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Ингибиторы гистондеацетилаз (ИГД) обладают антипролиферативными свойствами и являются перспек-
тивными агентами комбинированной противоопухолевой терапии. Ранее нами было показано, что пред-
ставитель семейства ИГД бутират натрия (NaBut) самостоятельно не вызывает двунитевых разрывов ДНК
(ДР-ДНК), однако, подобно генотоксическим агентам, инициирует накопление фосфорилированного
гистона H2AX (γH2AX), являющегося маркером ДР-ДНК. ИГД способны также снижать эффективность
репарации ДНК, поврежденной при генотоксических воздействиях, в трансформированных клетках.
Цель настоящей работы состояла в идентификации сигнальных путей, приводящих к накоплению γH2AX
при действии ИГД в трансформированных клетках. Для этого исследовали роль киназ семейства MAPK в
NaBut-индуцированном фосфорилировании гистона H2AX, а также в ингибировании репарации ДНК.
Мы показали, что накопление γH2AX в трансформированных клетках в ответ на действие NaBut сопро-
вождается снижением уровня фосфорилирования киназ ERK и PKB/Akt. Активирующее фосфорилиро-
вание киназы р38 увеличивается при действии NaBut, вследствие чего накапливается фосфатаза Wip1, что
может быть одной из причин ингибирования репарации ДНК. При этом подавление активности киназы
p38 отменяет NaBut-индуцированное снижение эффективности репарации. Полученные нами результаты
об отмене негативного влияния NaBut на репарацию ДНК при ингибировании MAP-киназы p38, а также
данные о накоплении фосфатазы Wip1 при действии NaBut позволяют предположить, что путь p38/Wip1
вовлечен в NaBut-индуцированное снижение эффективности репарации в трансформированных клетках.
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Одно из первых событий в процессе узнавания и
репарации двунитевых разрывов (ДР) ДНК – марки-
рование места повреждения, в ходе которого проис-
ходит фосфорилирование гистона H2AX в месте раз-
рыва (Rogakou et al., 1998). В зависимости от харак-
тера воздействия, вызвавшего повреждение ДНК, в
клетке активируются разные сигнальные каскады,
поэтому гистон H2AX может быть фосфорилирован
различными киназами. Основными киназами, от-
ветственными за фосфорилирование H2AX, являют-
ся киназы семейства PI3K-подобных киназ (PI3K-
like kinases, PIKK): ATM, ATR и ДНК-ПК (van Atti-
kum, Gasser, 2009). При появлении двунитевых раз-
рывов ДНК, например, после воздействия ионизи-
рующего излучения, в фосфорилировании H2AX
принимают участие киназы ATM и ДНК-ПК, тогда
как ATR активируется при обнаружении длинных
однонитевых участков ДНК, в ответ на репликатив-

ный стресс и ультрафиолетовое облучение (Menolfi,
Zha, 2020).

Ранее нами было показано, что ингибиторы ги-
стондеацетилаз (ИГД), подобно генотоксическим
агентам, вызывают накопление фосфорилирован-
ной формы гистона H2AX (γH2AX) в онкоген-транс-
формированных фибробластах (Abramova et al.,
2011), что, однако, не сопровождается появлением
двунитевых разрывов ДНК (ДР-ДНК) (Abramova et al.,
2011; Gnedina et al., 2022). Накопление γH2AX при
действии ИГД было показано и в других типах опу-
холевых и трансформированных клеток (Gaymes et
al., 2006; Wang et al., 2012), но ни в одной из опубли-
кованных работ не было доказано наличие ДР-ДНК
методом нейтральных комет, специфически выяв-
ляющим именно двунитевые разрывы.

ИГД способны повышать чувствительность ряда
опухолевых клеток к ионизирующему излучению
(Konsoula et al., 2011) и к действию генотоксических
агентов (Abramova et al., 2011; Thurn et al., 2013; Wu et al.,
2017), что сопровождается увеличением количества

