGATGGGTGTGAACCA-
CG-3R/5R-CCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3R (297 ï. í.)).

ÏÖÐ â ïðåäåëàõ ëèíåéíîé àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ ïðîäîëæàëàñü â òå÷åíèå 25—32 öèêëîâ, êàæäûé èç
êîòîðûõ âêëþ÷àë â ñåáÿ äåíàòóðàöèþ ïðè 95 °Ñ â òå÷åíèå
1 ìèí, îòæèã â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè 58 °C è ïîëèìåðèçàöèþ
ïðè 72 °Ñ (2 ìèí). Ñïåöèôè÷åñêèé ïðîäóêò ðåàêöèè àíà-
ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîç-
íîì ãåëå íà 40 ìÌ Òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå (ðÍ 7.8). Â êà-
÷åñòâå ìàðêåðà èñïîëüçîâàëè íàáîð ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ,
êðàòíûõ 100 ï. í. (Gibco BRL, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êëåòêè âûðàùèâàëè
íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ôèêñèðîâàëè ñâåæåïðèãîòîâëåí-
íûì 3.7%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëèíà â òå÷åíèå 15 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, îòìûâàëè â PBS â òå÷åíèå
10 è 15 ìèí â 0.15 Ì ãëèöèíå. Ïîñëå ôèêñàöèè ïðîâîäè-
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ëè ïåðìåàáèëèçàöèþ â 0.2%-íîì ðàñòâîðå Òðèòîíà Õ-100
15 ìèí è áëîêèðîâàëè â 3%-íîì ðàñòâîðå BSA íà PBS â
òå÷åíèå 1.5 ÷. Îêðàøèâàíèå ïðîâîäèëè àíòèòåëàìè ê
Gadd45a, ðàçâåäåííûìè â áëîêèðóþùåì áóôåðå, â òå÷å-
íèå íî÷è ïðè 4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî îêðàøèâàëè âòîðè÷íûìè
àíòèòåëàìè, ñøèòûìè ñ ôëóîðåñöåíòíûì êðàñèòåëåì
Alexa Fluor, â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå,
îäíîâðåìåííî îêðàøèâàÿ ÿäðà 1 ìÌ Topro III. Àíàëèç è
ôîòîãðàôèðîâàíèå ïðåïàðàòîâ ïðîèçâîäèëè íà ôëóîðåñ-
öåíòíîì ìèêðîñêîïå DMR (Leica, Ãåðìàíèÿ).

Ì å ò î ä Ä Í Ê - ê î ì å ò. Äëÿ èçó÷åíèÿ ðåïàðàöèè
ïðîâîäèëè ðåãèñòðàöèþ ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ íà óðîâíå
îäèíî÷íûõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ìåòîäà «ÄÍÊ-êîìåò» (Oli-
ve, Banath, 2006). Äëÿ ýòîãî îäèíî÷íûå êëåòêè ñóñïåíäè-
ðîâàëè â ëåäÿíîì PBS â êîíöåíòðàöèè (2—4)�104 êëåòîê
íà 1 ìë ñðåäû. Çàòåì 400 ìêë ñóñïåíçèè (104 êëåòîê) ñìå-
øèâàëè ñ 1.2 ìë 1%-íîãî âîäíîãî ðàñòâîðà ëåãêîïëàâêîé
àãàðîçû (37—40 °Ñ). Íàíîñèëè 1.2 ìë ïîëó÷èâøåéñÿ ñìå-
ñè íà ìàòîâîå ïðåäìåòíîå ñòåêëî, ïðåäâàðèòåëüíî ïîêðû-
òîå 1%-íîé àãàðîçîé. Ïîñëå ïîëèìåðèçàöèè â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, à òàêæå 1 ÷ ïðè 4 °C
ñòåêëà ïîìåùàëè â ëèçèðóþùèé áóôåð (30 ìÌ NaOH,
1 M NaCl, pH 13.3 è 0.2%-íûé ñàðêîçèë). Ïðîâîäèëè ëè-
çèñ â òå÷åíèå 15—18 ÷ ïðè 4 °Ñ. Ïðåïàðàòû îòìûâàëè â
äâóõ ñìåíàõ ýëåêòðîôîðåçíîãî áóôåðà (30 ìÌ NaOH è
2 ìÌ ÝÄÒÀ, pH 12.3) ïî 30 ìèí è ïðîâîäèëè ýëåêòðîôî-
ðåç ïðè 9 Â (19 ìÀ) â òå÷åíèå 25 ìèí. Ïðîìûâàëè ñòåêëà
5 ìèí â âîäå, êðàñèëè 10 ìèí â 2.5 ìêã/ìë ðàñòâîðà PJ â
H2O, ñíîâà îòìûâàëè â âîäå 5 ìèí è àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ìèêðîñêîïà Axioscope (îá. 10�). Äëÿ êàæäîé ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíîé òî÷êè àíàëèçèðîâàëè 4—5 ïîëåé (îêîëî
300 êëåòîê). Âåëè÷èíó, îáîçíà÷åííóþ êàê ìîìåíò õâîñòà
Îëèâ, îïðåäåëÿëè êàê ïðîèçâåäåíèå ïðîöåíòíîãî ñîäåð-
æàíèÿ ÄÍÊ â «õâîñòå êîìåòû» íà ñîîòâåòñòâóþùåå çíà-
÷åíèå äëèíû «õâîñòà êîìåòû». Ïðåäñòàâëåíû óñðåäíåí-
íûå ðåçóëüòàòû íå ìåíåå òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ.

