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Âëèÿíèå èíãèáèòîðà HDAC áóòèðàòà íàòðèÿ íà ýêñïðåññèþ ðåïàðàöèîííûõ ãåíîâ

Òðàíñôîðìèðîâàííûå ìûøèíûå ôèáðîáëàñòû ñ íîêàóòîì ãåíà CDKN1A, êîäèðóþùåãî áåëîê
ð21/Waf1 (êëåòêè mEras-Waf1–/–), õàðàêòåðèçóþòñÿ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì îäíîöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ è àññîöèèðîâàííûõ ñ íèìè ôîêóñîâ ãèñòîíà g-H2A.X ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ëèíèåé òðàíñôîð-
ìàíòîâ E1A+cHa-ras (êëåòêè mEras-Waf1+/+). Ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíöèè è èììóíîáëîòèíãà,
ÿäðà êëåòîê îáåèõ èññëåäîâàííûõ ëèíèé mEras-Waf1+/+ è mEras-Waf1–/– ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíûå êîëè-
÷åñòâà áåëêîâ Rad51 è Ku80, ó÷àñòâóþùèõ â ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ñ íåêîòîðûì ïðåîáëàäàíèåì Ku80 â êëåò-
êàõ ñ íîêàóòîì ãåíà CDKN1A. Ïðè êðàòêîâðåìåííîì âîçäåéñòâèè íà êëåòêè îáåèõ ëèíèé ÄÍÊ-ïîâðåæ-
äàþùåãî àãåíòà àäðèàìèöèíà â èõ ÿäðàõ ïðîèñõîäèò äîïîëíèòåëüíîå íàêîïëåíèå ôîêóñîâ áåëêà Rad51.
Îäíàêî èíãèáèòîð HDAC áóòèðàò íàòðèÿ çàìåòíî ñíèæàåò ñîäåðæàíèå áåëêîâ Rad51 è Ku80 êàê â èí-
òàêòíûõ êëåòêàõ mEras-Waf1+/+ è mEras-Waf1–/–, òàê è â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ àäðèàìèöèíîì. Ðåçó-
ëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ è èììóíîáëîòèíãà ïîçâîëèëè óñòàíîâèòü, ÷òî èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå áóòèðàòà íàòðèÿ
(NaBut) ïðîÿâëÿåòñÿ êàê íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè ãåíîâ Rad51 è XRCC5, òàê è íà óðîâíå òðàíñëÿöèè ñî-
îòâåòñòâóþùèõ ðåïàðàöèîííûõ áåëêîâ Rad51 è Ku80. Íàáëþäàåìîå ñóïðåññèâíîå äåéñòâèå NaBut (èí-
ãèáèòîðà HDAC) íà êîìïîíåíòû ñèñòåì ðåïàðàöèè ÄÍÊ îò÷àñòè ìîæíî îáúÿñíèòü àíòèïðîëèôåðàòèâ-
íîé ôóíêöèåé èíãèáèòîðîâ HDAC. Êðîìå òîãî, â êëåòêàõ mEras-Waf1+/+ è mEras-Waf1–/– îáíàðóæåíà
òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâàöèÿ ãåíîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè Oct-4, Sox-2 è Klf4 ïðè äåéñòâèè NaBut, ÷òî
ïðåäïîëàãàåò íàõîæäåíèå ýòèõ ãåíîâ ïîä íåãàòèâíûì êîíòðîëåì íà óðîâíå ñòðóêòóðû õðîìàòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåíû Rad51, XRCC5 è CDKN1A, ðåïàðàöèÿ ÄÍÊ, áóòèðàò íàòðèÿ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÒ — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ, ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü,
ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, DDR — êëåòî÷íûé îòâåò íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, DSB — äâóõöå-
ïî÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ, HDAC — ãèñòîíäåàöåòèëàçû, NaBut — áóòèðàò íàòðèÿ, NHEJ — íåãîìîëîãè÷-
íàÿ ðåêîìáèíàöèÿ ÄÍÊ.

Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû èëè ìûøè, ïî-
ñòîÿííî òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras,
ïðîÿâëÿþò ôåíîòèï ïîëíîñòüþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê (Ïîñïåëîâà è äð., 1990; Romanov et al., 2011).
Â îòëè÷èå îò íèõ E1A+cHa-ras-òðàíñôîðìàíòû, íîêàóò-
íûå ïî ãåíó CDKN1A, êîòîðûé êîäèðóåò öèêëèíçàâèñè-
ìûé êèíàçíûé èíãèáèòîð (CDKI) ð21/Waf1, ÿâëÿþòñÿ íå
ïîëíîñòüþ òðàíñôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè (ñîõðàíÿþò
ìîðôîëîãèþ èñõîäíûõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøè, íå ãèïåð-
òðîôèðîâàíû, ìåíüøå ïîäâåðæåíû êëåòî÷íîé ìèãðàöèè)
(Romanov et al., 2011; Ðîìàíîâ è äð., 2012). Áóòèðàò íà-
òðèÿ (NaBut), èçâåñòíûé êàê èíãèáèòîð ãèñòîíäåàöåòèëàç
(HDAC), âûçûâàåò G1/S-áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà êàê ó
Waf1-ïîçèòèâíûõ (mEras-Waf1+/+), òàê è ó Waf1-íîêàóò-
íûõ (mEras-Waf1–/–) òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñ-
òîâ ìûøè. Íî òîëüêî ó êëåòîê mEras-Waf1+/+ ýòîò áëîê
íîñèò íåîáðàòèìûé õàðàêòåð è ïðèâîäèò ê ñòàðåíèþ êëå-
òîê (Romanov et al., 2010). Ïðè ñòàðåíèè êëåòîê â ÿäðå
ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå ôîêóñîâ ãèñòîíà g-H2A.X, ñâÿ-
çàííûõ ñ ðàçðûâàìè ÄÍÊ (Herbig et al., 2004; Ñóâîðîâà
è äð., 2013). Îäíàêî åñòü äàííûå î òîì, ÷òî òàêèå ôîêóñû
ìîãóò íå áûòü àññîöèèðîâàíû ñ ðàçðûâàìè ÄÍÊ; â ÷àñò-

íîñòè, äëèòåëüíàÿ îáðàáîòêà NaBut òðàíñôîðìèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòîâ E1A+cHa-ras ìîæåò ïðèâîäèòü ê îáðàçîâà-
íèþ ïîäîáíûõ ôîêóñîâ áåç ðàçðûâîâ ÄÍÊ (Pospelova
et al., 2009; Romanov et al., 2010; Rodier et al., 2011).