Принятые сокращения: ДР – двунитевые разрывы; ИГД – ин-
гибиторы гистондеацетилаз; ДНК-ПК – ДНК-зависимая про-
теинкиназа; NaBut – бутират натрия.
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γH2AX при совместном действии этих факторов.
Многочисленные экспериментальные данные ука-
зывают на способность ИГД модулировать клеточ-
ный ответ на повреждение ДНК (DNA damage re-
sponse, DDR) через изменение экспрессии генов,
кодирующих белки распознавания ДНК-поврежде-
ний и репарации, таких как ATM, BRCA1/2 (Konsou-
la et al., 2011; Thurn et al., 2013), Ku70/Ku80, Rad51,
DNA-PKcs и Mre11 (Adimoolam et al., 2007; Lee et al.,
2010; Munshi et al., 2005; Wu et al., 2017), в раковых, но не
в нормальных клетках (Lee et al., 2010; Munshi et al.,
2005). Способность ИГД сенсибилизировать рако-
вые клетки к терапевтическим агентам, нацеленным
на повреждение ДНК, и их низкая токсичность для
нормальных медленно делящихся клеток позволяет
рассматривать эти вещества как перспективные
агенты противораковой терапии.

Представленная работа направлена на выявление
вероятных мишеней, вовлеченных в сенсибилиза-
цию раковых клеток с помощью ИГД. Такими ми-
шенями могут быть митоген-активируемые проте-
инкиназы (MAP-киназы). MAP-киназы представля-
ют собой семейство серинтреониновых киназ,
передающих сигнал от внешних стимулов (факторов
роста, цитокинов, гормонов) к нижележащим сиг-
нальным белкам, регулирующим различные клеточ-
ные процессы – клеточный рост, пролиферацию,
дифференцировку и пр. MAP-киназы принимают
участие в регулировании ответа клетки на поврежде-
ние ДНК (Sanchez-Prieto et al., 2000; Wu et al., 2006;
Picco, Pagès, 2013), в частности в фосфорилировании
гистона H2AX (Kasibhatla et al., 1998; Lu et al., 2008;
Phong et al., 2010) и регуляции активности белков си-
стемы репарации ДНК (Wu et al., 2006; Golding et al.,
2007; Wei et al., 2011; Wang et al., 2013). Для выявления
сигнальных путей, регулирующих фосфорилирова-
ние H2AX в отсутствие ДР-ДНК в ответ на действие
ИГД, мы исследовали вклад MAP-киназ в накопле-
ние γH2AX, а также ингибирование репарации ДНК
при действии ИГД в трансформированных клетках.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточные линии и воздействия. В работе исполь-

зовали линию трансформированных клеток mERas,
полученную из первичных эмбриональных фиброб-
ластов мыши с помощью Ca-фосфатной трансфек-
ции онкогеном cHa-ras, несущим активирующие то-
чечные мутации в кодонах 12 и 61, и ранним районом
Е1А генома аденовируса человека 5-го типа (Pos-
pelova et al., 1999). Эмбриональные фибробласты
мыши с дезактивирующими мутациями киназы p38
(p38Y182F/Y182F (p38ki/ki), клеточная линия
mERas-p38−/−)), а также с нокаутом киназ JNK1/2
(mERas-JNK−/−) были любезно предоставлены док-
тором Дмитрием Булавиным (Институт исследова-
ний рака и старения Ниццы (IRCAN), INSERM,
Университет Лазурного Берега, CNRS, Ницца,
Франция). Клетки культивировали при 37°C и 5%

CO2 в среде DMEM (Биолот, Россия), дополненной
10% сыворотки FCS (Gibco, США), 2 мМ L-глутами-
на (Биолот, Россия) и содержащей 40 мкг/мл гента-
мицина (Биолот, Россия). Клетки обрабатывали
4 мМ бутирата натрия (NaBut) в течение короткого
(1–4 ч) или длительного времени (24–72 ч) и (или)
ингибиторами киназ МЕК (50 мкМ PD98059), p38
(20 мкМ SB203580), JNK (10 мкМ SP600125), PI3K
(20 мкМ LY294002 или 10 мкМ вортманнина (WM)) в
течение 24 ч.

