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Дисульфирам (ДСФ) и его окисленные производные (ДСФокси) рассматриваются в качестве 
возможных противоопухолевых средств. Ранее нами было установлено, что ДСФокси иниции-
руют параптозоподобную гибель опухолевых клеток, что представляет потенциальный интерес 
для лечения опухолей, устойчивых к инициации апоптоза. На основе биоинформатического ана-
лиза масс-спектрометрических данных убиквитинирования белков нами было сформулировано 
представление о важной роли нарушения ретроградного транспорта поврежденных белков из 
эндоплазматического ретикулума в цитозоль в механизме инициации параптозоподобной гибели 
клеток. В настоящей работе обнаружено, что ДСФокси в процессе инициации параптозоподоб-
ной гибели клеток аденокарциномы человека НЕр-2 также усиливают убиквитинирование ги-
стонов и ферментов гистонового кода. В частности, это относится к убиквитинированию гисто-
на H2BC12, гистон-метилтрансфераз, отвечающих за транскрипцию и репарацию поврежденных 
участков ДНК, а также ацетилирующих и убиквитин-конъюгирующих белков. Биоинформати-
ческий анализ изменений убиквитинирования белков клеточного ядра с использованием базы 
данных STRING выявил в ходе этого процесса увеличение встречаемости убиквитинированных 
белков (функциональное обогащение) регуляции клеточного цикла, ответа клетки на поврежде-
ние ДНК и репарации ДНК, регулирование которых также зависит от гистонового кода. Это не-
посредственно указывает на повреждение ядра клетки и согласуется с данными конфокальной 
микроскопии. Полученные результаты свидетельствуют, что при инициации параптозоподобной 
гибели клеток посредством ДСФокси наряду с нарушением ретроградного транспорта и стрес-
сом эндоплазматического ретикулума происходит также изменение регуляции гистонового кода, 
что указывает на плейотропный характер механизма инициации этой гибели клеток. 
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ВВЕДЕНИЕ

Среди белков клеточного ядра основную часть 
(по массе) составляют гистоны. Их роль в упа-
ковке хроматина и регуляции связанных с ним 
процессов общеизвестна. Генетический код дан-
ных белков очень консервативен и различается 
у организмов разной таксономии всего лишь на 
несколько аминокислот (классический пример – 
горох и бык, последовательность для гистона Н4 
различается по двум аминокислотам). В последнее 
время большое внимание уделяется представле-
нию о гистоновом коде, которое состоит в том, 

что хроматин-ДНК‑взаимодействия и вовлечение 
ДНК в различные внутриклеточные процессы 
управляются комбинациями посттрансляцион-
ных модификаций (ПТМ) гистонов, такими как 
деметилирование лизина и аргинина, деацети-
лирование и деубиквитинирование лизина, фос-
форилирование серина, а также сумоилирование, 
поли-ADP‑рибозилирование и другими [1–6]. Дан-
ные модификации гистонов меняют их заряд, ги-
дрофобность, сродство к определенным молекулам, 
силу взаимодействия с ДНК, время существования 
и многие другие свойства, но не затрагивают гене-
тическую информацию, зашифрованную в ДНК, 
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параптоза. Для этого мы исследовали изменение 
состава убиквитинированных (Ub) белков, ре-
гулирующих гистоновый код, и биологические 
процессы, протекающие с их участием, при запу-
ске параптозоподобной гибели клеток НЕр‑2 под 
действием оксипроизводных ДСФ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе были использованы эмбриональная те-
лячья сыворотка (Gibco, США), краситель Hoechst 
33342 (Molecular Probes Inc., США), диэтилди-
тиокарбамат (DDC, MP Biomedicals, США). Все 
остальные реактивы были получены из фирмы 
Sigma (США).

Клетки аденокарциномы человека НЕр‑2 (Рос-
сийская коллекция клеточных культур, г. С.‑ Петер-
бург) выращивали в среде DMEM с добавлением 
10% эмбриональной телячьей сыворотки, 2.2 г/л 
бикарбоната натрия, 80 мкг/мл гентамицина при 
37оC. Для открепления клеток от поверхности 
флакона использовали 0.25% раствор трипсина.

Для анализа убиквитома клетки культивировали 
в культуральных флаконах Т25 (SPL Life Science, 
Korea) в стандартных условиях (37 °C, рН 7.2–7.4, 5% 
СО2), при плотности посева 60 тыс. клеток/см2. Че-
рез сутки после посева клеток в ростовую среду до-
бавляли исследуемые вещества: DDC (1 мМ) и DDC 
в сочетании с витамином B12b (1 мМ и 25 мкМ со-
ответственно). Образцы представляли собой белки 
необработанных клеток (контроль), клеток после 
4-ч инкубации с 1 мМ DDC (D4h) и клеток после 
1-ч и 4-ч инкубации с DDC+B12 (DB1h, DB4h), 
подготовленные по протоколу, представленному 
в работе [26]. Для получения образцов было про-
ведено три независимых эксперимента, каждый 
образец в каждом опыте содержал 1.5 млн клеток. 
Все белки соответствующих образцов, иденти-
фицированные в этих трех опытах, объединяли 
в соответствующую пробу. Полученные при по-
мощи масс-спектрометрии высокого разрешения 
результаты анализа протеома и убиквитома клеток 
НЕр‑2 в пробах контроль, D4h, DB1h и DB4h были 
депонированы [27].

