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Для выявления факторов, способствующих устойчивости трансформированных клеток к действию инги-
биторов гистондеацетилаз (HDAC), сравнивали изменения активностей основных пролиферативных сиг-
нальных каскадов в клетках, чувствительных и устойчивых к проапоптотическому действию ингибиторов
HDAC. Было установлено, что индукция апоптоза ингибитором HDAC бутиратом натрия в трансформи-
рованных клетках происходила на фоне конститутивно активированного состояния киназы PKB/Akt, то-
гда как в устойчивых к ингибиторам HDAC клетках фосфорилирование PKB/Akt снижалось при действии
бутирата натрия. Была показана нелинейная временная динамика изменения активности киназы ERK.
Фосфорилирование киназы ERK в устойчивых клетках увеличивалось в первые 24 ч действия агента с по-
следующим снижением активности, тогда как в апоптотических трансформированных клетках наблюдали
обратную, зависящую от времени, динамику активности ERK. Установлено, что преодоление устойчиво-
сти к ингибиторам HDAC возможно при ингибировании MEK/ERK пути: устойчивые клетки начинали
погибать через 48 ч совместного действия бутирата натрия и ингибитора MEK/ERK-пути вещества
PD098059. Исследование сигнального каскада Wnt/β-катенин показало, что β-катенин накапливается и
активируется только в устойчивых к ингибиторам HDAC клетках. Таким образом, полученные результаты
указывают, что изменение активности β-катенина является одной из причин устойчивости к апоптотиче-
скому действию бутирата натрия, а повышенная активность киназных путей PI3K/PKB/Akt и MEK/ERK яв-
ляется предпосылкой для наиболее эффективного антипролиферативного действия ингибиторов HDAC.
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Ингибиторы HDAC вызывают разнообразные
антипролиферативные эффекты в трансформиро-
ванных клетках: остановку клеточного цикла, диф-
ференцировку, аутофагию, старение или клеточную
гибель (апоптоз) в зависимости от клеточного кон-
текста, а также от мутаций, вызвавших конкретное
злокачественное преобразование. В связи с мощным
антипролиферативным потенциалом ингибиторов
HDAC в отношении раковых клеток и отсутствием
токсичности в нормальных клетках (Bolden et al.,
2013; Insinga et al., 2005) эти вещества в настоящее
время являются объектом интенсивных исследова-
ний, как перспективные для противораковой тера-
пии. Однако, как было отмечено выше, не во всех
опухолевых клетках ингибиторы HDAC индуцируют
гибель, что снижает потенциал этих агентов в отно-
шении противоопухолевой терапии и ставит вопрос
о поиске механизмов преодоления устойчивости
опухолевых клеток к ингибиторам HDAC.

Во многих исследованиях отмечается, что актива-
ция MAP-киназных сигнальных путей является од-
ним из механизмов устойчивости к противораковым
агентам, включая ингибиторы HDAC. Так, было по-
казано, что ингибитор HDAC депсипептид FK228
индуцирует апоптоз в клетках рака легких A549, ко-
торый сопровождается снижением фосфорилирова-
ния киназ ERK1/2 и PKB/Akt. При этом подчерки-
вается важность сигнального киназного пути
MEK/ERK в устойчивости к апоптозу, индуциро-
ванному ингибиторами HDAC, поскольку повы-
шенная активность только MEK/ERK-пути, но не
PKB/Akt, снижала проапоптотическое действие ин-
гибиторов HDAC (Yu et al., 2007). В работе других ав-
торов показана обратная картина для тех же опухо-
левых клеток (A549 и HCT116, несущих мутации в
белке Ras), в которых усиление цитотоксического
эффекта ингибитора HDAC ромидепсина происхо-
дило при ингибировании любого из киназных путей –
MEK/ERK или PI3K/PKB/Akt (Bahr et al., 2016).
Принимая во внимание, что MAP-сигнальные ки-
назные пути обычно конститутивно активированы

Принятые сокращения: HDAC – гистоновые деацетилазы;
SA β-Gal – cвязанная со старением бета-галактозидаза.
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при злокачественной трансформации клеток, мож-
но предположить, что устойчивость или чувстви-
тельность клеток к действию цитоксических агентов
является результатом соответствующей адаптации
MAP-киназных сигнальных путей.

Ранее нами было показано, что антипролифера-
тивный эффект бутирата натрия связан со стабили-
зацией ключевого регулятора сигнального пути Wnt
β-катенина (Abramova et al., 2006, 2010). Данные о
роли Wnt/β-катенинового сигнального пути в про-
цессах онкогенеза и апоптоза в настоящий момент
противоречивы. Существуют данные как о стимули-
ровании онкопатологии при конститутивной акти-
вация β-катенина (Conrad et al., 2012; Kageshita et al.,
2001), так и о более положительном прогнозе для па-
циентов с высоким цитоплазматическим и ядерным
уровнем β-катенина ( Maelandsmo et al., 2003; Chien
et al., 2009; Meyer et al., 2012; Zimmerman et al., 2013).