Вестерн-блотинг белков. Клетки лизировали в бу-
фере PBS, содержащем 1% NP-40, 0.5% дезоксихо-
лата натрия, 0.1% додецилсульфата натрия (SDS),
ингибиторы протеаз и фосфатаз, а также 1 мМ
PMSF. Концентрацию белка измеряли спектрофо-
тометрически при длине волны 595 нм по методу
Бредфорда (Bradford, 1976). Клеточные экстракты
(20–40 мкг) прогревали в буфере для проб (60 мМ
Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% глицерина, 5% β-мер-
каптоэтанола, 0.01% бромфенолового синего) при
95°C в течение 5 мин. Белки разделяли электрофоре-
тически в 10%-ном полиакриламидном геле в при-
сутствии 0.1% SDS, переносили на мембрану PVDF
(Millipore). Мембраны блокировали в течение 1.5 ч
при комнатной температуре в блокирующем буфере
(5%-ное обезжиренное сухое молоко в PBST (PBS с
0.5% Tween 20)) и инкубировали с соответствующи-
ми первичными антителами, разведенными в 1–5%-
ном BSA/PBST, в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре или в течение ночи при 4°C. Мембраны от-
мывали в PBST и инкубировали 1 ч при комнатной
температуре в PBST с 5%-ным молоком, содержа-
щем вторые антитела, коньюгированные с перокси-
дазой хрена. Белки на мембранах выявляли методом
усиления хемилюминесценции (Thermo Sci., США)
и визуализировали на Syngene PXi6 Access. В каче-
стве первичных использовали антитела к следую-
щим белкам: киназе ERK (no. sc-94), p38 (no. sc-535)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc. США), белку репара-
ции Mre11 (no. NB100–142; Novus Biologicals, LLC,
США), к фосфорилированной (р) форме pERK (no.
4377), pp38 (no. 9211), SAPK/JNK (no. 9252), pJNK
(no. 9255), Akt (no. 9272), pAkt (no. 4058), фосфоги-
стону H2AX (γH2AX; no. 2577), фосфатазе Wip1 (no.
11901), белку pp53 (no. 12571), GAPDH (no. 2118) (Cell
Signaling, США).

Оценка эффективности репарации ДР методом ре-
активации транскрипции. Метод реактивации тран-
скрипции (Host Cell Reactivation assay, HCR) для изу-
чения эффективности восстановления как ДР-ДНК,
так и повреждений ДНК другого характера широко
используется в биологических исследованиях (John-
son, Latimer, 2005; Thoms et al., 2007; Sears, Turchi,
2012). В репортерный вектор pGL3basic-luc вносят
ДР в область, кодирующую люциферазу, с помощью
эндонуклеазы рестрикции, что делает невозможным
транскрипцию поврежденного гена до его репара-
ции в клетке-реципиенте. Клетки, рассеянные на
96-луночные планшеты (в среде DMEM с 10% FCS
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без антибиотика) в плотности 10 × 103 кл./лунку,
трансфицировали интактным или линеаризован-
ным вектором pGL3basic-luc с помощью трансфи-
цирующего агента Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
США) в соответствии с инструкцией производителя.
Для контроля эффективности трансфекции клетки
одновременно трансфицировали контрольным век-
тором pRL-TK, экспрессирующим люциферазу Re-
nilla.

Через 16 ч после трансфекции клетки оставляли
необработанными или обрабатывали специфиче-
скими ингибиторами киназ отдельно или совместно
с NaBut в течение 24 ч, после чего клетки лизировали
и измеряли в лизатах активность люциферазы с ис-
пользованием набора для репортерного анализа с
двумя люциферазами – Firef ly и Renilla (Promega,
США) на люминометре TD-20/20 (Turner Design,
США) в соответствии с инструкцией производителя.
Результаты вычисляли в изменениях активности
люциферазы Firefly относительно активности люци-
феразы Renilla (в разах). По активности люцифера-
зы, синтезированной после восстановления повре-
жденной плазмидной ДНК, оценивали эффектив-
ность репарации ДР. Люциферазная активность в
клетках с поврежденной ДНК, не обработанных
агентами, принята за 1 ед. Было проведено не менее
трех независимых экспериментов по совместной
трансфекции. На графиках представлены средние
значения из трех независимых экспериментов и
ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Индуцированное NaBut накопление H2AX сопро-
вождается изменением активности МАР-киназ. ИГД

вызывают накопление фосфорилированной формы
гистона H2AX (γH2AX) (Gaymes et al., 2006; Abramo-
va et al., 2011; Wang et al., 2012). Однако в отличие от ге-
нотоксических агентов, также индуцирующих накоп-
ление γH2AX, действие ИГД не приводит к ДР-ДНК
(Abramova et al., 2011; Gnedina et al., 2022). Данные
вестерн-блот-анализа (рис. 1) показывают, что ин-
дуцированное NaBut накопление фосфорилирован-
ной формы H2AX сопровождается изменением актив-
ности белков семейства MAP-киназ. Установлено, что
NaBut вызывает накопление фосфорилированых
форм киназ p38 и JNK1 в клетках mERas (рис. 1). Уве-
личение содержания γH2AX и активированных (фос-
форилированных) форм киназ p38 и JNK1 обнару-
живается через 24 ч после добавления NaBut к клет-
кам и продолжает увеличиваться до 72 ч действия
агента. Стоит отметить, что NaBut не изменяет фос-
форилирования киназы JNK2, являющейся поло-
жительным регулятором белка p53, в отличие от
JNK1 (Fogarty et al., 2003; Tafolla et al., 2005). Активи-
рующее фосфорилирование MAP-киназы ERK, а
также киназы PKB/Akt, наоборот, уменьшается при
действии NaBut с течением времени (рис. 1). По дан-
ным вестерн-блотинга с антителами против фосфо-
рилированных форм киназ видно, что NaBut приво-
дит практически к полной инактивации ERK и
PKB/Akt в клетках mERas.