Áåëîê ð21/Waf1 ïðèíèìàåò ó÷àñòèå âî ìíîãèõ êëå-
òî÷íûõ ïðîöåññàõ â ÿäðå è öèòîïëàçìå — ïðîëèôåðàöèè,
ñòàðåíèè, àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè è ðåïàðàöèè ÄÍÊ (Ðî-
ìàíîâ è äð., 2012). ×òî êàñàåòñÿ ðåïàðàöèè, òî ïîêàçàíî,
÷òî ð21/Waf1 âçàèìîäåéñòâóåò ñî ìíîãèìè áåëêàìè, èã-
ðàþùèìè âàæíóþ ðîëü â ðåïàðàöèè: ñ áåëêîì PCNA ïðè
ó÷àñòèè ð300 (Avkin et al., 2006; Cazzalini et al., 2008), ñ
PARP1 (Cazzalini et al., 2010), áåëêîì íåãîìîëîãè÷íîé ðå-
êîìáèíàöèè (NHEJ) Ku80 (Koike et al., 2011) è áåëêîì ãî-
ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè Rad51 (Raderschall et al.,
2002). Èíãèáèòîðû HDACI, â ÷àñòíîñòè NaBut, íåïîñðåä-
ñòâåííî íå âûçûâàþò ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ, îäíàêî ìîãóò
ñïîñîáñòâîâàòü ñòàáèëèçàöèè äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ (Eot-Houllier et al., 2009), ïîäàâëÿÿ àêòèâíîñòü ñèñ-
òåì ðåïàðàöèè, íàïðèìåð ïðèâîäÿ ê àöåòèëèðîâàíèþ áåë-
êà Ku70 — ïàðòíåðà áåëêà Ku80 â êîìïëåêñå NHEJ (Chen
et al., 2007) — èëè ê ïîäàâëåíèþ ýêñïðåññèè Rad51 (Adi-
moolam et al., 2007).
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Â ýòîé ñâÿçè ìû ïîñ÷èòàëè íåîáõîäèìûì èññëåäî-
âàòü ýêñïðåññèþ è ëîêàëèçàöèþ ðåïàðàöèîííûõ áåëêîâ
Rad51 è Ku80 â äâóõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ýìáðèîíàëüíûõ
êëåòîê ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàííûõ êîìïëåìåíòèðóþ-
ùèìè îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, — â èñõîäíûõ êëåòêàõ
(mEras-Waf1+/+) è â êëåòêàõ ñ íîêàóòîì ãåíà CDKN1A
(mEras-Waf1–/–), â êîòîðûõ NaBut ñïîñîáåí èíäóöèðî-
âàòü îáðàçîâàíèå ôîêóñîâ g-H2A.X, ñõîäíûõ ñ ôîêóñàìè,
âîçíèêàþùèìè â ìåñòàõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, è ñâÿçàííûõ ñ
êîìïëåêñàìè ðåïàðàöèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Ëèíèÿ mEras-Waf1+/+ ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ìûøè (MEF), òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêî-
ãåíàìè E1A è cHa-ras, áûëà ïîëó÷åíà ðàíåå (Ïîñïåëîâà
è äð., 1990). Êëåòêè mEras-Waf1–/– áûëè ïîëó÷åíû èç
MEF, íîêàóòíûõ ïî ãåíó CDKN1A, ïîñëå èõ òðàíñôîðìà-
öèè E1A è cHa-ras (Abramova et al., 2006). Êëåòêè íà ÷àø-
êàõ âûðàùèâàëè â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà (FCS), äî 70%-íîé ïëîò-
íîñòè. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè àäðèàìèöèíîì (Sigma,
ÑØÀ) â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 200 íã/ìë â òå÷åíèå
40 ìèí è (èëè) 4 ìM NaBut (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 24
èëè 72 ÷.