Показано, что активированный сигнальный путь
Wnt/β-катенин приводил к ингибированию высво-
бождения цитохрома с и последующую активацию
каспазы-9, индуцированных химиотерапевтически-
ми препаратами (Chen et al., 2001). Также показано,
что активность сигнального пути Wnt/β-катенин
снижается в апоптотирующих клетках, тогда как в
устойчивых эпителиальных клетках путь Wnt/β-ка-
тенин активирован (Donmez et al., 2016). Существу-
ют также противоположные данные об индукции
апоптоза при оверэкспрессии β-катенина (Kim et al.,
2000; Zimmerman et al., 2013). Поскольку установле-
на вовлеченность пути Wnt/β-катенин в регулирова-
ние апоптоза, в настоящее время активно изучается
взаимосвязь β-катенина и антиапоптотического
сигнального пути, ключевым игроком которого яв-
ляется транскрипционный фактор NFκB. Было по-
казано взаимное влияние сигнальных путей β-кате-
нин/TCF и NFκB в разных раковых клетках (Cho et
al., 2008; Nejak-Bowen et al., 2013; Le Henaff et al.,
2015; Liu et al., 2016). В целом, молекулярные основы
чувствительности опухолевых клеток к химиотера-
певтическим агентам далеки от понимания.

Цель представленной работы заключалась в вы-
яснении молекулярных механизмов, определяющих
устойчивость трансформированных клеток к дей-
ствию ингибиторов HDAC. Сравнивали влияние
пролонгированного действия бутирата натрия на ак-
тивность сигнальных каскадов, регулирующих кле-
точный ответ на стрессовые воздействия, в клетках,
чувствительных и устойчивых к действию ингибито-
ров HDAC. Исследовали активность сигнальных
каскадов PKB/Akt, MEK/ERK, NFκB, а также
Wnt/β-катенина в нескольких линиях клеток чело-
века, несущих мутации, наиболее часто встречаю-
щиеся в опухолях человека – мутации гена ras.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточные линии. Клетки колоректальной карци-

номы человека HCT116, аденокарциномы легкого
человека A549 и эмбриональные клетки почки чело-
века HEK293 были получены из Российской коллек-

ции клеточных культур позвоночных (Институт ци-
тологии РАН, Санкт-Петербург, Россия). Коме того,
исследования проводили на линии стабильно транс-
формированных клеток, полученных из эмбрио-
нальных фибробластов мыши путем переноса пары
комплементирующих онкогенов Е1А и cHa-ras (ли-
ния mERas) (Pospelova et al., 1999). Все клетки куль-
тивировали в среде DMEM, содержащей 10% эмбри-
ональной бычьей сыворотки и антибиотик гентами-
цин. Клетки обрабатывали в течение 24–72 ч одним
из следующих ингибиторов HDAC: бутиратом натрия
(4 мМ), вальпроевой кислотой (2 мМ), трихостати-
ном А (TSA; 200 нМ) или вориностатом (SAHA;
2.5 мкМ) (все от Sigma-Aldrich, США), а также инги-
битором киназы MEK веществом PD098059 (Calbio-
chem, США).

Жизнеспособность клеток. Оценивали метаболи-
ческую активность клеток по способности восста-
навливать 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нил-тетразолиум бромид (реагент МТТ) (Sigma) в
нерастворимый формазан, который имеет пурпур-
ное окрашивание. Для этого клетки рассеивали на
96-луночные платы при плотности 2 × 103 клеток на
ячейку и культивировали в присутствии или отсут-
ствие соответствующих ингибиторов в течение 24–
72 ч. Клетки инкубировали в растворе МТТ в конеч-
ной концентрации 0.5 мг/мл, приготовленном на
PBS, 1.5 ч при 37°С в СО2-инкубаторе, после чего
среду культивирования удаляли, а клетки лизирова-
ли в ДМСО. Оптическую плотность продукта реак-
ции определяли в каждой лунке при длине волны
570 нм на Multiscan-EX (Thermo Labsystems Co., Ки-
тай), используя ДМСО в качестве нулевого контроля.

Распределение клеток по фазам клеточного цикла.
Использовали метод проточной цитофлуориметрии.
Клетки промывали фосфатно-солевым буферным
раствором (PBS), обрабатывали сапонином в конеч-
ной концентрации 0.01% в течение 30 мин и отмывали
от сапонина раствором PBS. Пермеабилизованные
клетки инкубировали в присутствие РНКазы А (100
мкг/мл) и иодида пропидия (10 мкг/мл) 15 мин при
37°С с последующим анализом на проточном цито-
флуориметре Coulter Epicks XL (Bechman, США).

Выявление маркера старения SA β-Gal. Клетки,
посеянные на стеклах, промывали PBS и фиксиро-
вали в 3%-ном формальдегиде в течение 20 мин при
комнатной температуре, промывали PBS и инкуби-
ровали в течение 18 ч при 37°С в растворе для выяв-
ления активности SA β-Gal следующего состава:
1 мг/мл 5-бром-4-хлор-3-индолил-β-D-галактозида
(X-Gal); 40 мМ буфера, содержащего лимонную кис-
лоту и фосфат натрия pH 6.0; 5 мМ красной кровя-
ной соли и 5 мМ желтой кровяной соли; 150 мМ NaCl
и 2 мМ MgCl2 (Dimri et al., 1995). Анализ (выявление SA
β-Gal по голубой окраске) и фотографирование гото-
вых препаратов проводили на микроскопе Leica (Гер-
мания) в проходящем свете.