Таким образом, индуцированное NaBut фосфо-
рилирование гистона H2AX сопровождается актива-
цией киназ p38 и JNK1 и снижением активности
ERK и PKB/Akt.

Роль МАР-киназ в регулировании базального и ин-
дуцированного фосфорилирования гистона H2AX. Для
изучения вовлеченности МАР-киназ в фосфорили-
рованиe гистона H2AX анализировали изменение

Рис. 1. Вестерн-блоты белков клеток mERas, необработанных или обработанных ингибитором HDAC бутиратом натрия
(NaBut) в течение 1–72 ч, с антителами к фосфорилированной форме гистона H2AX (γH2AX), а также к тотальным и фосфо-
рилированным формам киназ ERK, p38, JNK и Akt. Gapdh использован в качестве контроля нагрузки.
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содержания γH2AX при подавлении активности со-
ответствующих киназ, как с помощью специфиче-
ских химических ингибиторов, так и на генетиче-
ском уровне. Результаты вестерн-блотинга пока-
зывают, что подавление активности киназ ERK и
JNK специфическими ингибиторами PD98059 и
SP600125 соответственно снижает базальный уровень
фосфорилированности H2AX (рис. 2а). Ингибитор ки-
назы p38, вещество SB203580, увеличивает экспрессию
γH2AX (рис. 2а). Также по результатам вестерн-блотин-
га видно, что содержание γH2AX повышено в клетках
mERas с генетически инактивированной киназой p38
(mERas(p38–/–)) по-сравнению с нативными клет-
ками mERas (рис. 2в), что подтверждает негативную
роль киназы p38 в фосфорилировании H2AX.

Индуцированное NaBut фосфорилирование
H2AX не снижается при подавлении MAP-киназ
p38, JNK или ERK специфическими химическими ин-
гибиторами (рис. 2а, б). Только ингибитор PI3-киназы

WM или специфические ингибиторы PI3-подобных
киназ ДНК-ПК и АТМ отменяют NaBut-индуциро-
ванное накопление γН2АХ (рис. 2б). Соответствующие
результаты получены при использовании клеток, в
которых активность киназ p38 и JNK подавлена с
помощью генетических модификаций. Данные ве-
стерн-блотинга (рис. 2г) показывают, что в клетках
mERas с инактивированными киназами р38 или
JNK (mERas(p38–/–) и mERas(JNK–/–) соответ-
ственно) NaBut вызывает накопление γН2АХ с тече-
нием времени (рис. 2г), как и в контрольных транс-
формантах mERas.

При подавлении активности киназы p38 усиливает-
ся индуцированная NaBut экспрессия γН2АX (рис. 2).
На рисунке 2г видно, что при сниженной активно-
сти киназы p38 в клетках mERas(p38–/–) γH2AX на-
капливается быстрее при действии NaBut, достигая
максимального уровня уже через 24 ч действия аген-
та. При этом уровень γH2AX, накопленный в резуль-

Рис. 2. Вестерн-блоты с антителами к фосфорилированной форме гистона H2AX (γH2AX) белков клеток mERas с нормаль-
ными (а, б) или инактивированными (в, г) формами киназ JNK (mERas(JNK–/–) или p38 (mERas(p38–/–). а, б – Клетки
mERas не обработаны (−) или обработаны ингибиторами (инг) МАР-киназ или киназ PI3, ATM, Chk1 или ДНК-ПК отдель-
но, или в комбинации с NaBut в течение 24 ч. в – Базальный уровень γH2AX в контрольных клетках mERas и в клетках с инак-
тивированной киназой p38 (mERas(p38–/–)). г – Клетки не обработаны или обработаны NaBut в течение 24–72 ч. Gapdh ис-
пользован в качестве контроля нагрузки. Обозначения: PD – PD98059 (ингибитор киназы ERK); SB – SB203580 (ингибитор
киназы p38); SP – SP600125 (ингибитор киназы JNK1/2); WM и LY – соответственно вортманн и LY294002 (ингибиторы ки-
назы PI3).
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тате действия NaBut, значительно превышает коли-
чество γH2AX в случае интактной p38 (рис. 2а, г).