Биоинформатический анализ Ub-белков кле-
ток карциномы человека НЕр‑2 выполняли по 
протоколу, представленному ранее [9]. Ub-бел-
ки были проанализированы и сгруппированы по 
ключевым словам базы UniProtKB (релиз 2023–01), 
описывающим основные биологические процессы/
молекулярные функции/клеточные компоненты, 
относящиеся к гистонам и модифицирующим их 
белкам (Histone, Histone-lysine N‑methyltransfer-
ase, Histone lysine demethylase, Histone de/acetylase, 

т. е. гистоновый код является эпигенетическим. 
Этот код позволяет узнающим белкам связываться 
с поверхностью гистонов и осуществлять регуля-
цию репликации, транскрипции, трансляции и ре-
парации ДНК, организации и ремоделирования 
хроматина. Осуществление этой регуляции зависит 
от набора ПТМ модификаций и белков-регулято-
ров. Нарушения гистонового кода выявлены при 
ряде заболеваний, включая аутизм, шизофрению 
и другие расстройства [1, 5–7]. Предполагается, 
что изменения гистонового кода, дисбаланс между 
процессами его модификаций являются одним из 
этапов канцерогенеза [1, 2, 8].

Ранее мы обнаружили, что в процессе ини-
циации параптозоподобной клеточной гибели 
(параптоза) окисленными производными дисуль-
фирама (ДСФокси) происходит усиление убикви-
тинирования белков клетки [9]. В осуществляемой 
в настоящее время программе расширения области 
применения известных препаратов дитиокарба-
маты (ДСФ и его производные) были выделены 
как перспективные лекарственные средства для 
нескольких направлений, например, психиатрии, 
противовоспалительной, противопаразитной, 
противовирусной и противоопухолевой терапии 
[10–18]. Изучение неапоптотических видов про-
граммируемой клеточной гибели, стимулируе-
мое приобретением лекарственной устойчивости 
к апоптоз-индуцирующим агентам, в настоящее 
время активно ведется, и в этой связи ДСФ так-
же привлекает интерес [19]. Такие свойства ДСФ, 
как влияние на убиквитин-протеасомную систему 
(УПС) клетки – на убиквитинирование лигазы Е3 
и ингибирование 26S протеасомы [20–24] – по-
зволят уточнить механизмы этих процессов [25]. 
Мы установили тесную связь параптозоподобной 
гибели, индуцированной ДСФокси, с увеличени-
ем общего количества полиубиквитинированных 
белков и убиквитинированием многих регуляторов 
клеточных функций. В частности, было обнаруже-
но убиквитинирование, ведущее к протеасомной 
деградации ряда белков, участвующих в работе 
УПС клетки. К числу этих белков относятся многие 
Е3-убиквитинлигазы и деубиквитиназы, а также 
белки эндоплазматического ретикулума (ЭПР). 
На основании этих данных была сформулирована 
гипотеза о ключевой роли ингибирования про-
цессов ретроградного транспорта поврежденных 
белков из ЭПР в цитозоль в инициации стресса 
ЭПР и параптоза. Однако наряду с выявленными 
нарушениями ЭПР мы также обнаружили ука-
зания на изменения клеточного ядра в процессе 
инициации гибели клеток. В связи с этим в дан-
ной работе была поставлена цель оценить изме-
нения регуляции гистонового кода при запуске 
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Histone de/ubiquitination, Histone ADP‑ribosylation, 
Histone Phosphorylation). Все группы Ub-белков 
были проверены по базе данных STRING версии 
11.5 [28] на предмет взаимодействий с использо-
ванием идентификатора UniProt, коэффициент 
достоверности (confidence, отражает степень под-
крепленности межбелковой связи имеющимися 
фактами) 0.4 (средний) и 0.7 – высокий.

Размер клеточных ядер оценивали про помощи 
конфокальной микроскопии. Клетки высевали 
в чашки Петри диаметром 35 мм, после описанной 
выше обработки исследуемыми веществами про-
водили прижизненное окрашивание красителем 
Hoechst 33342 (1 мкг/мл, 5 мин) и получали изо-
бражения при помощи конфокального микроскопа 
TCS SP5 confocal microscope (Leica Microsystems, 
Mannheim, Germany). Затем их анализировали 
при помощи программы ImageJ для определения 
площади клеточных ядер. Обсчитывали не менее 
30 клеток в каждом из трех независимых препа-
ратов. Достоверность различий определяли при 
помощи теста Стьюдента, р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы установили, что при аэробном окис-
лении диэтилдитиокарбамата (DDC, 1 мМ), ка-
тализируемом гидроксиклобаламином (витамин 
В12, 25 мкМ), в среде накапливаются окислен-
ные производные ДСФ, сульфоны и сульфок-
сиды (ДСФокси). В клетках НЕр‑2 под воздей-
ствием ДСФокси в течение 4 ч накапливаются 
полиубиквитинированные белки и индуцируется 
параптозоподобная клеточная гибель, что было 
описано нами ранее [9, 19, 29, 30]. Как известно, 
этот тип гибели определяется в первую очередь 
по морфологическому критерию – вакуолизации 
ЭПР вследствие несовершенного синтеза белка, 
а также по отсутствию признаков других типов 
программируемой клеточной гибели. При этом 
по отдельности эти вещества не вызывали цито-
токсического эффекта [29, 30]: витамин В12 был 
нетоксичен вплоть до 2 мМ, а 1 мМ DDC вызывал 
слабый цитостатический эффект, т. е. число живых 
клеток относительно контроля уменьшалось до 60–
70% за 48 ч, без увеличения количества погибших 
клеток. В настоящей работе был выполнен анализ 
убиквитома четырех проб: контроль – клетки, не 
подвергшиеся обработке; D4h – клетки после 4-ч 
инкубации с 1 мМ DDC, где не происходит стиму-
ляция клеточной гибели; DB1h – клетки, где по-
вреждающий эффект был полностью обратим при 
удалении из среды DDC и B12 после 1 ч инкубации 
с ними, и DB4h – клетки, в которых необратимые 
повреждения в течение 4 ч воздействия ДСФокси 

приводят к гибели более 60% популяции в течение 
последующих 24 ч [9, 29, 30].