Ð å à ê ò è â à ö è ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è. Êëåòêè ðàññåèâà-
ëè íà 96-ëóíî÷íûå ïëàòî â êîëè÷åñòâå 104 êëåòîê íà
1 ÿ÷åéêó, â ñðåäó áåç àíòèáèîòèêà è òðàíñôèöèðîâàëè èí-
òàêòíîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pGL3-luc (Promega, ÑØÀ) ëèáî
ëèíåàðèçîâàííîé pGL3-luc, à òàêæå êîíòðîëüíûì âåêòî-
ðîì pRL-TK ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà Lipofectamine 2000 (In-
vitrogene, ÑØÀ) ñîãëàñíî èíñòðóêöèÿì èçãîòîâèòåëåé.
Ñïóñòÿ 24 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè êëåòêè îáðàáàòûâàëè NaB.
Äëÿ àíàëèçà àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû (RLU) è ðåíèëëû
(RenillaRLU) êëåòêè ëèçèðîâàëè ÷åðåç 48—72 ÷ ïîñëå
òðàíñôåêöèè, èñïîëüçóÿ íàáîð Dual-Luciferase Reporter
Assay System (Promega, ÑØÀ). Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ëþìèíîìåòðà TD-20/20 (Turner Designs, ÑØÀ)
ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Àêòèâíîñòü
ëþöèôåðàçû âûðàâíèâàëè ïóòåì äåëåíèÿ çíà÷åíèé RLU
íà RenillaRLU. Êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè íå ìåíåå
òðåõ ðàç. Íà ãèñòîãðàììàõ ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíûå âå-
ëè÷èíû, ïîëó÷åííûå ïóòåì äåëåíèÿ ñðåäíåé îòíîñèòåëü-
íîé ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè, èçìåðåííîé â êëåòêàõ,
òðàíñôèöèðîâàííûõ ïîâðåæäåííîé pGL3, íà çíà÷åíèÿ
ñðåäíåé îòíîñèòåëüíîé ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè, èçìå-
ðåííîé â êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ èíòàêòíîé pGL3.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ð î ë ü á å ë ê à G a d d 4 5 â È Ã Ä - ç à â è ñ è ì î é ð å -
ã ó ë ÿ ö è è ð å ï à ð à ö è è Ä Í Ê. Äëÿ òîãî ÷òîáû èññëåäî-
âàòü ðîëü Gadd45 â ÈÃÄ-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè ðåïàðàöèè

â òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè êëåòêàõ, ìû èñïîëü-
çîâàëè ëèíèþ E1A+Ras òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëà-
ñòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíîâ ìûøåé ñ äåëåöèåé ãåíà
gadd45 (ðèñ. 1).