Таким образом, подавление активности MAP-ки-
наз не отменяет индуцированное NaBut накопление
γH2AX, а ингибирование MAP-киназы p38, наобо-
рот, приводит к увеличению количества γH2AX, как
базального, так и индуцированного NaBut.

Роль MAP-киназ в индуцированном ИГД подавле-
нии репарации в трансформированных клетках. Ранее
было показано, что ИГД пролонгируют существова-
ние фокусов γH2AX, индуцированных генотоксиче-
ским воздействием (облучением, ингибиторами то-
поизомеразы II), благодаря снижению эффективно-
сти репарации ДНК в трансформированных клетках
(Abramova et al., 2011; Gnedina et al., 2022). Для иден-
тификации сигнальных путей, приводящих к ИГД-
зависимому ингибированию репарации, анализиро-
вали влияние MAP-киназ на репарацию ДР-ДНК
методом реактивации транскрипции поврежденной
ДНК в клетке-реципиенте. Данные экспериментов
по реактивации транскрипции показывают, что
фармакологическое ингибирование PI3-киназы или
PI3-подобных киназ ДНК-ПК и ATM снижает эф-
фективность репарации ДР (рис. 3а, светлые столб-

цы), тогда как ингибирование киназ ERK, JNK и p38
не влияет на эффективность базальной репарации
(рис. 3а).

Индуцированное NaBut ингибирование репара-
ции ДНК (рис. 3а, б, темные столбцы) отменялось
только при подавлении активности киназы p38 ве-
ществом SB203580. Подобные результаты, свиде-
тельствующие об определяющей роли киназы p38 в
ИГД-зависимом ингибировании репарации, были
получены при использовании клеток с генетически
инактивированными киназами (рис. 3б). В клетках с
инактивированной киназой JNK ДНК-репарация
снижается в присутствии NaBut, как и в контроль-
ных клетках mERas (рис. 3а, б). Однако в клетках,
экспрессирующих p38 с инактивирующими мутаци-
ями, NaBut не снижает эффективность восстановле-
ния ДР. Полученные результаты позволяют рассмат-
ривать киназу p38, как один из возможных опреде-
ляющих факторов в ИГД-индуцированной задержке
репарации ДНК в трансформированных клетках.

Вестерн-блот, представленный на рис. 3в, демон-
стрирует эффективность работы ингибиторов киназ,
использованных нами. Вещество PD98059 снижает
содержание фосфорилированных форм киназ

Рис. 3. Реактивация клетками-хозяевами транскрипции поврежденного эндонуклеазой гена люциферазы вектора pGL3-luc
в контрольных клетках mERas (а) и в клетках mERas с инактивированными формами киназы JNK (JNK–/–) или p38
(p38‒/‒) (б). Клетки трансфицировали интактным или поврежденным вектором pGL3-luc и инкубировали без NaBut (серые
столбики) или в присутствии NaBut (темные столбики) отдельно или в комбинации с ингибиторами (инг) MAP-киназ p38
(SB), ERK (PD, PD03), JNK (SP) или киназ ДНК-ПК, ATM/ATR или PI3K (WM, LY) в течение 24 ч. Относительную актив-
ность люциферазы, соответствующую эффективности репарации ДНК при действии химических веществ, рассчитывали по
отношению к эффективности восстановления транскрипции гена люциферазы в ничем не обработанных клетках mERas.
PD03 – PD0325901, другие обозначения те же, что и на рис. 2.
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ERK1/2 и PKB/Akt (рис. 3в), а его ингибирующая
активность в отношении вышележащих киназ в кас-
кадах MEK/ERK и PI3K/Akt описана в литературе
(Ye et al., 2018). Более специфичный ингибитор для
MEK/ERK-пути вещество PD0325901 снижает со-
держание только pERK1/2. Ингибиторы PI3-киназы
вещества LY294002 и WM уменьшают уровень фос-
форилированности PKB/Akt. Ингибиторы киназ
p38 и JNK не влияют на фосфорилированность этих
киназ, а изменяют только их активность. Вещество
SB203580 ингибирует каталитическую активность
MAP-киназы p38 через связывание с АТФ-связыва-
ющим карманом киназы (Young et al., 1997) и не ин-
гибирует фосфорилирование p38 (Kumar et al., 1999).
Вещество SP600125 ингибирует активность киназ
JNK за счет конкурирования за сайт связывания с
АТФ (Bennett et al., 2001) и также не влияет на фос-
форилирование самих киназ семейства JNK.