Мы установили, что в контрольных клетках, 
а также в клетках DB1h и D4h, в которых не про-
исходило стимуляции гибели, ядра морфологи-
чески не различались. В клетках DB4h в процес-
се инициации парапатозоподобной клеточной 
гибели оксипроизводными ДСФ происходят 
морфологические изменения ядра, а  именно 
уменьшение размеров (до 50% от контрольного 
значения) и формы ядра, выявляемое при помо-
щи окраски ядерным красителем (рис. 1а‑1д).

Количество Ub-белков клеточного ядра в про-
бах показано на рис. 1е. Так, в контроле было об-
наружено 109 белков, в пробе D4h – 105, в пробе 
DB1h – 85 Ub-белков клеточного ядра. Видно, 
что для пробы DB4h характерно увеличение это-
го параметра более чем в 1.5 раза по сравнению 
с остальными (173 белка).

Во всех анализируемых пробах большую часть 
убиквитинированных ядерных белков составля-
ли регуляторы модификации гистонов (рис. 2, 
табл. 1). Наибольшее количество Ub-белков ги-
стонового кода выявлено в пробе DB4h. Отме-
тим, что в табл. 1 включены только ферменты 
гистонового кода, непосредственно регулиру-
ющие ПТМ гистонов как по отдельности, так 
и в составе комплексов. Так, в контроле и DB4h 
мы обнаружили белок REST, действие которо-
го на гистоны опосредованно, поэтому в табли-
цу он не включен. Обнаруженный в  контроле 
HCFC1, связывающий хроматин-модифициру-
ющие ферментные комплексы, также не вошел 
в табл. 1. Анализируя убиквитинирование бел-
ков и  ПТМ гистонов через убиквитинирова-
ние/ деубиквитинирование, следует отметить, 
что моноубиквитинирование гистонов играет 
важную роль в  регуляции стабильности гено-
ма и транскрипции и не ведет к их деградации. 
Деубиквитинирование гистонов регулирует 
транскрипцию и необходимо для эффективного 
сплайсинга ряда экзонов. Специфическое деу-
биквитинирование Lys‑14 и Lys‑16 гистона H2A 
регулирует ответ на повреждение ДНК в местах 
двойных разрывов [31]. Динамическое регули-
рование моно- и  полиубиквитинирования ги-
стонов в зависимости от места также является 
частью гистонового кода репарации разрывов 
ДНК, однако полиубиквитинирование по K48 
приводит к  протеосомной деградации гисто-
нов [5, 6, 32]. В контрольной группе мы обна-
ружили убиквитинированные коровые гистоны 
Н3 и Н4. Как сказано выше, этот вид ПТМ мо-
жет являться регуляторным. При помощи базы 
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данных STRING мы установили, что в контро-
ле между выявленными Ub-белками и гистона-
ми H3 и H4 имеется большое количество связей 
высокой достоверности (несвязанные белки во-
шли в группу на основании данных UniProt об 
их взаимодействии с гистонами). Модификация 
гистонов, как известно, необходима для регуля-
ции клеточного цикла, ответа на стресс и репа-
рации ДНК, и в контроле данные процессы, на-
ряду с транскрипцией, трансляцией и т. д., также 
были обнаружены (рис. 2д). Из рис. 2 видно, что 
при нетоксичном действии DDC Ub-белки не 
образуют хорошо координированной сети, и для 
гистон-ассоциированных Ub-белков пробы D4h 
были характерны в основном связи со средней 
и низкой степенью достоверности (confidence 0.4 
и ниже), при этом около 30% белков было не свя-
зано с основной группой. По сравнению с кон-
тролем, убиквитинирование регуляторов ответа 
клетки на повреждение ДНК и репарации ДНК 
в  пробе D4h было несколько повышено, что 
может указывать на активацию этих процессов 
с  целью восстановления полученных повреж-
дений. Убиквитинированных гистонов в  этой 
пробе не было найдено. Начальные нелетальные 
повреждения клетки оксипроизводными ДСФ 

(проба DB1h) приводят к убиквитинированию 
гистона H4, с которым достоверные связи (con-
fidence 0.7) образуют большинство найденных 
в  пробе регуляторов кода. Это может указы-
вать на его участие в регуляции транскрипции 
и стабильности генома на начальном этапе по-
вреждающего действия оксипроизводных ДСФ, 
подобно тому как полиубиквитинирование Н4 
облегчало репарацию ДНК клеток после УФ‑об-
лучения [33]. В обеих пробах, связанных с ини-
циацией параптоза (DB1h и  DB4h), заметно 
увеличивалось убиквитинирование белков, свя-
занных с регуляцией клеточного цикла. В про-
бе DB4h, согласно базе данных STRING, вме-
сте с процессами модификации гистонов среди 
достоверно функционально обогащенных био-
логических процессов был ответ на стресс, кле-
точный ответ на повреждение ДНК и репарация 
ДНК. Как видно из рис. 2, инициация парапто-
за приводит к хорошо интегрированному отве-
ту в пробе DB4h, где отмечено большое число 
связей с  высокой достоверностью между Ub-
белками, участвующими в регуляции гистоно-
вого кода. Большинство этих белков было свя-
зано с убиквитинированным гистоном H2BC12 
(Histone H2B type 1-K), что может указывать 

Рис. 1. Изменения формы (а – контроль, б – D4h, в – DB1h, г – DB4h), площади клеточного ядра (д  – усреднен-
ные данные по трем экспериментам) и количества Ub-белков клеточного ядра (е – данные, суммированные по трем 
экспериментам). Линейка – 10 мкм.