À í à ë è ç î ä í î ö å ï î ÷ å ÷ í û õ ð à ç ð û â î â Ä Í Ê â
îòäåëüíûõ êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â àãàðîç-
íîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ ïðîâîäèëè ìåòî-
äîì ÄÍÊ-êîìåò, êàê îïèñàíî (Olive, Banath, 2006), ñ íå-
êîòîðûìè ìîäèôèêàöèÿìè. Ïðåïàðàòû êëåòîê, îêðàøåí-
íûõ áðîìèñòûì ýòèäèåì (Sigma, ÑØÀ), àíàëèçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Axiovert 200M (Ze-
iss, Ãåðìàíèÿ) c êàìåðîé DFC420 (Leica, ÑØÀ). Äîñòî-
âåðíîñòü êîëè÷åñòâåííûõ äàííûõ îöåíèâàëè ïî t-êðèòå-
ðèþ Ñòüþäåíòà.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû ïîëó÷à-
ëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Kukushkin et al., 2008), â ïðèñóòñò-
âèè èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (1 ìÌ ôåíèëìåòèëñóëüôîíèë-
ôòîðèäà, ïåïñòàòèíà À, ëåóïåïòèíà è àïðîòèíèíà ïî
10 ìêã/ìë êàæäîãî (Sigma)) è èíãèáèòîðîâ ôîñôàòàç
(1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ EGTA, 10 ìÌ ôòîðèäà
íàòðèÿ (Sigma)). Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ìåòî-
äîì Áðýäôîðä (Bradford, 1976). Áåëêè êëåòî÷íûõ ýêñòðàê-
òîâ â êîëè÷åñòâå 40—80 ìêã ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêè â 10%-íîì èëè 12.5%-íîì (â ñëó÷àå ãèñòîíîâ) ÏÀÀÃ
â Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå (25 ìÌ, ðÍ 8.5), ñîäåðæàùåì
0.1 % SDS. Ìàðêåðàìè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ñëóæèëè
öâåòíûå áåëêè èç íàáîðà SeeBluePlus2 (Invitrogen, ÑØÀ).
Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó Trans-Blot (Bio-Rad, ÑØÀ). Èíòåðåñó-
þùèå áåëêè âûÿâëÿëè íà ìåìáðàíå ñ ïîìîùüþ àíòèòåë
êðîëèêà ê Rad51 (sc-8349, SantaCruz, ÑØÀ), Ku80 (2753S,
Cell Signaling, ÑØÀ), g-H2A.X (2577S, Cell Signaling) è
GAPDH (2118S, Cell Signaling). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòè-
òåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êîçëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëè-
íîâ êðîëèêà (GAR è A0545, Sigma), êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Ñèãíàëû îò àíòèòåë íà ìåìáðàíàõ
âûÿâëÿëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì óñèëåíèÿ õåìîëþìèíåñ-
öåíöèè (ECL, Sigma) èëè åãî áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì âàðè-
àíòîì (Pierce, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèÿìè
ôèðì-ïðîèçâîäèòåëåé. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè îïðå-
äåëÿëè çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ àíàëèçèðóåìûõ

áåëêîâ â óñë. åä., îòíîñèëè èõ ê çíà÷åíèÿì â êîíòðîëüíûõ
ïðîáàõ è ïîëó÷åííûå îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ íîðìèðî-
âàëè ïî îòíîøåíèþ ê çíà÷åíèÿì èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ
êîíòðîëüíîãî áåëêà GAPDH. Èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëà-
ìè ïîâòîðÿëè íå ìåíåå 2 ðàç.

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ è ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ
ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ (ÎÒ-ÏÖÐ). Òîòàëüíóþ êëåòî÷íóþ
ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòà Trizol (Invitro-
gen, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñ
ïîñëåäóþùåé ïðîâåðêîé êîíöåíòðàöèè è öåëîñòíîñòè
ÐÍÊ ýëåêòðîôîðåçîì â àãàðîçíîì ãåëå â äåíàòóðèðóþ-
ùèõ óñëîâèÿõ ñ ôîðìàëüäåãèäîì (Ìàíèàòèñ è äð., 1984).
Ðåàêöèè ÎÒ è àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ (ÏÖÐ), à òàêæå ïîñëå-
äóþùèé ýëåêòðîôîðåç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðîâîäèëè, êàê îïè-
ñàíî ðàíåå (Kukushkin et al., 2002). Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè ÏÖÐ-ïðàéìåðîâ äëÿ êÄÍÊ ãåíîâ GAPDH
(âíóòðåííèé êîíòðîëü òðàíñêðèïöèè) è Oct-4, à òàêæå
óñëîâèÿ ÏÖÐ è ðàçìåðû îáðàçóþùèõñÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
áûëè ïðèâåäåíû â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ (Kukushkin et al.,
2002; Sineva, Pospelov, 2010). ÏÖÐ-ïðàéìåðû äëÿ êÄÍÊ
äðóãèõ èññëåäóåìûõ ãåíîâ ìûøè áûëè ñãåíåðèðîâàíû
íàìè è ñèíòåçèðîâàíû êîìïàíèåé Ñèíòîë (Ðîññèÿ): äëÿ
III ýêçîíà Rad51: 5R-TAAATGCCAATGATGTGAAG-
3R/5R-TTTGTCAGCTTTGGCTTC-3R (ðàçìåð ÏÖÐ-ôðàã-
ìåíòà 122 ï. í., òåìïåðàòóðà îòæèãà 48 °C); äëÿ III ýêçîíà
XRCC5: 5R-TTCGGAGAGCAAAGATGAG-3R/5R-CGATGT-
CTTCCAGCAAATC-3R (ðàçìåð ÏÖÐ-ôðàãìåíòà 143 ï. í.,
òåìïåðàòóðà îòæèãà 51.7 °C); äëÿ Sox-2: 5R-ACATGA-
ACGGCTGGAGCAACG-3R/5R-CATGTAGGTCTGCGAG-
CTGGTC-3R (ðàçìåð ÏÖÐ-ôðàãìåíòà 167 ï. í., òåìïåðà-
òóðà îòæèãà 58°C); äëÿ Klf4: 5R-GACTAACCGTTGGCG-
TGAG-3R/5R-CGGGTTGTTACTGCTGCAAG-3R (ðàçìåð
ÏÖÐ-ôðàãìåíòà 139 ï. í., òåìïåðàòóðà îòæèãà 59 °Ñ).
Ðåàêöèè ÏÖÐ ïðîäîëæàëèñü íå áîëåå 25 öèêëîâ, â õîäå
êîòîðûõ ôðàãìåíòû ÄÍÊ àìïëèôèöèðîâàëèñü ëèíåéíî.
Ïðîäóêòû ÏÖÐ ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â
2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â Òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå
(40 ìÌ, ðÍ 7.8). Ìàðêåðíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ Gel Ruler,
êðàòíûå 100 ï. í., áûëè îò ôèðìû Fermentas (Ëèòâà). Âñå
ýêñïåðèìåíòû ÏÖÐ ïîâòîðÿëè íå ìåíåå 3 ðàç. Èíòåíñèâ-
íîñòü ïîëîñ ïðîäóêòîâ ÏÖÐ îöåíèâàëè êîëè÷åñòâåííî
ïîñëå äåíñèòîìåòðèè è âûðàæàëè â âèäå çíà÷åíèé îòíî-
ñèòåëüíîé èíòåíñèâíîñòè (óñë. åä.), íîðìèðîâàííûõ ê
èíòåíñèâíîñòè ôðàãìåíòà ÄÍÊ êîíòðîëüíîãî ãåíà
GAPDH.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í ó þ ì è ê ð î ñ ê î ï è þ
ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî â ðàáîòå Ñóâîðîâîé è ñîàâòîðîâ
(2013), ñ äîïîëíèòåëüíîé ïðîìûâêîé ïðåïàðàòîâ ïîñëå
ôèêñàöèè 0.1 Ì ãëèöèíîì íà ðàñòâîðå PBS. Èñïîëüçîâà-
ëè àíòèòåëà ê áåëêàì Rad51, Ku80 è g-H2A.X (ñì. îïèñà-
íèå èììóíîáëîòèíãà). Âòîðûå àíòèòåëà êîçëà ïðîòèâ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà (GAR) áûëè êîíúþãèðîâàíû ñ
ôëóîðîõðîìàìè AlexaFluor 488 èëè AlexaFluor 568 (Invit-
rogen, ÑØÀ). ßäðà êëåòîê îêðàøèâàëè ôëóîðåñöåíòíûì
êðàñèòåëåì DAPI (Invitrogen, ÑØÀ). Ïðåïàðàòû ïðîñìàò-
ðèâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SP5
(ÑØÀ). Â ïðåïàðàòàõ ñ÷èòàëè êëåòêè ñ ôîêóñàìè ãèñòîíà
g-H2A.X èëè îöåíèâàëè èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
áåëêîâ Rad51 è Ku80 ñ ó÷åòîì ÷èñëà êëåòîê íà ìèêðîôî-
òîãðàôèÿõ è ïëîùàäè èçîáðàæåíèé ýòèõ êëåòîê ñ ïîìî-
ùüþ íåêîììåð÷åñêîé ïðîãðàììû ImageJ. Îïûòû ïî èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè ïîâòîðÿëè íå ìåíåå 3—4 ðàç äëÿ
êàæäîãî áåëêà.