Таким образом, мы показали, что индуцирован-
ное NaBut ингибирование репарации ДНК отменя-
лось только при подавлении активности МАР-кина-
зы p38, как при использовании специфического хи-
мического ингибитора p38, так и при ее
генетической инактивации.

Ингибитор гистон-деацетилаз бутират натрия акти-
вирует фосфатазу Wip1. Для выяснения возможной
роли MAP-киназы p38 в ИГД-зависимой задержке
репарации ДНК и накоплении γH2AX в трансфор-
мированных клетках исследовали влияние NaBut на
изменение нижележащей мишени p38 фосфатазы
Wip1 (Lowe et al., 2012). Фосфатаза Wip1 является
членом семейства серин-треониновых фосфатаз
PP2C, которая способна как самостоятельно дефос-
форилировать гистон H2AX (Cha et al., 2010; Moon et
al., 2010), так и через инактивирование киназы ATM

(Shreeram et al., 2006) снижать количество γH2AX, в
результате чего нарушается рекрутирование важных
факторов репарации ДНК к поврежденным участ-
кам и задерживается репарация ДР ДНК.

Результаты вестерн-блоттинга показывают, что
NaBut параллельно с накоплением активированной
формы киназы p38 вызывает накопление онкосу-
прессорного белка p53 и, как следствие, увеличение
содержания фосфатазы Wip1 в трансформирован-
ных клетках mERas (рис. 4а).

Ранее нами было показано, что ИГД-индуциро-
ванное нарушение репарации ДНК в трансформи-
рованных клетках связано с дерегуляцией ключевых
репарационных белков, а именно с уменьшением
пула фосфорилированного белка репарации ДР
Mre11 и накоплением его гипофосфорилированной
и укороченной неактивной формы (Gnedina et al.,
2022). Для изучения возможной роли фосфатазы
Wip1 в дефосфорилировании и инактивировании
белка Mre11 клетки mERas были обработаны NaBut
отдельно или совместно с ингибитором фосфатаз ока-
даиковой кислотой. Результаты вестерн-блот-анализа
показывают, что окадаиковая кислота предотвращает
индуцированное NaBut появление гипофосфорили-
рованного белка Mre11, а также его укороченной не-
активной формы (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на наличие новых терапевтических
стратегий, распространенной тактикой противоопу-
холевой терапии остается применение генотоксиче-
ских агентов. Генотоксические агенты вызывают
разрывы ДНК, которые сопровождаются накопле-
нием маркера ДР-ДНК фосфорилированной формы
гистона H2AX (γH2AX) (Rogakou et al., 1998; van Atti-
kum, Gasser, 2009). ИГД самостоятельно не вызыва-
ют ДР-ДНК, однако, подобно генотоксическим
агентам, вызывают накопление γH2AX (Gaymes
et al., 2006; Abramova et al., 2011; Wang et al., 2012), а
также продлевают существование фокусов γH2AX,
индуцированных генотоксическими воздействиями
(Abramova et al., 2011), что позволяет предположить
такую реорганизацию клеточного ответа на повре-
ждение ДНК при действии ИГД в трансформиро-
ванных клетках, которая приводит к нарушению или
невозможности восстановления повреждений ДНК,
вызванных генотоксическими агентами. Для иден-
тификации сигнальных путей, приводящих к накоп-
лению γH2AX при действии ИГД в трансформиро-
ванных клетках, нами исследована роль представи-
телей семейства MAP-киназ.