à

ä

á â

å

ã



	 ИЗМЕНЕНИЕ РЕГУЛЯЦИИ ГИСТОНОВОГО КОДА ПРИ ИНИЦИАЦИИ...� 223

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ	 том 41	 № 3	 2024

на его ключевую роль в регуляции гистонового 
кода при инициации параптоза. H2BC12 моноу-
биквитинируется при активации транскрипции; 
его деубиквитинирование гидролазой USP49 
необходимо для эффективного сплайсинга ряда 
экзонов (данные UniProt). Однако, по данным 
литературы, H2BC12 характерен для старения 
фибробластов, вызванного персистирующими 
повреждениями ДНК, и может являться новым 

биомаркером этого процесса [34]. Очень показа-
тельно, что H2BC12 в наших исследованиях был 
обнаружен при инициации параптоза. Возмож-
но, убиквитинирование и другие модификации 
этого гистона является одним из маркеров па-
раптозоподобной клеточной гибели, но этот во-
прос нуждается в дальнейшем изучении.

Мы проанализировали обнаруженные нами 
в клетках НЕр‑2 белки, регулирующие гистоновый 

Рис. 2. Ub-белки, связанные с гистонами и регуляцией гистонового кода. а – Контроль, б – D4h, в – DB1h, г – 
DB4h, д – количество взаимодействующих с гистонами Ub-белков, участвующих в некоторых функционально обо-
гащенных биологических процессах, в соответствии с базой STRING. Толщина линий указывает на степень досто-
верности, 0.4 – средняя, 0.7 – высокая, 0.9 – очень высокая. Все полученные группы были достоверно обогащены 
функциональными связями между белками по сравнению со случайным набором белков аналогичного размера (PPI 
enrichment p-value: 1.01 × 10–8, 2.1 × 10–7, 6.65 × 10–5 и 1.0 × 10–16 для контроля, D4h, DB1h и DB4h соответственно).
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код через конъюгацию убиквитина (Ubl conjuga-
tion pathway). В контроле был обнаружен белок 
BRCA1, действующий как Е3 лигаза, а в пробе 
DB1h – E3-убиквитин протеинлигаза BARD1 
(BRCA1-associated RING domain protein 1). В со-
ставе BRCA1-BARD1 комплекса они участвуют 
в моноубиквитинировании гистонов H2A, H2B, 
H3 и H4 и ответе на повреждение ДНК [6]. BRCA1 
самоубиквитинируется в процессе ПТМ, что не 
ведет к деградации. Убиквитинирование BARD1 
лигазой RNF19A ведет к выходу из гетеродимера 
BRCA1-BARD1 и последующему перемещению 
из ядра в цитоплазму [35]. BARD1 процессиру-
ется, в частности, при апоптозе и в таком виде 
более чувствителен к расщеплению. Вероятно, 
убиквитинирование этого белка означает, что при 
параптозе его протеолиз также может происходить, 
т. к. ни гетеродимера, ни BRCA1 в пробе DB1h не 
было обнаружено. Отметим, что этот белок был 
окислен, что может указывать на его повреждение 
оксипроизводными ДСФ. Воздействие неокис-
ленных дитиокарбаматов (1 мМ DDC) не вызы-
вало увеличения количества Ubl-конъюгирующих 
ферментов: в пробе D4h мы обнаружили лишь 
убиквитин-карбоксилтерминальную гидрола-
зу USP49, участвующую в деубиквитировании 
остатка Lys‑120 гистона H2B, которое, по данным 
UniProt, необходимо для эффективного сплайсин-
га экзонов. Эта же гидролаза, а также гидролаза 
USP51, белки RNF20 и MYSM1 были найдены 
при инициации параптоза в пробе DB4h. RNF20, 
главная H2B‑убиквитинирующая E3-убиквитин 
протеинлигаза BRE1A, играет ведущую роль в ре-
гуляции гистонового кода и экспрессии генов; она 
моноубиквитинирует гистон H2B по Lys‑120, что 
является эпигенетической меткой для активации 
транскрипции и метилирования гистона Н3 [6]. 
Деубиквитиназа MYSM1 удаляет убиквитин с ги-
стона Н2А, что является меткой для подавления 
транскрипции и отщепления гистона Н1 от ну-
клеосомы. Убиквитин-карбоксилтерминальная 
гидролаза USP51 деубиквитинирует гистон H2A по 
Lys‑14 и Lys‑16, давая метку для восстановления 
поврежденной ДНК в местах двойных разрывов 
и регулируя ассоциацию/диссоциацию TP53BP1 
и BRCA1. Убиквитинирование этих белков, со-
гласно UniProt, не является их ПТМ. Возможно, 
в убиквитинированном состоянии они направля-
лись к протеасомам вследствие повреждения/не-
нужности, так же, как и остальные модификаторы 
гистонового кода, о которых речь пойдет далее.