Ìû ñðàâíèëè ñòåïåíü ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â êëåòêàõ,
ýêñïðåññèðóþùèõ Gadd45, è â êëåòêàõ ñ äåëåöèåé
gadd45. Àíàëèçèðóÿ ðàçðûâû ÄÍÊ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ýëåêòðîôîðåçà îäèíî÷íûõ êëåòîê â ãåëå ïîñëå ùåëî÷íîãî
ëèçèñà (ìåòîä êîìåò), ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ
Gadd45–/– ÄÍÊ èñõîäíî ñîäåðæèò ïîâûøåííîå êîëè÷åñò-
âî ðàçðûâîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè Gadd45+/+ (ðèñ. 2,
à). Òàêæå ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ êîëè÷åñòâî ðàçðûâîâ
óìåíüøàåòñÿ â êëåòêàõ Gadd45+/+ áûñòðåå ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè Gadd45–/–. Îöåíèâàëè öåëîñòíîñòü ÄÍÊ ñïóñòÿ
ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè ïîñëå äåéñòâèÿ ãåíîòîê-
ñè÷åñêîãî àãåíòà ýòîïîçèäà, êîòîðûé, èíãèáèðóÿ òîïî-
èçîìåðàçó, âûçûâàåò íàêîïëåíèå äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ. Ìåòîä êîìåò ïîêàçàë, ÷òî â êëåòêàõ Gadd45+/+ êîëè-
÷åñòâî èíäóöèðîâàííûõ ðàçðûâîâ ñîêðàùàåòñÿ áûñòðåå,
÷åì â êëåòêàõ Gadd45–/–, ãäå îïðåäåëÿåìàÿ èç ðàçìåðà êî-
ìåò âåëè÷èíà ìîìåíòà Îëèâ ñíèæàåòñÿ ìåäëåííåå (ðèñ. 2,
á). Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
ñíèæåíèå ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ
ïðè ñóïðåññèè gadd45.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âîïðîñà îá èçìåíåíèè ýôôåêòèâ-
íîñòè ðåïàðàöèè ïðè èíãèáèðîâàíèè Gadd45 èñïîëüçîâà-
ëè ìåòîä ðåàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè (The Host Cell Reac-
tivation Assay, HCR). Â êîäèðóþùóþ îáëàñòü ãåíà ëþ-
öèôåðàçû ðåïîðòåðíîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pGL3basic-luc
áûëè âíåñåíû ðàçðûâû ýíäîíóêëåàçîé ðåñòðèêöèè. Êëåò-
êè Gadd45+/+ è Gadd45–/– òðàíñôèöèðîâàëè êîíòðîëü-
íûì âåêòîðîì pGL3-luc èëè ïðåäâàðèòåëüíî ëèíåàðèçî-
âàííûì pGL3-luc. Ëþöèôåðàçíóþ àêòèâíîñòü èçìåðÿëè
â êëåòêàõ ñ èíòàêòíîé ðåïîðòåðíîé ïëàçìèäîé, à òàêæå
òðàíñôèöèðîâàííûõ ïîâðåæäåííîé pGL3-luc ñïóñòÿ
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Ðèñ. 1. Õàðàêòåðèñòèêà êëåòîê Gadd45–/– E1A+Ras.

à — ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèç ìÐÍÊ èç êëåòîê Gadd45+/+ è Gadd45–/– E1A+Ras ñ
ïðàéìåðàìè ê ãåíó gadd45a, äåìîíñòðèðóþùèé ïîäàâëåííóþ ýêñïðåñ-
ñèþ ãåíà gadd45a â Gadd45–/–-òðàíñôîðìàíòàõ; á — èììóíîáëîòèíã
áåëêîâ èç êëåòîê Gadd45+/+ è Gadd45–/– ñ àíòèòåëàìè ê pan-Ras è E1A.



48—96 ÷ ïîñëå òðàíñôåêöèè. Íà ãèñòîãðàììàõ ðèñ. 2, â
ïðåäñòàâëåíî ÷àñòíîå, ïîëó÷åííîå â ðåçóëüòàòå äåëå-
íèÿ îòíîñèòåëüíîé ëþöèôåðàçíîé àêòèâíîñòè (RLU) ïî-
âðåæäåííîé pGL3-luc íà RLU èíòàêòíîé pGL3-luc â
êàæäûé óêàçàííûé ìîìåíò âðåìåíè äëÿ êàæäîé êëå-
òî÷íîé ëèíèè ñîîòâåòñòâåííî. Èíûìè ñëîâàìè, íà ãèñ-
òîãðàììàõ îòðàæåíî, âî ñêîëüêî ðàç ýêñïðåññèÿ ïîâðåæ-
äåííîé ïëàçìèäû ìåíüøå ýêñïðåññèè èíòàêòíîé pGL3
â îïðåäåëåííûé ìîìåíò âðåìåíè. Èç ïðåäñòàâëåííûõ ðå-
çóëüòàòîâ âèäíî, ÷òî â êëåòêàõ Gadd45–/– âîññòàíîâëåíèå
òðàíñêðèïöèè ïëàçìèäíîé ÄÍÊ pGL3-luc ïðîèñõîäèò
â íåñêîëüêî ðàç ìåäëåííåå ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè
Gadd45+/+, ãäå ñïóñòÿ 96 ÷ ýêñïðåññèÿ ïîâðåæäåí-
íîé pGL3-luc ñðàâíèâàåòñÿ ñ ýêñïðåññèåé èíòàêòíîé
(ðèñ. 2, â).