Вестерн-блот-анализ. Клетки лизировали в буфе-
ре PBS, содержащем 1% NP-40, 0.5% дезоксихолата
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натрия, 0.1% додецилсульфата натрия (SDS), инги-
биторы протеаз, фосфатаз (1 мМ ортованадата на-
трия, 5 мМ EGTA, 10 мМ фторида натрия) и 1 мМ
PMSF. Белки разделяли электрофоретически в 8–
12%-ном полиакриламидном геле и переносили на
мембрану PVDF. Мембраны со связанными на них
белками промывали в растворе PBST (PBS, содержа-
щий 0.5% Tween 20), инкубировали 2 ч в 5%-ном
обезжиренном молоке, приготовленном на PBST.
После этого мембраны в течение ночи инкубирова-
ли в растворе PBST, содержащем 1% бычьего сыво-
роточного альбумина и соответствующие специфи-
ческие антитела при 4°С. Мембраны отмывали PBST
и инкубировали 1 ч при комнатной температуре в
5%-ном молоке на PBST, содержащем вторые анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой хрена. Бел-
ки на мембранах выявляли методом усиления хеми-
люминесценции (Thermo Sci., США). В качестве
первичных были использованы моноклональные
антитела против следующих белков: α-тубулина
(T5168; Sigma), субъединицы p65 фактора NFκB
(sc-372) и его ингибиторного белка IkBα (sc-371), ки-
наз ERK1/2 (sc-94) и Akt (sc-5298), β-катенина (sc-
7963) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., США), а также
против фосфорилированных форм киназ pERK
(4377) и pAkt (4060), а также Gapdh (14C10) ( все от
Cell Signalling, США). В качестве вторичных исполь-
зовали антитела кролика против иммуноглобулинов
мыши или антитела козла против имммуноглобули-
нов кролика, коньюгированные с пероксидазой хре-
на (Sigma, США).

Временные трансфекции и анализ люциферазной
активности. Для исследования активности тран-
скрипционного фактора NFκB клетки трансфици-
ровали репортерным вектором, кодирующим люци-
феразу светлячка, под контролем промотора, содер-
жащего каноническую последовательность для
связывания транскрипционного комплекса NFκB
(NFκB-luc). Для изучения влияния бутирата натрия
на активность транскрипционного комплекса
TCF/β-катенин использовали кодирующую люци-
феразу светлячка репортерную конструкцию TOP-
flash, которая содержит минимальный промотор ге-
на c-fos, включающий в себя область для связывания
транскрипционного фактора TCF, а также кон-
струкцию FOP-flash, содержащую мутацию в обла-
сти связывания TCF. Репортерные плазмиды TOP-
Flash и FOP-Flash были любезно предоставлены
доктором М. Бордонаро (Geisinger Commonwealth
School of Medicine, Скрантон, США). В качестве
внутреннего контроля трансфекции использовали
экспрессию люциферазы Renilla. Клетки трансфи-
цировали репортерными плазмидами, используя ре-
агент Lipofectamine-2000 (Invitrogen, США), согласно
протоколу фирмы производителя. Через 24 ч после
трансфекции клетки обрабатывали соответствующи-
ми агентами. Через 48–72 ч после трансфекции клетки
снимали и процессировали согласно инструкции
производителя для измерения активности люцифе-
разы. Люциферазную активность определяли на лю-

минометре TD-20/20 (Turner Designs, США). Каж-
дый эксперимент повторяли не менее трех раз.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Различный пролиферативный ответ опухолевых

клеток на действие бутирата натрия. Методом про-
точной цитофлюориметрии было показано, что бу-
тират натрия вызывает апоптоз в двух линиях из че-
тырех исследованных – в HCT116 и HEK293. Так, в
клетках HCT116 бутират натрия вызывает снижение
доли клеток в фазе синтеза S и накопление в фазе G2
клеточного цикла (рис. 1а). При более продолжи-
тельных временах действия агента (более 24 ч) инду-
цируется апоптоз, что видно по накоплению субди-
плоидного пика в гистограммах распределения клеток
по содержанию ДНК, определяемому цитофлюори-
метрически. Снижение пролиферативного потенциа-
ла клеток HCT116 при действии бутирата натрия так-
же было подтверждено методом МТТ, определяю-
щим жизнеспособность клеток по интенсивности
клеточного дыхания (рис. 1б).

В клетках HEK293 бутират натрия не вызывает
перераспределения по фазам клеточного цикла, но
индуцирует апоптоз при продолжительных временах
действия (более 24 ч) (рис. 1в, г).

В клетках аденокарциномы легкого человека
A549, а также в эмбриональных фибробластах мы-
ши, трансформированных онкогенами E1A и cHa-
ras (линия mERas), бутират натрия не вызывал цито-
токсического эффекта (рис. 2). Несмотря на то, что
МТТ-тест демонстрирует снижение жизнеспособ-
ности клеток A549 и mERas, результаты анализа рас-
пределения клеток по содержанию ДНК показыва-
ют, что бутират натрия вызывал только остановку
клеточного цикла на границе фаз G1/S, но не инду-
цировал накопление клеток с субдиплоидным со-
держанием ДНК (рис. 2а, б). Методом проточной
цитофлюориметрии было показано, что другие ин-
гибиторы HDAC, такие как трихостатин А, вальпро-
евая кислота и вориностат, также вызывали задержку
пролиферации клеток A549 и mERas, но не приводили
к гибели этих клеток (данные не представлены). Таким
образом, было показано, что клетки A549 и mERas яв-
ляются устойчивыми к ингибиторам HDAC.

