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Âîâëå÷åíèå MAP-êèíàçíûõ êàñêàäîâ â àêòèâàöèþ ñòàðåíèÿ

Â ðàáîòå èçó÷àëè ðîëü ñòðåññ-êèíàç p38 è JNK1,2 â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ,
èíäóöèðîâàííîãî èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut), â ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras. Îáíàðóæåíî, ÷òî òðàíñôîðìàí-
òû èç êëåòîê-íîêàóòîâ ïî ãåíàì êèíàçû p38 ñïîñîáíû ðåàëèçîâàòü ïðîãðàììó óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ ïðè
äåéñòâèè NaBut, êîòîðàÿ âûðàæàåòñÿ â ïîÿâëåíèè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà, ïîäàâëåíèè ïðîëèôåðàöèè,
ãèïåðòðîôèè êëåòîê è ïîÿâëåíèè àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè è àêòè-
âàöèè êèíàçû mTOR. Â òî æå âðåìÿ ó êëåòîê-íîêàóòîâ ïî ãåíàì jnk1,2 ïðîãðàììà NaBut-èíäóöèðîâàí-
íîãî ñòàðåíèÿ íå ðàçâèâàåòñÿ. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà êîìïëåêñà mTORC1 ðàïà-
ìèöèíà ïîêàçàíî, ÷òî ðåàëèçàöèÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ïîñëå äåéñòâèÿ NaBut íà êëåòêè-íîêàóòû ïî p38
òåñíî êîððåëèðóåò ñ àêòèâàöèåé mTOR â ñîñòàâå êîìïëåêñà mTORC1. Â ñëó÷àå êëåòîê-íîêàóòîâ ïî ãå-
íàì jnk1,2 àêòèâàöèè êîìïëåêñà mTORC1 íå ïðîèñõîäèò. Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå êëåòîê-íîêàó-
òîâ ïî ñòðåññ-êèíàçàì ãîâîðèò î òîì, ÷òî íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû èíäóöèðî-
âàííîãî áóòèðàòîì ñòàðåíèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A+cHa-Ras ÿâëÿþòñÿ êèíàçû JNK1,2, â îòñóòñòâèå êî-
òîðûõ íå àêòèâèðóåòñÿ êèíàçà mTOR â ñîñòàâå êîìïëåêñà mTORC1 è íå âûÿâëÿþòñÿ ìàðêåðû
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.
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Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: NaBut — áóòèðàò íàòðèÿ, SA-b-Gal — b-ãàëàêòîçèäàçà, àññîöèèðî-
âàííàÿ ñî ñòàðåíèåì.

Ñòàðåíèå êëåòîê — ýòî åñòåñòâåííàÿ ýâîëþöèîííî
äåòåðìèíèðîâàííàÿ ïðîãðàììà, äëÿ ðåàëèçàöèè êîòîðîé
òðåáóåòñÿ ðàáîòà îïðåäåëåííûõ ãåíîâ. Ðåïëèêàòèâíîå
ñòàðåíèå, îáíàðóæåííîå â êóëüòóðå ôèáðîáëàñòîâ ÷åëî-
âåêà in vitro, ñâÿçàíî ñ ïåðìàíåíòíûì ïîäàâëåíèåì ïðî-
ëèôåðàöèè, è åãî îáû÷íî ñâÿçûâàþò ñ óêîðî÷åíèåì òåëî-
ìåð (Hayflick, 1965). Äðóãîé òèï ñòàðåíèÿ áûë îáíàðóæåí
ïðè ââåäåíèè îíêîãåííîãî ras â êëåòêè ÷åëîâåêà è ãðûçó-
íîâ ðàííåãî ïàññàæà (Serrano et al., 1997). Õàðàêòåðíûìè
÷åðòàìè ýòîãî òèïà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿþòñÿ áëîê
ïðîëèôåðàöèè è ðàçâèòèå ìîðôîëîãè÷åñêèõ èçìåíåíèé,
ñõîäíûõ ñ íàáëþäàåìûìè ïðè ðåïëèêàòèâíîì ñòàðåíèè.
Ýòîò òèï ñòàðåíèÿ íàçâàëè óñêîðåííûì (Serrano et al.,
1997).

Ïðîãðàììà, îòâå÷àþùàÿ íà àêòèâàöèþ îíêîãåíîâ ïî-
äàâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè, îòíîñèòñÿ ê òóìîð-ñóïðåññîð-
íûì ïðîãðàììàì ïðåäîòâðàùåíèÿ ðàçìíîæåíèÿ äåôåêò-
íûõ êëåòîê. Îäíàêî ïðè êîîïåðàöèè ñ äðóãèìè îíêîãå-
íàìè ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ ìîæåò ñóïðåññèðîâàòüñÿ
(Weinberg, Hanahan, 2000). Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâàöèÿ èçîôîðì êèíàçû ð38 (ð38a è
ð38g) âûçûâàåò óñêîðåííîå ñòàðåíèå â ôèáðîáëàñòàõ ÷å-
ëîâåêà, òîãäà êàê ïîäàâëåíèå êèíàç ÌÅK è ð38 ñïåöèôè-
÷åñêèì èíãèáèòîðîì SB203580 èëè U0126 ïðèâîäèò ê
ðåçêîìó ïîäàâëåíèþ ðàçâèòèÿ ìàðêåðà ñòàðåíèÿ — b-ãà-

ëàêòîçèäàçíîé (SA-b-Gal) àêòèâíîñòè â ñëó÷àå ras -èíäó-
öèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ BJ ÷åëîâåêà (Kwong
et al., 2009).