Âëèÿíèå èíãèáèòîðà HDAC áóòèðàòà íàòðèÿ íà ýêñïðåññèþ ðåïàðàöèîííûõ ãåíîâ 909



Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïîñêîëüêó áåëîê ð21/Waf1 âîâëå÷åí â ôóíêöèîíèðî-
âàíèå ðàçëè÷íûõ ñèñòåì ðåïàðàöèè ÄÍÊ (Raderschall
et al., 2001; Avkin et al., 2006; Koike et al., 2011; Ðîìàíîâ
è äð., 2012), êëåòêè ñ äåëåöèåé ãåíà CDKN1A, êîäèðóþ-
ùåãî ð21/Waf1, îáíàðóæèâàþò áîëüøåå êîëè÷åñòâî îäíî-
öåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, ñî-
äåðæàùèìè ïîëíûé ãåíîì. Òàê, äåíàòóðèðóþùèé ýëåêò-
ðîôîðåç ÄÍÊ îòäåëüíûõ êëåòîê â ãåëå (ìåòîä êîìåò)
ïîêàçûâàåò, ÷òî êîëè÷åñòâî îäíîöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ
ÄÍÊ, îáðàçóþùèõ ôðàãìåíòû ÄÍÊ è âèäèìûõ ïîä ìèê-
ðîñêîïîì êàê «êîìåòíûå õâîñòû», â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ôèáðîáëàñòàõ ëèíèè mEras-Waf1–/– ñ íîêàóòîì ãåíà
CDKN1A â 2 ðàçà áîëüøå (10.5 � 3.5 %), ÷åì â èñõîäíîé
ëèíèè êëåòîê mEras-Waf1+/+ (4.5 � 3.1 %) (ðèñ. 1, à). Ýòî
ðàçëè÷èå ìåæäó ëèíèÿìè äîñòîâåðíî ñîãëàñíî t-êðèòå-
ðèþ Ñòüþäåíòà ñ óðîâíåì çíà÷èìîñòè ð = 0.001 äëÿ âû-
áîðêè èç 30 ìèêðîôîòîãðàôèé.

Îäíî- è äâóõöåïî÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ (DSB) in vivo
çà÷àñòóþ àññîöèèðóþòñÿ ñ ôîðìèðîâàíèåì ÿäåðíûõ ôî-
êóñîâ ôîñôîðèëèðîâàííîãî ãèñòîíà g-H2A.X, êîòîðûé
ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì DSB (Bonner et al., 2008; Ñóâîðîâà
è äð., 2013). Ïîäñ÷åò êëåòîê ñ ôîêóñàìè g-H2A.X íà ìèê-
ðîôîòîãðàôèÿõ ïîêàçàë, ÷òî â òðàíñôîðìàíòàõ mEras-
Waf1–/– èõ â 1.5 ðàçà áîëüøå (25 � 2 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ
mEras-Waf1+/+ (17 � 1 %) (ðèñ. 1, á). Ýòî ðàçëè÷èå òàêæå
äîñòîâåðíî ñîãëàñíî t-êðèòåðèþ Ñòüþäåíòà ñ óðîâíåì
çíà÷èìîñòè ð = 0.001 äëÿ âûáîðêè èç 24 ìèêðîôîòî-
ãðàôèé. Ïî äàííûì èììóíîáëîòèíãà ñ àíòèòåëàìè ê
g-H2A.X, îáùåå ñîäåðæàíèå ãèñòîíà g-H2A.X â êëåòêàõ

mEras-Waf1–/– òîæå îêàçûâàåòñÿ ïî÷òè â 2 ðàçà âûøå,
÷åì â êëåòêàõ mEras-Waf1+/+ (ðèñ. 1, â). Òàêèì îáðàçîì,
íàøè äàííûå äåìîíñòðèðóþò, ÷òî â êëåòêàõ mEras-
Waf1–/–, íå ýêñïðåññèðóþùèõ áåëîê ð21/Waf1 (Romanov
et al., 2011), íàêàïëèâàåòñÿ áîëüøå îäíî- è äâóõöåïî÷å÷-
íûõ ðàçðûâîâ õðîìîñîìíîé ÄÍÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîä-
íîé ëèíèåé òðàíñôîðìàíòîâ mEras-Waf1+/+.