Èññëåäîâàëè âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äå-
àöåòèëàç íà ýôôåêòèâíîñòü ðåïàðàöèè â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷-
íûì ñòàòóñîì áåëêà Gadd45. Íà ãèñòîãðàììàõ ðèñ. 2, ã
ïðåäñòàâëåí ðåçóëüòàò äåëåíèÿ RLU ïîâðåæäåííîé pGL3
íà RLU èíòàêòíîé â ðàçíûå âðåìåíí *ûå ïðîìåæóòêè äëÿ
êàæäîé êëåòî÷íîé ëèíèè ñîîòâåòñòâåííî. Ïðèâåäåííàÿ
àêòèâíîñòü äëÿ êëåòîê áåç îáðàáîòêè NaB ïðèíÿòà çà åäè-
íèöó äëÿ êàæäîé êëåòî÷íîé ëèíèè äëÿ áîëåå óäîáíîãî
ñðàâíåíèÿ ýôôåêòà âëèÿíèÿ NaB íà ðåïàðàöèþ â êëåòêàõ
Gadd45+/+ è Gadd45–/–. Èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî NaB
ñíèæàåò ýôôåêòèâíîñòü âîññòàíîâëåíèÿ ëèíåàðèçîâàí-
íîé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ êàê â êëåòêàõ Gadd45+/+, òàê è â
êëåòêàõ Gadd45–/– (ðèñ. 2, ã). Îäíàêî â êëåòêàõ Gadd45+/+

NaB èíãèáèðóåò ðåïàðàöèþ â ìåíüøåé ñòåïåíè ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êëåòêàìè Gadd45–/–, ãäå âîññòàíîâëåíèå ïîâðåæ-
äåííîé ÄÍÊ ñíèæàåòñÿ âäâîå â ïðèñóòñòâèè NaB.

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñóïðåññèÿ Gadd45
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ýôôåêòèâíîñòè ðåïàðàöèè ÄÍÊ —
êàê èñõîäíîé, òàê è â ïðèñóòñòâèè ÈÃÄ. Îäíàêî â êëåòêàõ
Gadd45+/+ ïîäàâëåíèå ðåïàðàöèè ÈÃÄ ñíèæåíî.

Â ë è ÿ í è å È Ã Ä í à G a d d 4 5 â ò ð à í ñ ô î ð ì è ð î -
â à í í û õ î í ê î ã å í à ì è ô è á ð î á ë à ñ ò à õ. Èçó÷àëè
âëèÿíèå ÈÃÄ íà ýêñïðåññèþ è ëîêàëèçàöèþ Gadd45 â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A+Ras. Àíàëèç ìåòîäàìè ÎÒ-ÏÖÐ è
èììóíîáëîòèíãà ïîêàçàë, ÷òî ÈÃÄ NaB âûçûâàåò óñèëå-
íèå ýêñïðåññèè Gadd45, çàâèñÿùåå îò âðåìåíè îáðàáîòêè
(ðèñ. 3, à, á).

Àêòèâàöèÿ Gadd45 ÈÃÄ áûëà òàêæå íåäàâíî ïîêàçàíà
â ðàáîòå, ãäå âàëüïðîåâàÿ êèñëîòà ïîëîæèòåëüíî ðåãóëè-
ðîâàëà ýêñïðåññèþ è àêòèâíîñòü Gadd45 â êëåòêàõ
N1E-115 (Yamauchi et al., 2007). Îäíàêî ìåõàíèçìû
ÈÃÄ-çàâèñèìîé àêòèâàöèè ýêñïðåññèè Gadd45 ïîêà íå
óñòàíîâëåíû. Èçâåñòíî, ÷òî áåëîê c-Myc îñóùåñòâëÿåò
òðàíñêðèïöèîííóþ ðåïðåññèþ ãåíà gadd45 ÷åðåç ýëå-
ìåíò C/EBP â ïðîìîòîðå gadd45 (Amundson et al., 1998;
Amente et al., 2011). Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ýêñïðåññèÿ
c-Myc ñíèæàåòñÿ ïðè äåéñòâèè NaB (Abramova et al.,
2006). Ñëåäîâàòåëüíî, îáóñëîâëåííîå ÈÃÄ ñíèæåíèå ýêñ-
ïðåññèè c-Myc, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé àêòèâàöèè
ïðîìîòîðà ãåíà gadd45. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ïðîìîòîðå
ãåíà gadd45 ñîäåðæèòñÿ òàêæå íåñêîëüêî îáëàñòåé äëÿ
ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Sp1, êîòîðûé
ïîäàâëÿåò òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ-ìèøåíåé, ïðèâëåêàÿ ãèñ-
òîíîâûå äåàöåòèëàçû (Mitra et al., 2014). Ïîýòîìó àêòèâà-
öèÿ òðàíñêðèïöèè ãåíà gadd45 ÈÃÄ, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ
ñëåäñòâèåì ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè ãèñòîíîâîé äåàöåòè-
ëàçû, ïðèâëåêàåìîé òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì Sp1 ê
ïðîìîòîðó gadd45, è ðåëàêñàöèè ñòðóêòóðû õðîìàòèíà â
ýòîé îáëàñòè.

Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ðåãóëÿöèÿ Gadd45 îñóùåñòâëÿåò-
ñÿ íà óðîâíå ñòàáèëüíîñòè òðàíñêðèïòîâ (Jackman et al.,
1994). Â êëåòêàõ áåëêè Gadd45a ñïîñîáíû îáðàçîâûâàòü
îëèãîìåðû, à òàêæå ñâÿçûâàòüñÿ ñ áåëêàìè Gadd45b è
Gadd45g. Â îñíîâíîì îáðàçîâàíèå òàêèõ êîìïëåêñîâ îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ çà ñ÷åò ãèäðîôîáíûõ, à íå êîâàëåíòíûõ
âçàèìîäåéñòâèé (Kovalsky et al., 2001), áåç îáðàçîâàíèÿ
ìåæìîëåêóëÿðíûõ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé (Papa et al.,
2007). Ïîýòîìó ïðè ïðîâåäåíèè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî
ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ïî Ëýììëè ìîæíî íàáëþäàòü ðàçëè÷-
íûå ôîðìû îëèãîìåðîâ Gadd45. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àêòèâíîé
ôîðìîé Gadd45 äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêàìè-ïàðòíåðà-
ìè ÿâëÿþòñÿ äèìåðû (Zhang et al., 2011). Ïðè ýòîì äèìå-
ðèçàöèÿ Gadd45 íåîáõîäèìà êàê äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ ðîñ-
òà, òàê è äëÿ àïîïòîçà. Ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà ìû ïî-
êàçàëè, ÷òî ÈÃÄ âëèÿþò íà ñîäåðæàíèå â êëåòêå
ðàçëè÷íûõ îëèãîìåðíûõ ôîðì áåëêà Gadd45. Òàê, â ïðè-
ñóòñòâèè NaB íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå áåëêà ñ ìîë. ìàñ-
ñîé 19 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìîíîìåðíîé ôîðìå, à òàê-
æå ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé â ðàéîíå 55 è 98 êÄà, ÷òî ñîîò-
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Ðèñ. 2. Â êëåòêàõ Gadd45–/– ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ ñíèæåíà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè Gadd45+/+.

à, á — ðåçóëüòàòû àíàëèçà ðàçðûâîâ ÄÍÊ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ìåòîäà êîìåò â íåîáðàáîòàííûõ êëåòêàõ (à) è ÷åðåç 2—6 ÷ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ýòî-
ïîçèäà (á); â — ðåçóëüòàòû ìåòîäà ðåàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ðåïîðòåðíîãî âåêòîðà pGL3-luc, ïîâðåæäåííîãî ýíäîíóêëåàçîé, îòíîñèòåëüíî ýêñ-
ïðåññèè èíòàêòíîãî pGL3-luc â êëåòêàõ Gadd45+/+ è Gadd45–/–; ã — âëèÿíèå NaB íà ðåàêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèè ïîâðåæäåííîãî âåêòîðà pGL3-luc â

êëåòêàõ Gadd45+/+ è Gadd45–/–. ÌÕÎ — ìîìåíò õâîñòà Îëèâ, ÍÐÒ — íîðìàëèçîâàííàÿ ðåàêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè, ðàçû.



âåòñòâóåò ôîðìàì 3 è 5 N ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 3, á). Ïðè
ýòîì êîëè÷åñòâî ôîðì, ñîîòâåòñòâóþùèõ äèìåðíîé ôîð-
ìå Gadd45, ñíèæàåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè, ÷òî
ÈÃÄ íå òîëüêî àêòèâèðóþò ýêñïðåññèþ Gadd45, íî â
áîëüøåé ñòåïåíè òàêæå âëèÿþò íà ñïîñîáíîñòü Gadd45 ê
îëèãîìåðèçàöèè.