Индуцированная бутиратом натрия остановка
клеточного цикла в клетках линии A549 сопровож-
дается усилением окраски на активность маркера
старения SA-b-Gal (рис. 2д). Индукция старения в
клетках mERas при продолжительном воздействии
ингибиторов HDAC была показана ранее (Igotti et al.,
2018). Иными словами, в клетках A549 и mERas бу-
тират натрия индуцирует альтернативную апоптозу
антипролиферативную программу – клеточное ста-
рение.

Влияние ингибиторов HDAC на активность тран-
скрипционного фактора NFκB. Для установления мо-
лекулярных механизмов, определяющих различный
пролиферативный ответ опухолевых клеток на дей-
ствие бутирата натрия, исследовали активность ос-
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новного антиапоптотического сигнального пути, клю-
чевым фактором которого является транскрипцион-
ный фактор NFκB. Для этого проводили трансфекцию
исследуемых клеток репортерным вектором, кодирую-
щим люциферазу, под контролем промотора, содержа-
щего каноническую последовательность для связыва-
ния транскрипционного комплекса NFκB (NFκB-
luc). По полученным результатам нельзя обнаружить
корреляции между изменением активности NFκB и
индукцией апоптотической гибели. Так, различные
ингибиторы HDAC активировали антиапоптотиче-
ский транскрипционный фактор NFκB, как в устой-
чивых клетках (A549 и mERas), так и в клетках, чув-
ствительных (HCT116 и HEK293) к апоптотическо-
му действию ингибиторов HDAC (рис. 3). При этом
транскрипционная активность NFκB в устойчивых
к ингибиторам HDAC клетках HeLa не менялась при
действии бутирата натрия (рис. 3а).

Для выяснения молекулярных механизмов влия-
ния ингибиторов HDAC на активность NFκB, была
оценена экспрессия белков, участвующих в регуляции
NFκB. Внутриклеточная локализация транскрипци-
онного фактора NFκB регулируется на уровне взаимо-
действия в цитозоле субъединиц NFκB с белком-инги-

битором IkBα, который может маскировать сигнал
ядерной локализации на поверхности p65-субъедини-
цы NFκB. Методом иммуноблотинга было показано,
что бутират натрия увеличивал количество основной
субъединицы p65 комплекса NFκB как в устойчи-
вых, так и в чувствительных к действию ингибито-
ров HDAC клетках (рис. 3в). При этом содержание
ингибирующего белка IkBα снижалось при действии
бутирата натрия в исследованных линиях клеток.
Полученные данные свидетельствуют о том, что бу-
тират натрия способен активировать NFκB посред-
ством механизмов, включающих деградацию IkBα и
стабилизацию p65 во всех исследованных клеточных
линиях. Однако активация NFκB не во всех случаях
влечет за собой избегание апоптотической гибели,
как было показано выше.

Активность МАР-киназ в клетках с различным про-
лиферативным ответом на бутират натрия. Полагают,
что активация сигнального MAP-киназного пути яв-
ляется одним из возможных механизмов устойчиво-
сти к цитотоксическому действию ингибиторов
HDAC (Chakraborty et al., 2013). Поскольку мутант-
ные белки Ras активируют как MAP-киназный, так
и PI3K-сигнальный путь, оба из которых вовлечены

Рис. 1. Гистограммы распределения клеток по фазам клеточного цикла, полученные методом проточной цитофлуориметрии
(а, в) и относительная жизнеспособность (отн. ЖС) клеток HCT116 и HEK293 (б, г соответственно) необработанных (−) или
обработанных бутиратом натрия (NaBut 4 мМ, 24–72 ч) согласно МТТ-тесту. На гистограммах по горизонтали – содержание
ДНК, усл.ед. Sub – доля клеток с субдиплоидным содержанием ДНК (синий цвет). Вертикальными отрезками показаны стан-
дартные ошибки среднего. Результаты представляют усредненное значение 3–4 независимых экспериментов, для оценки
статистической значимости использован критерий Манна−Уитни (p < 0.05).
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в регулирование апоптотической гибели, мы срав-
нивали влияние длительного воздействия бутирата
натрия на активность нижележащих эффекторов
этих сигнальных каскадов в клеточных линиях с ди-
ким и мутантным белком Ras.

Как показано на рис. 4, динамика изменения со-
держания фосфорилированной формы киназы
PKB/Akt в устойчивых и чувствительных к действию
ингибиторов HDAC клетках была различной. При
долговременной обработке клеток бутиратом натрия
в устойчивых клетках A549 и mERas количество фос-
форилированной по остатку Ser473 киназы PKB/Akt
(pAkt) снижалось, тогда как в апоптотирующих
клетках HCT116 и HEK293 при том же действии фос-
форилирование PKB/Akt оставалось на высоком

уровне. Повышенный по сравнению с другими кле-
точными линиями базальный уровень фосфорили-
рования PKB/Akt в клетках HCT116 и A549 можно
объяснить экспрессией мутантного Ras, что приво-
дит к конститутивно активированному состоянию
киназы PKB/Akt даже в отсутствие агонистов.

Таким образом, бутират натрия индуцирует апо-
птоз в клетках HCT116 и HEK293 на фоне активиро-
ванного состояния киназы PKB/Akt, из чего можно
предположить, что повышенной активности антиа-
поптотического сигнального пути PKB/Akt недоста-
точно для предотвращения бутират-индуцирован-
ного апоптоза.