Для ферментов гистонового кода убиквитини-
рование, по данным литературы, может являться 
не только их ПТМ, но и сигналом к протеолизу 
[8, 52]. Мы проанализировали состав важнейших 

регуляторов гистонового кода (табл. 1) и роль 
убиквитинирования в их функционировании. Об-
наруженные белки гистонового кода всех проб 
в основном осуществляли (де)метилирование 
и (де) ацетилирование. Как известно, влияние 
ПТМ гистонов на их функции зависит от типа 
и места расположения. Так, ацетилирование ли-
зина, повышающее отрицательный заряд молеку-
лы гистона, облегчает доступ к ДНК и приводит 
к усилению транскрипции [1, 3, 8]. Метилиро-
вание по Lys‑4 (НЗК4), H3K36 и НЗК79 в целом 
связано с активацией транскрипции [8], кроме 
того, метилированные НЗК79 и Н4К20 участву-
ют, как считается, в процессе репарации ДНК [1, 
8]. Напротив, метилирование H3K9 или H3K27 
гистона Н3 ведет к более сильному взаимодей-
ствию с молекулой ДНК и, в частности, к более 
плотной упаковке гетерохроматина. Это приводит 
к подавлению экспрессии генов [1, 8, 53]; в то же 
время метилирование аргинина активирует этот 
процесс. Таким образом, конечный результат ме-
тилирования лизина, как и остальные ПТМ, за-
висит не только от изменения заряда молекулы, 
но и от наличия рядом других модификаций или 
белков-регуляторов, а также от самого местопо-
ложения данной ПТМ. Метилирование может 
происходить по одному, двум или трем остаткам 
лизина, что еще больше повышает вариативность 
гистонового кода. Отметим, что деметилирование 
лизина было открыто сравнительно недавно, что 
опровергло гипотезу о необратимости метилиро-
вания лизинов [54].

В контроле не было найдено убиквитиниро-
ванных гистон-лизин-N‑метилтрансфераз, но 
были обнаружены лизин-специфические деме-
тилазы – PHF2, для которых роль убиквитини-
рования пока окончательно не ясна, и один из 
главных регуляторов гистонового кода KDM5A, 
специфически деметилирующий H3К4. Убикви-
тинирование этого фермента сопровождается его 
протеолизом [37]. В пробе D4h, где не происхо-
дит никаких морфологических изменений ядра 
(рис. 1б), но отмечается слабый цитостатический 
эффект [30], были обнаружены убиквитинирован-
ные гистон-лизин-N‑метилтрансферазы: ASH1L, 
метилирующая H3K36 и H3K9 и ингибирующая 
NF‑κB и MAPK сигнальные пути [55], PRDM9 
с активностью в отношении H3K4, H3K36, H3K9 
и H3K20, и SETD1A, который через метилирова-
ние H3K4 и H3K36 регулирует активность гистона 
H3, ремоделирование хроматина, транскрипцию 
и репарацию сайтов повреждения ДНК. Метили-
рование гистонов выполнял также белок SETBP1 
(H3K4 и H3K36) и, по данным UniProt, которые не 
совпадают с данными STRING (рис. 2 д), – белок 
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Таблица 1. Убиквитинированные белки, связанные с регуляцией гистонового кода клеток НЕр‑2 в контроле, 
пробах DB1h, D4h и пробе DB4h (при инициации параптоза)

Проба
Иденти-
фикатор

Название белка, ген
Назначение уби- 
квитинирования

Ссылки

Контроль P38398
Белок восприимчивости к раку молочной 
железы 1 типа, BRCA1

ПТМ UniProt

>> Q9UQL6 Гистоновая деацетилаза 5, HDAC5 Протеолиз [36, 37]

>> O75151 Лизин-специфическая деметилаза PHF2, PHF2 Не ПТМ UniProt

>> P29375 Лизин-специфическая деметилаза 5A, KDM5A Протеолиз [37]

>> Q9ULM3 Белок 2, содержаций домен YEATS, YEATS2 Не ПТМ UniProt

>> P78527
Каталитическая субъединица 
ДНК‑зависимой протеинкиназы, PRKDC

Протеолиз [38]

>> P09874 Поли(ADP‑рибозо)полимераза 1, PARP1 Протеолиз, ПТМ [39, 40]

>> O15265 Атаксин‑7, ATXN7 Протеолиз, ПТМ [41], UniProt

D4h Q70CQ1
Убиквитин-карбоксиконцевая гидролаза 49, 
USP49

Не ПТМ UniProt

>> Q9NR48
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза ASH1L, 
ASH1L

Не ПТМ UniProt

>> Q9NQV7
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза PRDM9, 
PRDM9

Не ПТМ UniProt

>> O15047
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза SETD1A, 
SETD1A

Не ПТМ UniProt

>> Q9Y6X0 SET‑связывающий белок, SETBP1 Не ПТМ UniProt

>> Q13029 PR‑домен белка цинковых пальцев 2, PRDM2 Не ПТМ UniProt

>> Q6B0I6 Лизин-специфическая деметилаза 4D, KDM4D Протеолиз [42]

>> Q9UGL1 Лизин-специфическая деметилаза 5B, KDM5B Протеолиз [43]

>> Q9UKV0 Гистоновая деацетилаза 9, HDAC9 роль Ub неясна [36]

>> Q7Z3B3
Субъединица 1 регуляторного комплекса NSL 
KAT8, KANSL1

Не ПТМ UniProt

>> P78527
Каталитическая субъединица 
ДНК‑зависимой протеинкиназы, PRKDC

Протеолиз [38]

>> Q8IXQ6
Белковая моно-ADP‑рибозилтрансфераза 
PARP9, PARP9

Не ПТМ UniProt

DB1h Q99728
Белок 1 домена RING, связанный с BRCA1, 
BARD1

Протеолиз [35]

>> Q9BZ95
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза NSD3, 
NSD3

Протеолиз [44]

>> Q9UPP1 Гистон-лизин-деметилаза PHF8, PHF8 Протеолиз [45]

>> O94880 PHD пальцевый белок 14, PHF14 Не ПТМ UniProt

>> P28749 Ретинобластомоподобный белок 1, RBL1 Протеолиз, ПТМ [46]

>> Q96N64 Белок 2A, содержащий домен PWWP, PWWP2A Не ПТМ UniProt
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PRDM2 (H3К9), не входящие в семейство ги-
стон-лизин-N‑метилтрансфераз. Роль убикви-
тинирования в регуляции работы этих ферментов 
не установлена, но UniProt не содержит указаний, 
что убиквитинирование является их ПТМ (табл. 1). 
KDM5B и KDM4D, лизин-специфические демети-
лазы 5B и 4D, регулируют деметилирование H3К4 

и H3K9, тем самым играя главную роль в гистоно-
вом коде, согласно UniProt. Их уровень в клетке 
регулируется убиквитинированием [42, 43].