Ìåòîäîì èììóíîôëóîðåñöåíòíîé ìèêðîñêîïèè ìû
èññëåäîâàëè âëèÿíèå ÈÃÄ íà ëîêàëèçàöèþ áåëêà Gadd45
â òðàíñôîðìàíòàõ E1A+Ras. Â êîíòðîëüíûõ, íåîáðàáî-
òàííûõ, êëåòêàõ íàáëþäàåòñÿ ðàâíîìåðíîå ðàñïðåäåëå-
íèå Gadd45 â êëåòêå, à ïðè äåéñòâèè ÈÃÄ áåëîê Gadd45
íàêàïëèâàåòñÿ ïðåèìóùåñòâåííî â ÿäðå (ðèñ. 3, â).

Ñòåïåíü îëèãîìåðèçàöèè Gadd45 âëèÿåò íà åãî ñïî-
ñîáíîñòü âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêàìè-ïàðòíåðàìè, à
òàêæå íà åãî ôóíêöèîíàëüíîñòü, â ÷àñòíîñòè íà ðåãóëèðî-
âàíèå äîñòóïíîñòè ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ â õðîìàòèíå (Ko-
valsky et al., 2001). Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ïîêàçàííîå íà-
ìè âûøå ïåðåðàñïðåäåëåíèå îëèãîìåðíûõ ôîðì Gadd45
ïðè äåéñòâèè ÈÃÄ, ìû èññëåäîâàëè èõ âëèÿíèå íà âçàè-
ìîäåéñòâèå Gadd45 ñ áåëêàìè-ïàðòíåðàìè.

Èçâåñòíî, ÷òî áåëêè ñåìåéñòâà Gadd45 ó÷àñòâóþò â
ðåãóëèðîâàíèè ïðîöåññà ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Èíãèáèðîâàíèå
Gadd45 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ðåïàðàöèè ÄÍÊ, òîãäà êàê
íàêîïëåíèå Gadd45 ñïîñîáñòâóåò ðåïàðàöèè (Marx,
1994). Gadd45a ñâÿçûâàåòñÿ ñ õðîìàòèíîì è îáëåã÷àåò
äåéñòâèå ýëåìåíòîâ ðåïàðàöèîííîãî êîìïëåêñà, òàêèõ
êàê òîïîèçîìåðàçû (Carrier et al., 1999).

È Ã Ä è ç ì å í ÿ þ ò õ à ð à ê ò å ð â ç à è ì î ä å é ñ ò â è ÿ
G a d d 4 5 a ñ å ã î ê ë å ò î ÷ í û ì è ï à ð ò í å ð à ì è. Ðîëü
áåëêîâ ñåìåéñòâà Gadd45 â ðåïàðàöèè îïðåäåëÿåòñÿ ãëàâ-
íûì îáðàçîì èõ ñïîñîáíîñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü è, òà-
êèì îáðàçîì, èçìåíÿòü àêòèâíîñòü áåëêà PCNA (Prolifera-
ting Cell Nuclear Antigen). PCNA âçàèìîäåéñòâóåò ñ êëþ-
÷åâûì êîìïîíåíòîì ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè â ÿäðå —
APE1/Ref1 (Xia et al., 2005), ÷òî ïîäðàçóìåâàåò ðîëü
Gadd45 â ðåãóëèðîâàíèè ðåïàðàöèè ÷åðåç ìîäóëèðîâàíèå
âçàèìîäåéñòâèÿ PCNA ñ APE1/Ref1. Gadd45 âëèÿåò òàêæå
íà àêòèâíîñòü PCNA, êîíêóðåíòíî âçàèìîäåéñòâóÿ ñ áåë-
êîì p21/Waf1, êîòîðûé â íå ñâÿçàííîé ñ Gadd45 ôîðìå
ïîäàâëÿåò ñïîñîáíîñòü PCNA âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ îáëàñ-
òÿìè ðåïàðàöèè (Savio et al., 1996) è ñ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé
(Shivji et al., 1998; Waga, Stillman, 1998).