С помощью метода иммуноблотинга было уста-
новлено, что динамика изменения количества акти-

Рис. 2. Гистограммы распределения клеток по фазам клеточного цикла, полученные методом проточной цитофлуориметрии
(а, в) и относительная жизнеспособность (отн. ЖС) клеток A549 и mERas (б, г соответственно) необработанных (−) или об-
работанных бутиратом натрия (NaBut 4 мМ, 24–72 ч) согласно МТТ-тесту. На гистограммах по горизонтали – содержание
ДНК, усл.ед. Sub – доля клеток с субдиплоидным содержанием ДНК (синий цвет). Вертикальными отрезками отмечены стан-
дартные ошибки среднего. Результаты представляют усредненное значение 3−4 независимых экспериментов, для оценки ста-
тистической значимости использован критерий Манна−Уитни (p < 0.05); д – Окрашивание на SA-β-Gal (маркер клеточного
старения) в клетках A549.
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вированной (фосфорилированной) формы киназы
ERK (pERK) при действии бутирата натрия не ли-
нейна во времени. Так, кратковременная обработка
бутиратом натрия (в течение 24 ч) приводит к накоп-
лению фосфорилированной ERK (pERK) в устойчи-
вых к ингибиторам HDAC клеточных линиях A549 и
mERas, обе из которых экспрессируют мутантный
Ras; при более продолжительном времени действия
бутирата натрия (более 48 ч) фосфорилирование ки-
назы ERK снижается (рис. 4а). В чувствительных к
ингибиторам HDAC клетках HCT116 и HEK293 так-
же наблюдается нелинейная зависимость изменения
активности киназы ERK от времени действия бути-

рата натрия, однако с противоположной динамикой.
Через 24 ч действия бутирата натрия количество
pERK уменьшается при неизменном уровне тотально-
го количества ERK с последующим восстановлением и
увеличением количества pERK при более продолжи-
тельном действии бутирата натрия (рис. 4б).

Чтобы проверить роль киназы ERK в пролифера-
тивном ответе устойчивых и чувствительных к инги-
биторам HDAC клеток был проведен анализ распре-
деления клеток по содержанию ДНК (FACS-ана-
лиз), подвергнутых действию ингибитора пути
MEK/ERK (одной из ветвей Ras-сигналинга) – спе-
цифического химического ингибитора PD098059.

Рис. 3. Влияние бутирата натрия на активность транскрипционного фактора NFκB. а, б – Изменение активности NFκB в
устойчивых и чувствительных клетках (а, б соответственно) при действии бутирата натрия, определенное по активности лю-
циферазы, синтезируемой с репортерного вектора NFκB-luc. Клетки трансфицировали вектором NFκB-luc, через 24 ч клетки
либо оставляли необработанными (−), либо обрабатывали одним из ингибиторов HDAC: бутиратом натрия (NaBut), TSA,
SAHA или вальпроевой кислотой (VA) в течение 24 ч, после чего измеряли активность люциферазы. Приведены средние зна-
чения из трех независимых экспериментов для каждой клеточной линии, для оценки статистической значимости использо-
ван критерий Манна−Уитни (p < 0.05). Вертикальные отрезки – стандартные ошибки среднего. в, г – Иммуноблоты клеточ-
ных экстрактов устойчивых (в) и чувствительных (г) к ингибиторам HDAC клеток, обработанных 4 мМ NaBut в течение 24–
72 ч; использовали антитела против субъединицы p65 фактора NFκB и фактора IkBα.
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Его действие приводит к незначительному сниже-
нию клеток в фазе S без появления признаков гибе-
ли (клеток с субдиплоидным содержанием ДНК) как
устойчивых клеток mERas, так и чувствительных
клеток HCT116 (рис. 4в, г). При этом, подавление ак-
тивности ERK не отменяет индуцированный бути-
ратом натрия апоптоз в клетках HCT116, тогда как
устойчивые клетки mERas оказались чувствительны
к ингибитору MEK/ERK, демонстрируя признаки
апоптотической гибели через 48 ч совместного дей-
ствия бутирата натрия и PD098059 (рис. 4в, г). Полу-
ченные данные дают основание предположить важ-
ность начальной активации киназы ERK в предот-
вращении апоптотической гибели и временного
снижения активности киназы ERK для индукции
апоптоза.

Влияние бутирата натрия на активность β-катенина
в клетках с различным пролиферативным ответом.
Клетки карциномы кишечника HCT116 и карцино-
мы легкого человека A549 несут мутации в ras-онко-
гене (Ahmed et al., 2013), вследствие чего имеют вы-
сокий базальный уровень активности Ras-зависи-

мых сигнальных каскадов. В связи с этим в
исследованиях часто проводят параллели ответа кле-
ток HCT116 и A549 на действие химиотерапевтиче-
ских агентов (Lai et al., 2012; Tammina et al., 2017;
Wang et al., 2019). Однако как было показано выше,
бутират натрия по-разному влияет на эти клеточные
линии. В клетках HCT116 индуцируется апоптоз, а в
клетках А549 – остановка клеточного цикла и старе-
ние при продолжительных временах действия бути-
рата натрия. В дополнении к мутации гена ras клетки
HCT116 содержат мутацию в гене, кодирующем β-
катенин, которая приводит к стабилизации β-кате-
нина, вследствие чего β-катенин присутствует в
HCT116 на постоянно высоком уровне, независимо
от сигнала Wnt. Ранее нами было показано, что ан-
типролиферативный эффект бутирата натрия связан
со стабилизацией β-катенина (Abramova et al., 2006,
2010). Поэтому далее мы исследовали влияния бути-
рата натрия на активность сигнального пути Wnt/β-
катенин.