Ëîãè÷íî çàäàòüñÿ âîïðîñîì: êàê îáñòîèò äåëî ñ ñèñòå-
ìàìè ðåïàðàöèè ÄÍÊ â ýòèõ äâóõ ëèíèÿõ? Äëÿ èçó÷åíèÿ
ýòîãî âîïðîñà áûëè âûáðàíû êëþ÷åâûå áåëêè ãîìîëîãè÷-
íîé (Rad51) è íåãîìîëîãè÷íîé (Ku80) ðåêîìáèíàöèè, à
òàêæå êîäèðóþùèå èõ ãåíû. Ïîñêîëüêó NaBut (èíãèáè-
òîð HDAC) ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü ðåïàðàöèþ ÄÍÊ (Adimoo-
lam et al., 2007; Chen et al., 2007), ìû ðåøèëè ïðîâåðèòü
åãî âëèÿíèå íà êîëè÷åñòâî Rad51 è Ku80 â äâóõ àíàëèçè-
ðóåìûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ.

Èíòåíñèâíîñòü èììóíîôëóîðåñöåíöèè áåëêîâ Rad51
è Ku80 îöåíèâàëè íå òîëüêî âèçóàëüíî, íî è êîëè÷åñòâåí-
íî ñ ó÷åòîì ÷èñëà êëåòîê íà ìèêðîôîòîãðàôèÿõ è ïëîùà-
äè èçîáðàæåíèé ýòèõ êëåòîê ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Ima-
geJ. Íà ðèñ. 2, à âèäíî, ÷òî ðàñïðåäåëåíèå áåëêà Rad51
ïðåèìóùåñòâåííî â ÿäðàõ êëåòîê èìååò äèñïåðñíûé õàðàê-
òåð èëè îí îáðàçóåò ìåëêèå ôîêóñû. Èíòåíñèâíîñòü èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêîâà â êëåòî÷íûõ
ëèíèÿõ mEras-Waf1+/+ è mEras-Waf1–/–. Îäíàêî îáðà-
áîòêà êëåòîê îáåèõ ëèíèé 4 ìÌ NaBut â òå÷åíèå 3 ñóò
ïðèâîäèëà ê çàìåòíîìó óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè èì-
ìóíîôëóîðåñöåíöèè Rad51 â êëåòêàõ îáîèõ òèïîâ (ðèñ. 2,
à), ÷òî, ñêîðåå âñåãî, îçíà÷àåò ñíèæåíèå åãî ñîäåðæàíèÿ.

Îñíîâíàÿ ìàññà áåëêà Ku80 îáðàçóåò â ÿäðàõ êðóïíûå
ôîêóñû íà ôîíå áîëåå ñëàáîé îêðàñêè îñòàëüíîé ÷àñòè

910 À. Í. Êóêóøêèí è äð.

Ðèñ. 1. Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà ðàçðûâîâ ÄÍÊ (à, á) â ÿäðàõ êëåòîê mEras-Waf1+/+ (ñòîëáöû 1, ôîòî 1) è mEras-Waf1–/– ñ íîêàó-
òîì ãåíà CDKN1A (ñòîëáöû 2, ôîòî 2).

à — êîëè÷åñòâî êëåòîê, îáðàçóþùèõ ÄÍÊ-êîìåòû ïðè ýëåêòðîôîðåçå îäèíî÷íûõ êëåòîê â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ: mEras-Waf1+/+ — 4.5 � 3.1 %
(ñòîëáåö 1), mEras-Waf1–/– — 10.5 � 3.5 % (ñòîëáåö 2); îáñ÷èòûâàëè íå ìåíåå 30 ìèêðîôîòîãðàôèé äëÿ êàæäîé ëèíèè, p = 0.001 — óðîâåíü çíà-
÷èìîñòè t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà; ïðåäñòàâëåíû òèïè÷íûå ìèêðîôîòîãðàôèè ÿäåð è «êîìåò» ýòèõ äâóõ ëèíèé (ôîòî 1 è 2 ñîîòâåòñòâåííî). á — äîëÿ
êëåòîê ñ ÿäåðíûìè ôîêóñàìè ãèñòîíà g-H2A.X ïîñëå èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ àíòèòåëàìè ê ýòîìó ãèñòîíó: mEras-Waf1+/+ — 17 � 1 % (ñòîëáåö 1),
mEras-Waf1–/– — 25 � 2 % (ñòîëáåö 2); îáñ÷èòûâàëè êëåòêè íà 24 ìèêðîôîòîãðàôèÿõ èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ, p = 0.001 — óðîâåíü çíà÷èìîñòè t-êðèòå-
ðèÿ Ñòüþäåíòà. â — èììóíîáëîòèíã ãèñòîíà g-H2A.X è êîíòðîëüíîãî áåëêà GAPDH äëÿ êëåòîê mEras-Waf1+/+ (1) è mEras-Waf1–/– (2); ïîä äîðîæêà-
ìè g-H2A.X ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ g-H2A.X â óñë. åä., íîðìèðîâàííûå ê çíà÷åíèÿì èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ GAPDH,

äëÿ 1 èç 3 ýêñïåðèìåíòîâ.