В пробе DB1h обнаружены убиквитинирован-
ные гистон-лизин-N- метилтрансфераза NSD3, 
гистон-лизин-деметилаза PHF8, белки PHF14 

>> P78527
Каталитическая субъединица 
ДНК‑зависимой протеинкиназы, PRKDC

Протеолиз [38]

DB4h Q5VTR2 Е3 убиквитин-белковая лигаза BRE1A, RNF20 Не ПТМ UniProt

>> Q5VVJ2 Деубиквитиназа MYSM1, MYSM1 Не ПТМ UniProt

>> Q70CQ1
Убиквитин-карбоксиконцевая гидролаза 49, 
USP49

Не ПТМ UniProt

>> Q70EK9
Убиквитин-карбоксиконцевая гидролаза 51, 
USP51

Не ПТМ UniProt

>> Q8TEK3
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза, 
специфичная к лизину 79 гистона H3, DOT1L

Протеолиз [47]

>> Q15910
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза EZH2, 
EZH2

Протеолиз [8]

>> Q15047
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза SETDB1, 
SETDB1

Регуляция 
активности, 
протеолиз

[48, 49]

>> Q9BYW2
Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза SETD2, 
SETD2

Протеолиз [8]

>> Q8NEZ4 Гистон-лизин-N‑метилтрансфераза 2C, KMT2C Протеолиз [50]

>> Q15291 Ретинобластома-связывающий белок 5, RBBP5 Не ПТМ UniProt

>> Q9H0M4
Белок 1 домена PWWP типа CW с цинковым 
пальцем, ZCWPW1

Не ПТМ UniProt

>> P42568 Protein AF‑9, MLLT3 Не ПТМ UniProt

>> Q6B0I6 Лизин-специфическая деметилаза 4D, KDM4D Протеолиз [42]

>> Q9NPF5 Белок 1, ассоциированный 
с ДНК‑метилтрансферазой 1, DMAP1 Не ПТМ UniProt

>> Q9ULM3 Белок 2, содержаций домен YEATS, YEATS2 Не ПТМ UniProt

>> Q9Y265 RuvB‑подобный 1, RUVBL1 Не ПТМ UniProt

>> Q6UB99
Белок 11, содержащий домен повторов 
анкирина, ANKRD11

Протеолиз [51]

>> Q9UQ80
Белок 2G4, связанный с пролиферацией, 
PA2G4

Протеолиз UniProt

>> P09874 Поли(ADP‑рибозо)полимераза 1, PARP1 ПТМ, Протеолиз [39, 40]

>> Q8IXQ6
Белковая моно-ADP‑рибозилтрансфераза 
PARP9, PARP9

Не ПТМ UniProt

>> Q9UIG0 Тирозин-протеинкиназа BAZ1B, BAZ1B Не ПТМ UniProt
Примечание. Представлены суммированные данные трех независимых экспериментов.
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и RBL1. NSD3 диметилирует гистон Н3 и в зави-
симости от локализации или активирует (H3К4), 
или подавляет (H3К27) транскрипцию. PHF8 де-
метилирует H3K9, а также диметилирует H3K27 
и монометилирует гистон Н4, таким образом, 
в зависимости от местоположения лизинового 
остатка являясь активатором транскрипции или 
же репрессором, контролирующим G1-S переход 
клеточного цикла. RBL1 контролирует работу 
метилтрансфераз и триметилирование H4K20. 
Убиквитинирование этих белков ведет к их расще-
плению [44–46]. Для PHF14, снижающего уровень 
триметилированного H3K4, убиквитинирование 
не является ПТМ, но данных о его роли в проте-
асомной деградации на настоящий момент нет.

В клетках с необратимыми повреждениями, 
ведущими к близкой параптозоподобной гибели 
(проба DB4h), обнаружено несколько представите-
лей семейства гистон-лизин-N‑метилтрансфераз: 
EZH2, SETDB1, SETD2, KMT2C, DOT1L, а так-
же компонент метилтрансферазных комплексов 
RBBP5, стимулирующий метилирование H3К4 и ре-
гулирующий активность KMT2C и SETDB1. EZH2 
и SETDB1 метилируют Lys‑9 и Lys‑27 гистона H3, 
подавляя транскрипцию. SETD2, KMT2C, DOT1L 
метилируют Lys‑36, Lys‑4 и Lys‑70 гистона H3, яв-
ляясь регуляторами ремоделирования хроматина, 
транскрипции и репарации ДНК. ZCWPW1, ридер 
двойного метилирования гистонов H3K4 и H3K36, 
также был найден при инициации параптоза; роль 
убиквитинирования этого фермента пока не уста-
новлена, но оно не относится к ПТМ. Отметим, 
что моноубиквитинирование SETDB1 является его 
ПТМ, необходимой для осуществления основной 
энзиматической функции [48]. Лизин-специфиче-
ская деметилаза 4D (KDM4D), деметилирующая 
H3К9, что означает активацию транскрипции, так-
же относится к главным регуляторам гистонового 
кода. Установлено, что полиубиквитинирование 
большинства белков данной пробы, связанных с ме-
тилированием гистонов (SETD2, DOT1L, SETDB1, 
EZH2, KDM4D, KMT2С), приводит к их деградации 
[8, 42, 47, 49, 50].