Ìåòîäîì èììóíîïðåöèïèòàöèè ñ ïîñëåäóþùèì èì-
ìóíîáëîòèíãîì ìû ïîêàçàëè, ÷òî â êëåòêàõ E1A+Ras ïðè
äåéñòâèè NaB íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå ñïîñîáíîñòè
áåëêà PCNA ñâÿçûâàòüñÿ ñ Gadd45 ïðè îáùåì íåèçìåí-
íîì êîëè÷åñòâå PCNA (ðèñ. 4). Òàêæå ìû îáíàðóæèëè,
÷òî ïðè äåéñòâèè NaB â êëåòêàõ E1A+Ras íàêàïëèâàåòñÿ
áåëîê ð21/Waf1 â êîìïëåêñå ñ Gadd45a (ðèñ. 4). Âñëåäñò-
âèå óñèëåíèÿ êîíêóðåíòíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó
p21/Waf1 è Gadd45a äîëæíî ïðîèñõîäèòü îñëàáëåíèå
âçàèìîäåéñòâèÿ p21/Waf1 ñ áåëêîì PCNA. Ìåòîäîì èì-
ìóíîïðåöèïèòàöèè ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì
óñòàíîâèëè, ÷òî îáðàáîòêà NaB êëåòîê E1A+Ras, íåñìîò-
ðÿ íà ïîâûøåíèå îáùåãî óðîâíÿ áåëêà ð21/Waf1 â òðàíñ-
ôîðìàíòàõ (Abramova et al., 2006), ïðèâîäèò ê óìåíüøå-
íèþ êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ìåæäó áåëêàìè p21/Waf1 è
PCNA (ðèñ. 5, à, á). Ñëåäîâàòåëüíî, â ðåçóëüòàòå èíäóê-
öèè Gadd45 ïðîèñõîäèò îñëàáëåíèå èíãèáèðóþùåãî âëè-
ÿíèÿ p21/Waf1 íà ôóíêöèè PCNA â ðåïàðàöèè. Ïîëó÷åí-
íûå íàìè äàííûå óêàçûâàþò íà òîò ôàêò, ÷òî èíäóöèðî-
âàííàÿ NaB àêòèâàöèÿ áåëêà Gadd45 ìîæåò ïîâëå÷ü çà
ñîáîé óñèëåíèå ðåïàðàöèè ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ.

Â ñâîþ î÷åðåäü â êëåòêàõ Gadd45–/– áåëîê ð21/Waf1
áåñïðåïÿòñòâåííî âçàèìîäåéñòâóåò ñ PCNA (ðèñ. 5, á).

Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç íà ðîëü Gadd45 â ðåïàðàöèè ÄÍÊ 251

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ ãåíà gadd45a (à), à òàêæå ñîäåðæàíèå (á) è
ëîêàëèçàöèÿ (â) áåëêà Gadd45a ïðè äåéñòâèè NaB íà òðàíñ-
ôîðìàíòû E1A+Ras. NaB èíäóöèðóåò Gadd45 â òðàíñôîðìàí-

òàõ E1A+Ras.

à — ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ-àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíà gadd45a. Â êà÷åñòâå
êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëüçîâàíû ïðàéìåðû ê ãåíó gapdh; á — èììóíî-
áëîòèíã áåëêîâ èç êëåòîê E1A+Ras (Gadd45+/+), îáðàáîòàííûõ NaB â òå-
÷åíèå 0—72 ÷ (äîðîæêè 1—4), è êëåòîê Gadd45–/– (äîðîæêà 5) ñ àíòèòå-
ëàìè ê áåëêó Gadd45. Áóêâîé À îòìå÷åíû îëèãîìåðû Gadd45; â — èììó-
íîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ëîêàëèçàöèè Gadd45 â òðàíñôîðìàíòàõ

E1A+Ras ïðè äåéñòâèè NaB.



Áîëåå òîãî, â îòñóòñòâèå Gadd45 ýòî âçàèìîäåéñòâèå óñè-
ëèâàåòñÿ ïðè äåéñòâèè NaB, îòðèöàòåëüíî âëèÿÿ íà ñïî-
ñîáíîñòü êëåòîê ê ðåïàðàöèè è ñîîòâåòñòâåííî ê âûæèâà-
åìîñòè ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ è
ÈÃÄ.

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðè äåé-
ñòâèè ÈÃÄ ïðîèñõîäÿò ïåðåðàñïðåäåëåíèå îëèãîìåðíûõ
ôîðì Gadd45 è èçìåíåíèå ñïîñîáíîñòè áåëêà Gadd45a
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ áåëêàìè-ïàðòíåðàìè, ó÷àñòâóþùè-
ìè â ðåãóëÿöèè êîíòðîëÿ êëåòî÷íîãî öèêëà è ðåïàðàöèè
ÄÍÊ. Â ðåçóëüòàòå ñâÿçûâàíèÿ p21/Waf1 èíäóöèðîâàí-
íûì Gadd45a ïðîèñõîäèò îñëàáëåíèå èíãèáèðóþùåãî
âëèÿíèÿ p21/Waf1 íà ôóíêöèè PCNA â ðåïàðàöèè. Ïîýòî-
ìó â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, ãäå ïðîèñõîäèò èí-
äóêöèÿ Gadd45 NaB, ïîäàâëåíèå ðåïàðàöèè ÈÃÄ ìåíüøå

ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, äåôèöèòíûìè ïî Gadd45.
Â óñëîâèÿõ äåôèöèòà Gadd45 ðåïàðàöèÿ çàòðóäíåíà, ÷òî
ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ðàçðûâîâ
ÄÍÊ êàê áàçàëüíûõ, òàê è èíäóöèðîâàííûõ ãåíîòîêñè÷å-
ñêèìè àãåíòàìè.