ÿäåð, òàêæå íàáëþäàåòñÿ íåêîòîðîå ôîíîâîå îêðàøèâà-
íèå öèòîïëàçìû (ðèñ. 2, á). Èíòåíñèâíîñòü èììóíîôëóî-
ðåñöåíöèè Ku80 â òðàíñôîðìàíòàõ mEras-Waf1–/– íåñêî-
ëüêî âûøå (40 ïðîòèâ 34 óñë. åä.), ÷åì â mEras-Waf1+/+.
Êðîìå òîãî, ñëåäóåò îòìåòèòü îáû÷íî áîëåå êðóïíûå ôî-
êóñû Ku80 â êëåòêàõ áåç ýêñïðåññèè áåëêà ð21/Waf1.
Â ñëó÷àå Ku80 îñîáåííî âûðàæåíî èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå
NaBut, êîãäà èíòåíñèâíîñòü èììóíîôëóîðåñöåíöèè Ku80
ïàäàëà ïðèáëèçèòåëüíî â 2 ðàçà ó îáåèõ ëèíèé (ðèñ. 2, á).
Äëÿ îòäåëüíûõ êëåòîê, ïðåäñòàâëåííûõ íà ýòîì ðèñóíêå,
õîðîøî çàìåòåí óæå èçâåñòíûé ôàêò, ÷òî äëèòåëüíîå äåé-
ñòâèå NaBut âûçûâàåò ãèïåðòðîôèþ êëåòîê.

Ìû èññëåäîâàëè àêòèâíîñòü áåëêîâ ðåïàðàöèè â èí-
òàêòíûõ êëåòêàõ èëè â ïðèñóòñòâèè NaBut, êîòîðûé ñàì
ïî ñåáå íå ìîæåò íàðóøèòü öåëîñòíîñòü ÄÍÊ. Îäíàêî
åñòü ìíîãî àãåíòîâ, äåéñòâèå êîòîðûõ âûçûâàåò äâóõöå-
ïî÷å÷íûå ðàçðûâû ÄÍÊ (DSB) è ñîîòâåòñòâóþùèé îòâåò
êëåòîê íà ýòî ïîâðåæäåíèå (DDR), âêëþ÷àþùèé àêòèâà-
öèþ ñèñòåì ðåïàðàöèè, â ÷àñòíîñòè ãîìîëîãè÷íîé ðåêîì-
áèíàöèè ñ áåëêîì Rad51. Ñðåäè ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ
àãåíòîâ ÷àñòî èñïîëüçóþò àäðèàìèöèí, êîòîðûé â íèçêîé

êîíöåíòðàöèè (200 íã/ìë) çà êîðîòêîå âðåìÿ âûçûâàåò
DSB. Ìû îáðàáàòûâàëè êëåòêè îáåèõ ëèíèé àäðèàìèöè-
íîì â óêàçàííîé êîíöåíòðàöèè â òå÷åíèå 40 ìèí, à çàòåì
èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè NaBut 3 ñóò. Ðèñ. 3, à ïîêà-
çûâàåò, êàê áûñòðî ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå áåëêà Rad51 â
ÿäðàõ êëåòîê mEras-Waf1+/+, ïðè÷åì ýòî íàñòîëüêî âûðà-
æåíî, ÷òî ñèãíàëû îò ôîêóñîâ Rad51 ñëèâàþòñÿ. Äàëü-
íåéøåå äåéñòâèå NaBut ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ñíèæåíèþ
èíòåíñèâíîñòè èììóíîôëóîðåñöåíöèè Rad51 â ÿäðàõ
mEras-Waf1+/+, íå ñâÿçàííîìó ñ ñîïóòñòâóþùåé ãèïåð-
òðîôèåé êëåòîê, ñóäÿ ïî ïëîùàäè èçîáðàæåíèé êëåòîê
ïðè îöåíêå èíòåíñèâíîñòè ñèãíàëà, à òàêæå ê ïîÿâëåíèþ
ìåëêèõ ôîêóñîâ Rad51 â öèòîïëàçìå (ðèñ. 3, à).

Äëÿ êëåòîê mEras-Waf1–/– êàðòèíà äåéñòâèÿ àäðèà-
ìèöèíà êîëè÷åñòâåííî íå ñòîëü âûðàçèòåëüíà, êàê
äëÿ mEras-Waf1+/+, íî òåì íå ìåíåå âèäíî, ÷òî àäðèàìè-
öèí âûçûâàåò ñòðóêòóðèðîâàíèå ñèãíàëà îò Rad51 â âè-
äå ìíîãî÷èñëåííûõ ìåëêèõ ôîêóñîâ â ÿäðàõ (ðèñ. 3, á).
NaBut ñóùåñòâåííî ñíèæàåò ÷èñëî ôîêóñîâ Rad51, îñòàâ-
ëÿÿ òîëüêî ôîíîâîå ñâå÷åíèå â êëåòêàõ mEras-Waf1–/–
(ðèñ. 3, á).

Âëèÿíèå èíãèáèòîðà HDAC áóòèðàòà íàòðèÿ íà ýêñïðåññèþ ðåïàðàöèîííûõ ãåíîâ 911

Ðèñ. 2. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ áåëêîâ Rad51 (à) è Ku80 (á) â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ mEras-Waf1+/+ è mEras-Waf1–/– è ïîñëå èõ îá-
ðàáîòêè áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut, 4 ìM) â òå÷åíèå 72 ÷. ßäðà êëåòîê îêðàøåíû DAPI.

Ñëåâà îò ñîîòâåòñòâóþùèõ ìèêðîôîòîãðàôèé óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè èíòåíñèâíîñòè êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè Rad51 èëè Ku80, íîð-
ìèðîâàííûå ïî ÷èñëó êëåòîê è ïëîùàäè èõ èçîáðàæåíèé. Ïîäñ÷åòû èíòåíñèâíîñòè ïðîâîäèëè äëÿ íå ìåíåå 20 ìèêðîôîòîãðàôèé â 3 ìèêðîñêîïè÷å-

ñêèõ ïðåïàðàòàõ äëÿ êàæäîãî îïûòà.