Таким образом, метилирование гистонов, об-
наруженное в клетках НЕр‑2, направлено как на 
стимуляцию, так и на подавление экспрессии генов, 
а убиквитинирование белков, участвующих в этом 
процессе, во многих случаях сопровождается по-
следующим расщеплением протеасомой.

Среди регуляторов гистонового кода, убиквити-
нированных в клетках НЕр‑2, мы также обнаружи-
ли де- и ацетилирующие ферменты. В контроле это 
гистон-деацетилаза HDAC5, активная в отношении 
гистонов H2A, H2B, H3 и H4 и выполняющая роль 

в регуляции транскрипции и регуляции клеточного 
цикла, и YEATS2, белок-ридер в составе комплекса, 
деацетилирующего гистоны H3 и H4. Результатом 
убиквитинирования HDAC5 является его протео-
лиз [36, 37], в отношении YEATS2 таких данных не 
опубликовано. Для найденного в контроле ATXN7, 
выполняющего функцию ацетилирования гисто-
на H3, убиквитинирование может быть и ПТМ 
(согласно UniProt), и направлением на деграда-
цию [41]. В пробе D4h также были обнаружены 
регуляторы де- и ацетилирования гистона Н3: 
ацетилаза KANSL1, регулирующая транскрипцию 
через ацетилирование гистона H3, и деацетилаза 
HDAC9, активная в отношении коровых гистонов 
H2A, H2B, H3 и H4. Как видно из табл. 1, роль 
убиквитинирования в судьбе этих и многих других 
белков группы D4h пока окончательно не уста-
новлена. Так, в работе [36] не смогли обнаружить 
деградацию HDAC9, хотя остальные изученные 
белки HDAC1–8 и 10 после убиквитинирования 
подвергались расщеплению. В пробе DB1h регу-
ляцию транскрипции через ацетилирование гисто-
нов осуществлял PWWP2A; убиквитинирование 
не является его ПТМ. В пробе DB4h мы также 
обнаружили убиквитинированный белок-ридер 
YEATS2 (см. выше). Деацетилирование выполнял 
и ANKRD11, чье убиквитинирование указывает 
на деградацию молекулы [51]. Ридер хроматина 
MLLT3, компоненты NuA4 гистон-ацетилтрансфе-
разного комплекса RUVBL1 и DMAP1, связанный 
с пролиферацией белок PA2G4, найденные в этой 
пробе, также через ацетилирование гистонов уча-
ствуют в регуляции транскрипции. Их убиквити-
нирование не является ПТМ, а для PA2G4 прямо 
указывает на последующую деградацию (UniProt). 
В этой пробе были также обнаружены Ub-белки, 
служащие основой для ацетилтрансферазных 
и метилтрансферазных комплексов, и ингиби-
торы ферментов гистонового кода (не включены 
в табл. 1) – REST, CCAR2, WIZ, MBD1, ARID5B; 
для всех этих белков убиквитинирование не яв-
ляется ПТМ, а для REST является указанием на 
протеолиз. Белок REST был найден также в кон-
троле, а CCAR2 – в пробе D4h. Отметим, что во 
всех пробах был обнаружен убиквитинированный 
BRD1 с функцией ридера гистонов (histone reader 
activity), являющийся основой для гистон-ацетил-
трансферазных комплексов; убиквитинирование 
является его ПТМ (UniProt).

Помимо убиквитинирования, ацетилиро-
вания и метилирования, гистоны могут также 
подвергаться другим ковалентным модифика-
циям – фосфорилироваться, сумоилироваться, 
кротонилироваться, биотинироваться, бутирили-
роваться, N‑формилироваться, деиминироваться 
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и поли-ADP‑рибозилироваться [1, 2, 4]. Роль фос-
форилирования гистонов (например, по сери-
ну‑9 и -14) в гистоновом коде заключается как 
в активации транскрипции, так и в конденсации 
и фрагментации хроматина при апоптозе [1, 56]. 
PRKDC, фосфорилирующая гистон H2 в ответ 
на повреждение ДНК, была обнаружена в кон-
троле, пробе D4h и DB1h. Убиквитинирование 
PRKDC ведет к протеасомной деградации [38]. Ти-
розин-протеинкиназа BAZ1B, обнаруженная при 
инициации параптоза (DB4h), является главным 
регулятором перестройки хроматина и участвует 
в ответе на повреждение ДНК путем фосфори-
лирования Tyr‑142 гистона H2AX. Ее убиквити-
нирование, согласно UniProt, не является ПТМ.

В восстановлении поврежденной ДНК кле-
ток большую роль играет также такая ПТМ, как 
ADP‑рибозилирование. Поли(ADP‑рибозо)поли-
мераза 1 (PARP1), инициатор репарации разрывов 
ДНК, была обнаружена в контроле и пробе DB4h. 
В последней также были найдены протеин-мо-
но-ADP‑рибозилтрансфераза PARP15, не связан-
ная с гистоновым кодом, и PARP9, неактивная 
в свободном состоянии. PARP1-зависимый ком-
плекс PARP9 с E3 лигазой DTX3L (PARP9-DTX3L) 
быстро и специфически доставляется к местам 
повреждения ДНК, что необходимо для эффек-
тивного негомологичного соединения ее концов 
в местах двухцепочечных разрывов (NHEJ), а также 
связывается с убиквитином и препятствует убик-
витинированию субстратов, в том числе и гисто-
нов. Обнаружение PARP1 в убиквитинированном 
состоянии может указывать на последующую де-
градацию, а также в некоторых случаях является 
ПТМ [39, 40]. Для PARP9, не связанной с DTX3L, 
данные о роли убиквитинирования отсутствуют, 
однако в базе UniProt оно не относится к ПТМ. 
PARP9, не связанная с другими белками, была 
также обнаружена в пробе D4h.