Методом иммуноблотинга было показано, что в
клетках A549 и mERas, устойчивых к апоптотиче-

Рис. 4. (а, б) Иммуноблоты клеточных экстрактов устойчивых (а) и чувствительных (б) к ингибиторам HDAC клеток, обра-
ботанных бутиратом натрия (4 мМ, NaBut,) в течение 24–72 ч; использовали антитела против тотальных киназ ERK и
PKB/Akt (Akt) и их фосфорилированных форм (pERK и pAkt). в, г – Гистограммы представляют изменение доли клеток с суб-
диплоидным содержанием ДНК (Sub). Клетки устойчивые (mERas) и чувствительные (HEK293) к действию ингибиторов
HDAC обрабатывали 4 мМ NaBut или ингибитором MEK веществом PD098059 (PD, 50 мкМ) по отдельности или совместно
(PD + NaBut) в течение 24–48 ч; даны средние значения и стандартные ошибки среднего по крайней мере из 3-х независимых
экспериментов.
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скому действию ингибиторов HDAC, бутират на-
трия вызывает накопление β-катенина (рис. 5а), то-
гда как в клетках HCT116 и HEK293 количество β-ка-
тенина не изменяется или даже снижается на фоне
развития апоптоза со временем действия бутирата
натрия (рис. 5б). При этом, как и ожидалось, в клет-
ках HCT116 выявляется повышенное базальное со-
держание β-катенина. В клетках HEK293 базальный
уровень β-катенина очень низкий (рис. 5б).

Для изучения влияния бутирата натрия на тран-
скрипционную активность β-катенина клетки
трансфицировали репортерной конструкцией TOP-
flash, кодирующей люциферазу, под минимальным
промотором гена c-fos, содержащим область для свя-
зывания транскрипционного комплекса TCF/β-ка-
тенин. В качестве контроля клетки параллельно
трансфицировали такой же конструкцией, но содер-
жащей мутацию в области связывания TCF (FOP-
flash). Транскрипционную активность TCF/β-катени-
на оценивали по отношению активности люциферазы,
синтезируемой с вектора TOP-flash, к активности лю-
циферазы, синтезируемой с вектора FOP-flash. Как
показано на рис. 5в, в устойчивых к апоптотическо-
му действию клетках mERas транскрипционная ак-

тивность β-катенина увеличивалась со временем
действия бутирата натрия. При этом в апоптотирую-
щих при действии бутирата натрия клетках HEK293
транскрипционная активность β-катенина снижалась.

Таким образом, мы показали, что накопление
β-катенина происходит только в клетках, устойчи-
вых к апоптотическому действию ингибиторов
HDAC. Тогда как в чувствительных к ингибиторам
HDAC клетках β-катенин не накапливается.

ОБСУЖДЕНИЕ
В представленной работе показан дифференци-

рованный ответ трансформированных клеток на
долговременное воздействие ингибитора HDAC бу-
тирата натрия. Показано, что бутират натрия вызы-
вает апоптоз в клетках HCT116 и HEK293, а в клетках
A549 и mERas – остановку пролиферации в кон-
трольной точке G1/S, сопровождающуюся появле-
нием признаков старения при продолжительных
временах действия агента. Индукция апоптоза в
клетках HCT116 бутиратом натрия и другими инги-
биторами HDAC (вориностатом и ромидепсином)
была показана ранее (Hinnebusch et al., 2002; Bordon-
aro et al., 2007; Luchenko et al., 2014). Данных о влия-

Рис. 5. Влияние бутирата натрия на активность β-катенина в устойчивых и чувствительных к ингибиторам HDAC клетках. а,
б – Иммуноблоты белков клеточных экстрактов устойчивых (а) и чувствительных к ингибиторам HDAC клеток (б), обрабо-
танных 4 мМ бутиратом натрия (NaBut) в течение 24–72 часов, с антителами против β-катенина. Гистограммы показывают
относительный уровень β-катенина по сравнению с уровнем β-катенина в необработанных клетках, который принят за еди-
ницу, нормированный на уровень нагрузки (α-тубулин или Gapdh). (в) влияние бутирата натрия на транскрипционную ак-
тивность β-катенина. Клетки mERas и HEK293 трансфицировали репортерами TOP-flash (канонический элемент TCF) и
FOP-flash (мутантный элемент TCF) и обрабатывали бутиратом натрия в течение 24-48 ч. На гистограммах приведено соот-
ношение TOP/FOP
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нии ингибиторов HDAC на пролиферацию клеток
HEK293 очень мало. Недавно было показано, что
ингибиторы SAHA, этиностат и моцетиностат снижа-
ют жизнеспособность клеток HEK293 (Lillico et al.,
2016). Однако использованный метод, определяю-
щий жизнеспособность клеток по уровню клеточно-
го дыхания, не способен отличить снижение проли-
феративного потенциала от апоптоза или иного ме-
ханизма клеточной гибели.