Òàêèì îáðàçîì, ñèñòåìà ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè
íà ïðèìåðå áåëêà Rad51 ïðèáëèçèòåëüíî îäèíàêîâî àê-
òèâíà â îáåèõ ëèíèÿõ êëåòîê, òîãäà êàê êîìïîíåíò íåãî-
ìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè áåëîê Ku80 áîëåå àêòèâåí â
êëåòêàõ mEras-Waf1–/–. Äëèòåëüíîå äåéñòâèå NaBut çà-
ìåòíî ïîäàâëÿåò àêòèâíîñòü îáåèõ ðåïàðàöèîííûõ ñèñ-
òåì íåçàâèñèìî îò ýêñïðåññèè áåëêà ð21/Waf1 â èññëåäî-
âàííûõ êëåòêàõ. Ïîëó÷èâ ïîäîáíûå äàííûå ñ NaBut, íàì
ïðåäñòàâèëîñü èíòåðåñíûì ïðîàíàëèçèðîâàòü, êàêèå ìî-
ëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû ó÷àñòâóþò â ýòîì ïðîöåññå.

Èììóíîáëîòèíã áåëêîâ, ïîëó÷åííûõ èç êëåòîê îáåèõ
ëèíèé, ïîêàçûâàåò âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè Ku80 è
Rad51 â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 4, à), ïðè÷åì óðîâåíü
ýêñïðåññèè áåëêà Rad51 çàìåòíî âûøå â êëåòêàõ mEras-
Waf1–/–. Äëèòåëüíàÿ îáðàáîòêà êëåòîê NaBut â òå÷åíèå
72 ÷ âûçûâàëà ñíèæåíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ Ku80 è
Rad51 ïðèáëèçèòåëüíî â 2 ðàçà â îáåèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ
(ðèñ. 4, à). Òàêàÿ ðåãóëÿöèÿ òðàíñëÿöèè áåëêîâ Ku80 è
Rad51 â ïðèñóòñòâèè NaBut âïîëíå ñîãëàñóåòñÿ ñ ïðèâå-
äåííûìè âûøå äàííûìè èììóíîôëóîðåñöåíöèè.

Òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ Rad51 è XRCÑ5, êîòîðóþ êîäè-
ðóåò áåëîê Ku80, îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ÎÒ-ÏÖÐ. Ýêñïå-
ðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî îáà ãåíà òðàíñêðèáèðóþòñÿ â êîí-
òðîëüíûõ êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé íà çàìåòíîì óðîâíå
(ðèñ. 4, á), êîòîðûé â ñëó÷àå íåîáðàáîòàííûõ êëåòîê
mEras-Waf1+/+ ïðèíèìàëñÿ çà óñëîâíóþ åäèíèöó, íîðìè-
ðîâàííóþ ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëüíîìó ãåíó GAPDH.
Îäíàêî èíêóáàöèÿ êëåòîê ñ NaBut â òå÷åíèå 24 èëè 72 ÷

ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ òðàíñêðèïöèè XRCÑ5 è Rad51 â
êëåòêàõ mEras-Waf1+/+. À â êëåòêàõ, äåôèöèòíûõ ïî
ð21/Waf1, NaBut èíãèáèðóåò òðàíñêðèïöèþ òîëüêî ãåíà
XRCÑ5, à òðàíñêðèïöèþ ãåíà Rad51 ìåíÿåò ìàëî (ðèñ. 4,
á). Òàêèì îáðàçîì, NaBut, áóäó÷è èíãèáèòîðîì HDAC,
âåðîÿòíî, òàê ìåíÿåò êîíôîðìàöèþ õðîìàòèíà â îáëàñòè
àêòèâíî òðàíñêðèáèðóåìûõ ãåíîâ XRCÑ5 è Rad51 â êîíò-
ðîëüíûõ êëåòêàõ, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ýòèõ ãåíîâ ÷àñòè÷íî
ïîäàâëÿåòñÿ.

Ñòàòóñ ïëþðèïîòåíòíîñòè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòêîê (ÝÑÊ) îáóñëîâëåí ýêñïðåññèåé ýìáðèîíàëüíûõ
ãåíîâ, òàêèõ êàê Oct-4, Sox-2, Klf4 è äð. Îäíàêî ýòè ãåíû
ìîãóò òðàíñêðèáèðîâàòüñÿ íå òîëüêî â ÝÑÊ, íî è â äðó-
ãèõ êëåòêàõ, îñîáåííî îïóõîëåâûõ è òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ (Ambady et al., 2010; Hu et al., 2011; Shan et al., 2012).
Â ýòîé ñâÿçè ìû ðåøèëè ïðîàíàëèçèðîâàòü, êàêîâ óðî-
âåíü òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ïëþðèïîòåíòíîñòè Oct-4, Sox-2
è Klf4 â E1A+cHa-ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ è íà-
ñêîëüêî îí çàâèñèò îò ïðèñóòñòâèÿ ýíäîãåííîãî áåëêà
ð21/Waf1 è (èëè) NaBut, êîòîðûé êàê èíãèáèòîð HDAC
ìîæåò ìîäóëèðîâàòü òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâíîñòü
ãåíîâ. Äàííûå ÎÒ-ÏÖÐ ïîêàçàëè, ÷òî â òðàíñôîðìàí-
òàõ mEras-Waf1+/+ è mEras-Waf1–/– òðàíñêðèïöèÿ ãå-
íîâ Oct-4, Sox-2 è Klf4 íàõîäèòñÿ íà íèçêîì óðîâíå
(ðèñ. 5), çà èñêëþ÷åíèåì ãåíà Sox-2 â òðàíñôîðìàíòàõ
mEras-Waf1–/–, â êîòîðûõ åãî óðîâåíü â 3 ðàçà âûøå, ÷åì
â êëåòêàõ mEras-Waf1+/+. Ïðè òàêîé âûñîêîé òðàíñêðèï-
öèîííîé àêòèâíîñòè ãåí Sox-2 â êëåòêàõ mEras-Waf1–/–
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Ðèñ. 3. Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ áåëêà Rad51 â ÿäðàõ êëåòîê mEras-Waf1+/+ (à) è mEras-Waf1–/– (á) äî è ïîñëå äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïî-
âðåæäàþùåãî àãåíòà àäðèàìèöèíà (Àä, 200 íã/ìë, 40 ìèí) è ïîñëåäóþùåé îáðàáîòêè 4 ìÌ NaBut. Ñëåâà îò ñîîòâåòñòâóþùèõ
ìèêðîôîòîãðàôèé óêàçàíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è èõ îøèáêè èíòåíñèâíîñòè êðàñíîé ôëóîðåñöåíöèè Rad51, íîðìèðîâàííûå ïî êî-
ëè÷åñòâó êëåòîê è ïëîùàäè èõ èçîáðàæåíèé. Ïîäñ÷åòû èíòåíñèâíîñòè ïðîâîäèëè äëÿ íå ìåíåå 20 ìèêðîôîòîãðàôèé â 3 ïðåïàðà-