Таким образом, при инициации параптозопо-
добной клеточной гибели (проба DB4h), наряду 
с повреждениями ЭПР и ретроградного транспор-
та  [9] происходит увеличение убиквитинирования 
белков-регуляторов гистонового кода, которое 
свидетельствует о наличии повреждений ДНК 
и ядра. Протеасомная деградация убиквитини-
рованных белков – рутинная процедура удаления 
поврежденных или ставших ненужными белков 
клетки, а активация этого процесса является ин-
дикатором массового повреждения и указанием на 
возможную клеточную гибель, в случае действия 
ДСФокси – на инициацию параптоза. Среди убик-
витинированных гистон-лизинметилтрансфераз, 
обнаруженных при инициации параптозоподоб-
ной гибели, большинство составляли активаторы 

транскрипции. Однако, как указано выше, по-
средством полиубиквитинирования эти белки 
направляются на деградацию [8, 42, 47, 49, 50]. 
Деметилаза KDM4D, участвующая в регуляции 
транскрипции, также после убиквитинирования 
расщепляется протеасомами. Деградация может 
быть результатом убиквитинирования и остальных 
регуляторов метилирования, обнаруженных в этой 
пробе, так как убиквитинирование не является 
их ПТМ [8, 42, 47, 49, 50]. То есть при инициации 
параптозоподобной гибели происходит протеасо-
мная деградация регуляторов метилирования ги-
стонов, отвечающих за инициацию транскрипции 
и репарацию поврежденных участков ДНК. Для 
найденных в этой пробе гистон-ацетилирующих 
ферментов и фосфорилазы гистонов BAZ1B, ак-
тивирующих транскрипцию и репарацию ДНК, 
роль убиквитинирования также состоит в под-
готовке к деградации (ANKRD11) или пока еще 
не установлена, но не связана с ферментатив-
ной активностью (компоненты NuA4, YEATS2, 
BAZ1B). В этой пробе в повышенном по сравне-
нию с остальными белками количестве представ-
лены и Ubl-конъюгирующие ферменты. Их роль 
в основном состоит в регуляции транскрипции 
и репарации повреждений ДНК. Обнаружение 
их в убиквитинированном состоянии не является 
однозначным указанием на последующую про-
теасомную деградацию вследствие повреждения 
молекулы, но этот вариант возможен. В частности, 
ранее мы установили, что деубиквитиназа UCHL5, 
участвующая в репарации ДНК и отвечающая за 
отщепление убиквитина перед протеасомной де-
градацией несобранных /поврежденных белков, 
была окислена и убиквитинирована при инициа-
ции параптоза посредством ДСФокси [9], что, по 
данным UniProt, не является ее ПТМ и может быть 
указанием на дальнейшую деградацию.

В остальных пробах было обнаружено слиш-
ком малое количество ферментов гистонового 
кода, чтобы можно было делать выводы о характере 
идущих в них процессов, однако речь может идти 
о балансе процессов, характерном для обычной 
жизнедеятельности или нелетального повреждения.

Таким образом, повреждение ядра и наруше-
ние регуляции гистонового кода при инициации 
параптозоподобной гибели клеток НЕр‑2 посред-
ством ДСФокси происходит одновременно с раз-
витием несовершенного белкового ответа, инги-
бированием ретроградного транспорта белков 
и стрессом ЭПР, обнаруженными нами ранее, что 
указывает на плейотропный характер механизма 
запуска этой гибели, наличие множественных 
внутриклеточных мишеней, повреждающихся при 
действии этих агентов.
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Changes in Histone Code Regulation during the Initiation of Paraptosis-Like 
Death of HEp‑2 Tumor Cells by Oxidized Disulfiram Derivatives
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Disulfiram (DSF) and its oxidized derivatives (DSFoxy) are currently being investigated as possible anti-
cancer agents. We previously found that DSFoxy initiate paraptosis-like death of tumor cells, which is of 
potential interest for the treatment of tumors resistant to the initiation of apoptosis. Based on bioinfor-
matics analysis of mass spectrometric data on protein ubiquitination, we formulated a conception about 
the important role of disruption of the retrograde transport of damaged proteins from the endoplasmic 
reticulum to the cytosol in the mechanism of initiation of paraptosis-like cell death. In the present work, 
it was found that DSFoxy, in the process of initiating paraptosis-like death of human adenocarcinoma 
HEp‑2 cells, also enhances the ubiquitination of histones and histone code enzymes. In particular, this 
applies to the ubiquitination of histone H2BC12, histone methyltransferases responsible for transcription 
and repair of damaged DNA, as well as acetylating and ubiquitin-conjugating proteins. Bioinformatics 
analysis of changes in ubiquitination of cell nuclear proteins using the STRING database revealed dur-
ing this process an increase in the occurrence of ubiquitinated proteins (functional enrichment) of cell 
cycle regulation, cell response to DNA damage and DNA repair, the regulation of which also depends on 
the histone code. This directly indicates damage to the cell nucleus and is consistent with confocal mi-
croscopy data. These results indicate that when paraptosis-like death is initiated by DSFoxy, along with 
impairment of retrograde transport and ER stress, there is also a change in the regulation of the histone 
code, which points to a pleotropic mechanism of cell death induction.
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