Мы показали, что индуцированное NaBut фосфо-
рилирование гистона H2AX сопровождается актива-
цией киназ p38 и JNK1 и снижением активности
ERK и PKB/Akt (рис. 1). Подавление активности ки-
наз ERK и JNK уменьшало базальный уровень
γH2AX, но не отменяло NaBut-индуцированного

Рис. 4. Вестерн-блоты белков из клеток mERas, обрабо-
танных только NaBut в течение 24 ч (а) и NaBut отдельно
или совместно с ингибитором фосфатаз окадаиковой
кислотой (ОК) в течение 6 ч (б). ОК отменяет индуциро-
ванное NaBut появление гипофосфорилированной фор-
мы (Гипо-р) репарационного белка Mre11; Гипер-р и
Укороч – гиперфосфорилированная и укороченная фор-
ма Mre11 соответственно.
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фосфорилирования H2AX и не влияло на задержку
репарации ДР-ДНК, обусловленную действием
NaBut (рис. 3). Ингибирование MAP-киназы p38
увеличивало как базальное, так и индуцированное
NaBut фосфорилирование H2AX (рис. 2). Индуци-
рованное NaBut ингибирование репарации ДНК от-
менялось при снижении активности p38 как при ис-
пользовании специфического химического ингибито-
ра p38, так и при генетической инактивации (рис. 3).

В литературе широко представлены данные о ро-
ли MAP-киназ в клеточном ответе на повреждения
ДНК. Сигнальный путь MEK/ERK участвует в регу-
лировании клеточного ответа на ДНК-поврежде-
ния, способствуя остановке клеточного цикла (Wu
et al., 2006; Yan et al., 2007) для предотвращения деле-
ния с поврежденной ДНК и инициирования репара-
ции. Также ERK может осуществлять регулирование
фосфорилирования гистона H2AX через модуляцию
активности киназ ATM и ATR (Wu et al., 2006; Gold-
ing et al., 2007).

Киназы JNK вовлечены в регулирование ответа
клетки на повреждение ДНК и репарации через
транскрипционный фактор p53 (Picco, Pagès, 2013),
изменяя его стабильность и активность. Киназы
JNK могут также непосредственно фосфорилиро-
вать гистон H2AX по положению Ser139 в ответ на
генотоксические воздействия (Lu et al., 2006; Sluss,
Davis, 2006).

МАР-киназы семейства p38 активируются в ответ
на повреждение ДНК, накапливаются преимуще-
ственно в ядре, где стабилизируют и активируют
транскрипционный фактор p53 (Sanchez-Prieto et al.,
2000), следствием чего является пролиферативный
блок клеточного цикла G1/S, репарация ДНК и
(или) запуск апоптоза. Существуют противоречивые
данные о влиянии киназ p38 на фосфорилирование
гистона H2AX. С одной стороны, показано, что ин-
гибирование активности p38 не отменяет экспрес-
сию γH2AX, вызванную генотоксическим воздей-
ствием, в клетках HeLa, и активирует апоптоз
(Phong et al., 2010). С другой стороны, ингибирова-
ние p38 снижает фосфорилирование H2AX и апо-
птоз, индуцированные сывороточным голоданием в
трансформированных кератиноцитах (Lu et al.,
2008). Более того, p38 способны непосредственно
фосфорилировать H2AX, что необходимо для ин-
дукции апоптоза, вызванного сывороточным голо-
данием (Lu et al., 2008).

Показанная нами активация MAP-киназы p38
при действии ИГД приводит к p53-зависимому на-
коплению фосфатазы Wip1 (рис. 4). Серин-треони-
новая фосфатаза Wip1 вовлечена в передачу сигнала
о повреждении ДНК (Cha et al., 2010; Moon et al.,
2010) и способна как самостоятельно дефосфорили-
ровать гистон γH2AX (Cha et al., 2010; Moon et al.,
2010), так и через инактивирование киназы ATM
(Shreeram et al., 2006) снижать количество γH2AX, в
результате чего нарушается рекрутирование важных

факторов репарации ДНК к поврежденным участкам и
задерживается репарация ДР-ДНК (Moon et al., 2010).
Полученные результаты о накоплении Wip1 при
действии NaBut позволяют сделать предположение
о ее роли в NaBut-зависимом ингибировании репа-
рации.

Ранее нами было показано, что снижение эффек-
тивности восстановления ДР-ДНК при действии
NaBut в трансформированных клетках связано с нару-
шением стабильности одного из компонентов репара-
ционного комплекса MRN (Nbs1/Rad50/Mre11) белка
Mre11 (Gnedina et al., 2022). NaBut вызывает накопле-
ние гипофосфорилированной формы Mre11, а также
его неактивной укороченной формы (Gnedina et al.,
2022). Известно, что дефосфорилирование белка
Mre11 является инициирующим событием для его
дальнейшего протеолиза до укороченной формы,
лишенной ДНК-связывающей и нуклеазной актив-
ности (Nicholson et al., 2017). Инактивацию ком-
плекса MRN связывают с повышением чувствитель-
ности опухолевых клеток к генотоксической тера-
пии за счет снижения эффективности репарации
повреждений ДНК (Bian et al., 2019).