Для того, чтобы выявить факторы, определяю-
щие различный ответ клеток на действие бутирата
натрия, сравнивали изменения активностей основ-
ных пролиферативных сигнальных каскадов в клет-
ках, чувствительных и устойчивых к апоптозу, инду-
цированному ингибиторам HDAC. Полученные дан-
ные показывают, что изменения активности МАР-
киназ при действии бутирата натрия в устойчивых и
чувствительных к ингибиторам HDAC клетках раз-
ные. Показана нелинейная зависимость изменения
уровня фосфорилирования киназы ERK от времени
действия ингибитора HDAC: ее активность увеличи-
вается в первые 24 ч действия бутирата натрия, а да-
лее уменьшается в устойчивых клетках A549 и
mERas; в чувствительных к ингибиторам HDAC
клетках HCT116 и HEK293, наоборот, количество
фосфорилированной ERK сначала временно снижает-
ся, а далее при продолжаюшемся действии агента воз-
вращается к высокому базальному уровню.

Другие авторы также отмечали ослабление фос-
форилирования ERK через 24 ч действия ингибито-
ров HDAC на фоне апоптоза в клетках HCT116 как
базальное (Li et al., 2017), так и индуцированное
(Chou et al., 2011). В литературе показана роль ERK в
реализации и проапоптотического сигнала (Ma et al.,
2008; Stang et al., 2009; Lim et al., 2012), и антиапопто-
тического (Allan et al., 2003; Mebratu, Tesfaigzi, 2009;
Mandal et al., 2014).

Известно, что активация киназ ERK1/2 защища-
ет опухолевые клетки от апоптоза, индуцированного
стимулами широкого спектра, такими как облуче-
ние (Park et al., 1999; Kitagawa et al., 2002), осмотиче-
ский стресс (Nagata, Todokoro, 1999), гипоксия
(Buckley et al., 1999), голодание (Erhardt et al., 1999),
окислительный стресс и химиотерапевтические
агенты (Lu, Xu, 2006). Молекулярные механизмы
ингибирования апоптоза посредством активации
киназы ERK1/2 сложны и варьируют в зависимости
от типа клеток и стимула.

В целом, ERK1/2 реализует антиапоптотический
эффект через подавление активности проапоптоти-
ческих молекул или через транскрипционную ре-
прессию кодирующих их генов. Известно, что кина-
зы ERK1/2 могут фосфорилировать каспазу 9 и инги-
бировать ее энзиматическую активность (Allan et al.,
2003). Кроме того, фосфорилируя про-каспазу 8,
ERK1/2 ингибируют ее активацию и опосредован-
ный рецептором смерти апоптоз (Mandal et al., 2014).
Фосфорилирование киназой ERK1/2 транскрипци-
онных факторов FoxO дестабилизирует их, что при-
водит к изменению экспрессии многих генов-мише-

ней FoxO, участвующих в индукции апоптоза (Me-
bratu, Tesfaigzi, 2009). В некоторых опухолевых
клетках устойчивость к индуцированному апоптозу
достигается через подавление механизмов, регули-
рующих проницаемость митохондриальных пор,
благодаря активности митохондриальной фракции
киназы ERK (Rasola et al., 2010). Хотя активация
ERK обычно ассоциируется с выживанием клеток,
ряд исследований показывает, что в зависимости от
силы и продолжительности индуцирующего апоптоз
стимула и типа клеток активация ERK необходима
для проведения проапоптотического сигнала (Cag-
nol, Chambard, 2010; Stang et al., 2009).

Проапоптотическая роль сигнального пути
Ras/Raf/ERK достаточно хорошо продемонстриро-
вана для клеточной гибели, вызванной агентами,
повреждающими ДНК (этопозидом, доксорубици-
ном, ультрафиолетовым и гамма-облучением) (Cag-
nol, Chambard, 2010). Неоднозначность влияния
ERK на апоптотический путь можно продемонстри-
ровать на примере каспазы-8. Как было сказано вы-
ше, непосредственное фосфорилирование киназой
ERK про-каспазы 8 ингибирует активацию каспазы
(Mandal et al., 2014). Однако продолжительная акти-
вация ERK1,2 индуцирует активацию каспазы 8 и
гибель клеток (Cagnol et al., 2006). По-видимому, по-
казанное нами временное снижение активности
ERK в клетках HCT116 и HEK293 необходимо для
запуска бутиратом натрия апоптотической програм-
мы, а последующая инактивация ERK способствует
поддержанию проапоптотического сигнала.

Важность начальной активации киназы ERK с
последующим спадом активности в предотвраще-
нии апоптотической гибели и временного снижения
активности ERK при индукции апоптоза показана
нами в настоящей работе в экспериментах, в кото-
рых подавление MEK/ERK-пути специфическим
химическим ингибитором PD098059 не отменяло
индуцированного бутиратом натрия апоптоза в
клетках HCT116, тогда как устойчивые клетки
mERas погибали при совместном действии бутирата
натрия и PD098059. Полученные данные дают осно-
вание предположить, что резистентность к ингиби-
торам HDAC является результатом адаптации (акти-
вации) MAP-киназного сигнального пути. Таким
образом, можно предположить, что повышенная ак-
тивность киназных путей MEK/ERK является пред-
посылкой для наиболее эффективного антипроли-
феративного действия ингибиторов HDAC.