òàõ äëÿ êàæäîãî îïûòà.



íåñïîñîáåí àêòèâèðîâàòüñÿ NaBut, òîãäà êàê äðóãèå èñ-
ñëåäîâàííûå ãåíû ïðåòåðïåâàþò çàìåòíóþ àêòèâàöèþ
òðàíñêðèïöèè â 1.5—6 ðàç (ðèñ. 5). Ýòà àêòèâàöèÿ òðàíñ-
êðèïöèè â ïðèñóòñòâèè NaBut íîñèò äâîéñòâåííûé õà-

ðàêòåð: â îäíèõ ñëó÷àÿõ ïèê àêòèâàöèè ïðèõîäèòñÿ
íà 24 ÷, à çàòåì ÷åðåç 72 ÷ ñëåäóåò åå ñïàä (ãåíû Sox-2 è
Klf4 â êëåòêàõ mEras-Waf1+/+, Oct-4 â êëåòêàõ mEras-
Waf1–/–); â äðóãèõ — òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü òàê-
æå âîçðàñòàåò ÷åðåç 24 ÷, íî äàëåå íå ïàäàåò, à âûõîäèò
íà ïëàòî íà ïðîòÿæåíèè 72 ÷ (Oct-4 â êëåòêàõ
mEras-Waf1+/+; Klf4 â êëåòêàõ mEras-Waf1–/–) (ðèñ. 5).
Ïî-âèäèìîìó, òóò äåéñòâóþò áîëåå òîíêèå ìåõàíèçìû
ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè, íåæåëè äîïîëíèòåëüíîå àöåòè-
ëèðîâàíèå ãèñòîíîâ-ìèøåíåé Í3 è Í4 ãèñòîíàöåòèëòðàí-
ñôåðàçàìè â ïðîìîòîðàõ àíàëèçèðóåìûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ãåíîâ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà HDAC (NaBut). Âïðî-
÷åì, èõ äåòàëüíûé àíàëèç âûõîäèò çà ðàìêè íàñòîÿùåé
ñòàòüè. Òàê êàê êàðòèíà ïîäîáíîé àêòèâàöèè òðàíñêðèï-
öèè äîâîëüíî ðàçíîîáðàçíà ó ðàçíûõ ãåíîâ â äâóõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèÿõ, íå èñêëþ÷åíî, ÷òî ñâîé âêëàä â ýòîò ïðîöåññ
âíîñèò ýêñïðåññèÿ ãåíà CDKN1A, êîäèðóþùåãî áåëîê
ð21/Waf1, èëè åå îòñóòñòâèå.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïðî-
ãðàììû Ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ» (äàííûå ïî ÎÒ-ÏÖÐ è àíàëèçó «êîìåò») è
Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068; äàí-
íûå ïî èììóíîáëîòèíãó è èììóíîôëóîðåñöåíöèè).
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INFLUENCE OF HDAC INHIBITOR SODIUM BUTYRATE ON THE EXPRESSION

OF DNA REPAIR GENES Rad51 AND XRCC5 IN mEras-Waf1+/+ AND mEras-Waf1–/–

TRANSFORMED CELLS
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Mouse embryonal fibroblasts with knockout of CDKN1A gene encoding p21/Waf1 protein transformed by
oncogenes E1A and cHa-ras (mEras-Waf1–/– cell line) have been used to assess the level of DNA repair genes
expression — Rad51 and XRCC5 after treatment with HDAC inhibitor sodium butyrate as compared with their
control counterparts (mEras-Waf1+/+ cells). mEras-Waf1–/– cells are characterized by the elevated amount of
single-stranded DNA breaks and g-H2A.X histone foci associated with these breaks. According to immunofluo-
rescence and immunobloting data, Rad51 and Ku80 proteins are highly expressed in the nuclei of both studied
cell lines. The level of Ku80 is higher in cells with CDKN1A gene knockout. When cells were treated with
DNA-damaging agent adriamycin, there was an additional accumulation of Rad51 foci in the nuclei. However,
sodium butyrate reduced considerably the content of Rad51 and Ku80 proteins both in mEras-Waf1+/+ and
mEras-Waf1–/– cells as well as in the cells treated by adriamycin. RT-PCR and immunobloting data show that
inhibitory effect of sodium butyrate takes place at the level of Rad51 and XRCC5 gene transcription and the
content of Rad51 and Ku80 proteins. The observed suppressive effect of HDACI on DNA repair components
explains in part the mechanisms of antiproliferative function of HDAC inhibitors. Surprisingly, sodium butyra-
te was shown to activate the pluripotent genes transcription in mEras-Waf1+/+ and mEras-Waf1–/– cells, as
exemplified by upregulation of Oct-4, Sox-2, Klf4, implying that these pluripotent genes are under negative
control at the level of chromatin structure.
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