Мы предположили участие фосфатазы Wip1 в де-
стабилизации репарационного белка Mre11 и пока-
зали, что ингибитор фосфатаз окадаиковая кислота,
подавляющая активность Wip1 (Fiscella et al., 1997),
отменяет NaBut-индуцированное накопление гипо-
фосфорилированной формы белка Mre11 и его неак-
тивной укороченной формы в трансформированных
клетках (рис. 4б). Таким образом, индуцированная
NaBut инактивация белка Mre11, опосредованная фос-
фатазой Wip1, предотвращает последующую сборку
комплекса репарации и восстановление поврежден-
ной ДНК, что и может объяснять ИГД-зависимое
ингибирование репарации ДР-ДНК и персистиро-
вание фокусов γH2AX. Действие генотоксических
агентов на клетки с модифицированной подобным
образом системой ответа на ДНК-повреждения и ре-
парации приводит к накоплению ДР-ДНК, репара-
ция которых затруднена. Следовательно, можно
предположить, что ИГД, самостоятельно не вызы-
вая ДР, модифицируют систему ответа клетки на
ДНК-повреждения таким образом, что сенсибили-
зируют клетки к генотоксическому стрессу, препят-
ствуя репарации вносимых ими повреждений ДНК.

Фосфатаза Wip1 в настоящее время активно изу-
чается как потенциальная мишень комбинирован-
ной противоопухолевой терапии в сочетании с гено-
токсическими агентами. Однако четкого видения, в
каком направлении необходимо изменение актив-
ности Wip1, пока нет. Существуют данные о повы-
шении чувствительности опухолевых клеток к гено-
токсическим агентам при ингибировании Wip1 (Be-
lova et al., 2005; Pechackova et al., 2016). С другой
стороны, увеличение апоптотической гибели р53-
негативных опухолевых клеток при действии гено-
токсических агентов происходило при повышении
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экспрессии фосфатазы Wip1 через активацию тран-
скрипции гена проапоптотического белка Bax (Go-
loudina et al., 2012; Eren et al., 2021).

Предложенная нами модель сенсибилизации
трансформированных клеток к ДНК-повреждающим
воздействиям с помощью фосфатазы Wip1 через де-
фосфорилирование и инактивирование репарацион-
ного белка Mre11 еще нуждается в дополнительном
обосновании в исследованиях с применением более
специфических ингибиторов фосфатазы и методов ге-
нетической инактивации wip1. Однако полученные
результаты позволяют сделать предположение об
участии p38/Wip1-пути в ИГД-индуцированном на-
коплении γH2AX и ингибировании репарации ДНК
в трансформированных клетках.
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The Role of MAP Kinases in the Induced Histone H2AX Phosphorylation
in Transformed Cells
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Previously, we have shown that inhibitors of histone deacetylases (HDIs) do not induce DNA double strand breaks
(DNA DSBs). However, like genotoxic agents, HDIs initiate the accumulation of phosphorylated histone H2AX
(γH2AX), which is a DNA DSB marker. HDIs can also reduce the efficiency of repair of DNA damaged by genotoxic
effects in transformed cells. The aim of this work was to identify the signaling pathways leading to the accumulation
of γH2AX under the HDIs treatment in transformed cells. There was considered the role of the MAPK family kinas-
es in phosphorylation of histone H2AX as well as inhibition of DNA repair induced with HDI sodium butyrate
(NaBut). It was shown that the accumulation of γH2AX under the NaBut treatment is accompanied by a decrease
of the ERK and PKB/Akt kinases phosphorylation level in transformed cells. The activating phosphorylation of p38
kinase increases under the NaBut treatment, causing Wip1 phosphatase accumulation, which may be one of the rea-
sons for the DNA repair inhibition. Suppression of p38 kinase activity abolishes the NaBut-induced inhibition of
repair efficiency. The data obtained suggest the role of the p38/Wip1 pathway in the HDIs-induced decrease in re-
pair efficiency in transformed cells.

Keywords: HDAC inhibitor, sodium butyrate, histone H2AX phosphorylation, MAP kinase, DNA repair, Wip1
phosphatase