Сигнальный путь Wnt/β-катенина контролирует
многие клеточные процессы во время неопластиче-
ской трансформации, в связи с чем представляет ин-
тересную терапевтическую мишень. При активации
пути Wnt его центральный игрок, белок β-катенин,
накапливается в цитоплазме и транслоцируется в яд-
ро. Ядерный β-катенин ассоциируется с транскрип-
ционными факторами семейства TCF/LEF и рекру-
тирует ко-активаторы транскрипции для регулиро-
вания экспрессии генов-мишеней (Willert, Jones,
2006). Данные о роли сигнального пути Wnt/β-кате-
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нина в регулировании апоптоза в настоящее время
противоречивы. Существуют данные об индукции
апоптотической гибели в случаях, когда β-катенин
активируется (Kim et al., 2000; Zimmerman et al.,
2013), а также при которых β-катенин не может акти-
вироваться ( Morin et al., 1996; Ahmed et al., 1998). С
другой стороны, показано ослабление апоптоза, ин-
дуцированного химиотерапевтическими агентами,
при активации пути Wnt/β-катенина (Chen et al.,
2001; Donmez et al., 2016; Wang et al., 2018).

Поскольку нарушение регуляции этого важного
сигнального пути тесно связано с изменением апо-
птотического ответа опухолевых клеток, в настоя-
щей работе нами исследована роль сигнального кас-
када Wnt/β-катенин в устойчивости клеток к апоптозу,
индуцированному бутиратом натрия. Представленные
в работе исследования показали, что в клетках, устой-
чивых к проапоптотическому действию ингибиторов
HDAC, происходит накопление и транскрипцион-
ная активация β-катенина. Тогда как в апоптотиру-
ющих клетках β-катенин не накапливается, а его
трансактивирующая способность не усиливается
при действии бутирата натрия. Влияние ингибито-
ров HDAC на сигнальный путь Wnt/β-катенин к на-
стоящему времени еще недостаточно четко опреде-
лено, поскольку существует множество противоре-
чащих друг другу данных. С одной стороны, ряд
исследований показывает, что ингибиторы HDAC
снижают активность Wnt/β-катенина в клетках карци-
номы кишечника (Bordonaro et al., 2002; Götze et al.,
2014) и подавляет экспрессию ряда его генов-мише-
ней (Lallemand et al., 1996; Kim et al., 2001). С другой
стороны, представлены данные об активации пере-
дачи сигналов Wnt при действии ингибиторов
HDAC (Bordonaro et al., 2007; Shao et al., 2012).

Тем не менее, наши результаты о роли активации
β-катенина в устойчивости к апоптозу, индуциро-
ванному ингибиторами HDAC, согласуются с дан-
ными Бордонаро с коллегами (Bordonaro et al., 2002).
В этой работе авторы сравнивали активность и экс-
прессию β-катенина в двух линия рака кишечника с
различным пролиферативным ответом на бутират
натрия: в одной линии возникали терминальная
дифференцировка и апоптоз в ответ на бутират на-
трия, а в другой – индуцировался обратимый блок
клеточного цикла, но без апоптотической гибели
клеток. Соответственно, в апоптотических клетках
бутират натрия подавлял экспрессию TCF/β-кате-
нин-зависимых промоторов, а в устойчивых клетках
усиливал транскрипционную активность β-катени-
на (Bordonaro et al., 2002).

Таким образом, полученные нами данные указы-
вают, что бутират натрия по-разному регулирует
сигнальный путь Wnt/β-катенин в устойчивых и чув-
ствительных к ингибиторам HDAC клетках, и что
модулирование экспрессии и активности β-катени-
на является одной из причин устойчивости к апо-
птозу, индуцированному бутиратом натрия.
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THE INFLUENCE OF A SODIUM BUTYRATE ON PROLIFERATIVE SIGNALING 
CASCADES IN SENSITIVE AND RESISTANT TO HDAC INHIBITORS 

ACTION CELLS
O. O. Gnedinaa and M. V. Igottia, *

aInstitute of Cytology of the Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: marie.igotti@gmail.com

To establish the mechanisms of transformed cells resistance to the histone deacetylase inhibitors (HDACi), we com-
pared the changes of the main proliferative signaling cascades activities in cells that are sensitive or resistant to HDA-
Ci-induced apoptosis. The time-dependent dynamics of the ERK kinase activity was shown. Phosphorylation of
ERK kinase increased in the first 24 hours of the HDACi sodium butyrate treatment, followed by ERK activity de-
crease in resistant cells. Whereas in apoptotic cells, an inverse time-dependent dynamics of ERK activity changes
was observed. It has been shown that resistance to HDACi can be overcome by inhibiting the MEK/ERK pathway.
The resistant cells underwent to apoptotic death after 48 hours of combined treatment with sodium butyrate and the
MEK/ERK pathway inhibitor PD098059. The study of the Wnt/β-catenin signaling cascade showed that the accu-
mulation and transcriptional activation of β-catenin occurs only in cells resistant to HDACi-induced apoptosis.
Thus, the obtained results indicate that a change in the activity of β-catenin is one of the reasons for the resistance
to apoptosis induced by HDACi sodium butyrate, and the increased activity of the PI3K/Akt and MEK/ERK kinase
pathways is a prerequisite for the most effective antiproliferative effect of HDACi.
Keywords: tumor cells, histone deacetylase inhibitor (HDACi), apoptosis, resistance, β-catenin, PKB/Akt and ERK
kinases
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