Àâòîðû ñòàòüè âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ä-ðó À. Ôîð-
íåéñó (Georgetown University, Department of Bio-
chemistry and Molecular & Cellular Biology, Washington
DC 20057, ÑØÀ) çà ïðåäîñòàâëåíèå êëåòî÷íîé ëèíèè
ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè ñ íîêàóòèðîâàí-
íûì ãåíîì gadd45, à òàêæå Í. Ä. Àêñåíîâó çà ïîìîùü â
ïðîâåäåíèè ïðîòî÷íîãî öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêîãî àíà-
ëèçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 12-04-01554-à), Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî
óíèâåðñèòåòà (ïðîåêò 1.38.247.2014) è Ðîññèéñêîãî íà-
ó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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Ðèñ. 4. NaB âûçûâàåò èçìåíåíèå õàðàêòåðà âçàèìîäåéñòâèÿ
Gadd45 ñ áåëêàìè-ïàðòíåðàìè.

Âåðõíÿÿ ïàíåëü — èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê PCNA; íèæíÿÿ ïà-
íåëü — èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê p21/Waf1 òîòàëüíûõ êëåòî÷íûõ
ýêñòðàêòîâ òðàíñôîðìàíòîâ E1A+Ras (Gadd45+/+), îáðàáîòàííûõ NaB â
òå÷åíèå 24—48 ÷ (äîðîæêè 1—3), èëè áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîîñàæ-

äåííûõ ñ àíòèòåëàìè ê Gadd45 (äîðîæêè 4—6).

Ðèñ. 5. NaB âûçûâàåò îñëàáëåíèå èíãèáèðóþùåãî âçàèìîäåé-
ñòâèÿ PCNA ñ áåëêîì p21/Waf1 òîëüêî â Gadd45+/+ êëåòêàõ.

à — èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê p21/Waf1 òîòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ýêñ-
òðàêòîâ òðàíñôîðìàíòîâ E1A+Ras (Gadd45+/+) (äîðîæêè 1—2) èëè áåë-
êîâûõ êîìïëåêñîâ, ñîîñàæäåííûõ ñ àíòèòåëàìè ê PCNA (äîðîæêè
3—5); á — èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê PCNA áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ,
ñîîñàæäåííûõ ñ àíòèòåëàìè ê p21/Waf1, èç êëåòîê Gadd45+/+ (äîðîæ-
êè 1—3) è èç êëåòîê Gadd45–/– (äîðîæêè 4—6), îáðàáîòàííûõ NaB â òå÷å-

íèå 24—48 ÷.
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Histone deacetylase inhibitors (HDIs) causes irreversible cell cycle arrest and senescence of E1A+Ras
transformed cells. HDI sodium butyrate (NaB) affects the DNA repair and consequently modulates the phos-
phorylation of DNA breaks marker histone H2AX. For Gadd45 family proteins shown the role in regulation of
cell proliferation, apoptosis and DNA repair. In the present paper, we studied the effect of NaB on the DNA re-
pair through Gadd45a protein modulation. Our results indicate that suppression of Gadd45a reduces the DNA
repair efficiency, in both basal, and NaB-dependent. However NaB-induced supression of DNA repair is redu-
ced in Gadd45-expressing transformed cells. This is the result of Gadd45a accumulation in the nucleus and re-
distribution of oligomeric forms of Gadd45 under NaB treatment. This results in changing of Gadd45a interac-
tion with proteins involved in the cell cycle progression and DNA repair regulation. NaB amplified the interac-
tion of Gadd45 with p21 / Waf1 protein, thereby reducing the amount of the p21 / Waf1 in complex with
PCNA. Thus, in the absence Gadd45a the amount of DNA breaks accumulates due to the reduced efficiency of
repair, while HDIs dependent induction of Gadd45a promotes the DNA repair. DNA damages induced with
HDIs or genotoxic agents could not be repaired under the lack of Gadd45a. As a result Gadd45 deficient trans-
formed cells initiate apoptotic death program.

K e y w o r d s: Gadd45a, histone deacetylase inhibitors (HDIs), DNA repair, oncogenes E1A and cHa-ras,
transformed cells.
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