Ïîêàçàíî, ÷òî ñòàðåíèå ìîæíî èíäóöèðîâàòü â îïóõî-
ëåâûõ êëåòêàõ ðàçíîîáðàçíûìè âîçäåéñòâèÿìè: öèòîñòà-
òèêàìè, ðåòèíîèäàìè, ðåíòãåíîâñêèì îáëó÷åíèåì, à òàê-
æå èíãèáèòîðàìè ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (Rikiishi, 2011).
Â ÷àñòíîñòè, èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç áóòèðàò
íàòðèÿ (NaBut) ñïîñîáåí âûçâàòü áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà
è ñòàðåíèå ó òðàíñôîðìàíòîâ E1A+cHa-Ras, êîòîðûå íå
îñòàíàâëèâàþòñÿ â öèêëå ïîñëå óäàëåíèÿ èç ñðåäû ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ èëè äåéñòâèÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ
(Àáðàìîâà è äð., 2003; Çóáîâà è äð., 2005). Ê ÷èñëó âåðî-
ÿòíûõ ðåãóëÿòîðîâ ïðîöåññà óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ îòíî-
ñÿòñÿ ñòðåññ-êèíàçû JNK è p38 èç ñóïåðñåìåéñòâà
MAP-êèíàç. Èññëåäîâàíèÿ íà òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåò-
êàõ, ïîëó÷åííûõ èç ýìáðèîíîâ ìûøåé ñ íîêàóòàìè ïî ãå-
íàì êèíàç JNK è p38, ïîêàçàëè, ÷òî äåéñòâèå NaBut èíäó-
öèðóåò ñòàðåíèå êëåòîê-íîêàóòîâ ïî p38, íî íå òðàíñôîð-
ìàíòîâ ñ íîêàóòîì ïî ãåíàì êèíàç JNK (Çóáîâà è äð.,
2007, 2008). Èìåþùèåñÿ íà ñåãîäíÿøíèé äåíü äàííûå
(Das et al., 2007, Wada et al., 2007) ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î
òîì, ÷òî ôóíêöèîíèðîâàíèå êèíàçû p38 íå ÿâëÿåòñÿ íåîá-
õîäèìûì è äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì ðåàëèçàöèè ïðîãðàì-
ìû ñòàðåíèÿ êëåòêè.
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Ñòàðåíèå êëåòîê, à òàêæå è îðãàíèçìà ñâÿçàíî ñ àêòè-
âàöèåé êèíàçû mTOR (mammalian target îf rapamycin) —
öåíòðàëüíîãî çâåíà êàñêàäà, êîíòðîëèðóþùåãî îñíîâíûå
ïðîöåññû â êëåòêå: óðîâåíü ýíåðãèè, ìåòàáîëèçì, àóòîôà-
ãèþ, òðàíñëÿöèþ áåëêà, ñòàðåíèå (Blagosklonny, 2006,
2011; Guertin, Sabatini, 2007). Âî ìíîãèõ âèäàõ îïóõîëåé
ðåãóëÿöèÿ àêòèâíîñòè êèíàçû mTOR íàðóøåíà, ÷òî ïðè-
âåëî ê èçó÷åíèþ ðîëè êèíàçû mTOR è åå ðåãóëÿòîðîâ â
ïðîöåññàõ çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñôîðìàöèè êëåòîê è ñòà-
ðåíèÿ.

Äàííûå î ñâÿçè ñòðåññ-êèíàç è TOR-ñèãíàëèíãà, ðàâ-
íî êàê è î ðîëè ñòðåññ-êèíàç â ðåàëèçàöèè óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ ìàëî÷èñëåííû. Ïîêàçàíî, ÷òî êèíàçà p38 ó÷àñò-
âóåò â ðåãóëÿöèè mTORC1 (mTOR complex 1) â îòâåò íà
ñòðåññ èëè ðîñòîâûå ôàêòîðû. Àêòèâèðóÿñü â îòâåò íà ãå-
íîòîêñè÷åñêèé ñòðåññ, p38 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
mTOR-S6K1-ñèãíàëèíãà (Lai et al., 2010). Ïîëó÷åíû äàí-
íûå î ðîëè êèíàçû JNK â ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè mTOR â
ñîñòàâå êîìïëåêñà mTORC1 (March, Winton, 2011). Òåì
íå ìåíåå ïîêà äî êîíöà íåÿñíî, êàêóþ ðîëü êèíàçû p38 è
JNK èãðàþò â àêòèâàöèè mTORC1 è ðåàëèçàöèè ïðîãðàì-
ìû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ.

Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå àêòèâàöèè êè-
íàçû mTOR â ñîñòàâå êîìïëåêñà mTORC1 è ðåàëèçàöèè
ïðîãðàììû óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ ïðè äåéñòâèè NaBut íà
ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàí-
íûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, â îòñóòñòâèå êèíàç p38
èëè JNK.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îí-
êîãåíàìè E1A è cHa-ras. Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå êëå-
òî÷íûå ëèíèè: òðàíñôîðìàíòû E1A+cHa-ras (êëåòêè mE-
Ras), ïîëó÷åííûå èç ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ ïóòåì ïåðåíîñà â íèõ ïàðû êîìïëåìåíòè-
ðóþùèõ îíêîãåíîâ Å1à è cHa-ras è ñëóæèâøèå êîíòðî-
ëåì, à òàêæå òðàíñôîðìàíòû ñ íîêàóòîì ïî ãåíàì êèíàç
JNK 1 è 2 (êëåòêè mERasJnk–/–) è òðàíñôîðìàíòû ñ íîêà-
óòîì ïî ãåíó mapk14, êîäèðóþùåìó êèíàçó p38 (êëåòêè
mERasp38–/–). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå Èãëà â
ìîäèôèêàöèè Äàëüáåêêî (ñðåäà DMEM), ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ).
Äëÿ èíäóêöèè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ èñïîëüçîâàëè èí-
ãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç NaBut â êîíöåíòðà-
öèè 4 ìM. Äëÿ ïîäàâëåíèÿ â êëåòêàõ àêòèâíîñòè
mTOR-êèíàçû èñïîëüçîâàëè ðàïàìèöèí (200 íM) — èí-
ãèáèòîð ýòîé êèíàçû, íàõîäÿùåéñÿ â ñîñòàâå êîìïëåêñà
mTORC1.

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ -
í î ã î ö è ê ë à è è ç ì å í å í è å è õ ð à ç ì å ð à îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Êëåòêè ñíè-
ìàëè ñ ÷àøåê ñìåñüþ òðèïñèíà ñ âåðñåíîì (1 : 9), îñàæäà-
ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS). Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè
â òå÷åíèå 30 ìèí â ïðèñóòñòâèè 0.01 % ñàïîíèíà ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïðîìûâàëè PBS è çàòåì 15 ìèí
èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ÐÍÊàçû À (0.1 ìã/ìë) è
èîäèäà ïðîïèäèÿ (40 ìã/ìë) ïðè 37 °Ñ. Ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà àíàëèçèðîâàëè íà öè-
òîìåòðå Odam (Brucker, Ôðàíöèÿ). Èçìåíåíèå ðàçìåðà
êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïðÿìîãî ñâåòîðàññå-
ÿíèÿ íà îáðàçöàõ, îêðàøåííûõ èîäèäîì ïðîïèäèÿ, êîòî-

ðûå èñïîëüçîâàëèñü äëÿ àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (Shapiro, 1988).

Ï ð î ë è ô å ð à ò è â í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü êëåòîê îöå-
íèâàëè ïî êðèâûì êëåòî÷íîãî ðîñòà. Êëåòêè âûñåâàëè íà
÷àøêè Ïåòðè (30 ìì) ïî 30 òûñ. êëåòîê íà 1 ÷àøêó. Ïîä-
ñ÷åò êëåòîê ïðîèçâîäèëè ÷åðåç 1, 3 è 5 ñóò ïîñëå íà÷àëà
êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â ïðèñóòñòâèè NaBut, ðàïàìèöè-
íà èëè NaBut è ðàïàìèöèíà îäíîâðåìåííî. Êëåòêè ïîä-
ñ÷èòûâàëè â êàìåðå Ãîðÿåâà. Èñïîëüçîâàëè 3 ÷àøêè íà
îäíó âðåìåíí *óþ òî÷êó. Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðî-
èçâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû Excel.

Ì î ð ô î ë î ã è ÷ å ñ ê è å è ç ì å í å í è ÿ ê ë å ò î ê îöå-
íèâàëè ïîñëå îêðàñêè ïðåïàðàòîâ ìåòîäîì Ðîìàíîâñêî-
ãî—Ãèìçà. Êëåòêè ðàñòèëè íà ñòåêëàõ â ÷àøêàõ Ïåòðè,
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ñóò â ïðèñóòñòâèè NaBut, ðà-
ïàìèöèíà èëè NaBut è ðàïàìèöèíà ñîâìåñòíî. Çàòåì
ñòåêëà ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè â òå-
÷åíèå 3 ìèí êðàñèòåëåì Ðîìàíîâñêîãî—Ãèìçà. Ïîñëå
ýòîãî ñòåêëà ïðîìûâàëè ïðîòî÷íîé âîäîé, ñóøèëè è çà-
êëþ÷àëè â Êàíàäñêèé áàëüçàì.

Â û ÿ â ë å í è å à ê ò è â í î ñ ò è S A - b - G a l ïðîâîäè-
ëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Dimri et al., 1995). Êëåòêè êóëü-
òèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â òå÷å-
íèå 5 ñóò ïî ñõåìå, îïèñàííîé âûøå, çàòåì ïðîìûâàëè
PBS è ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì â òå÷å-
íèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì ïðåïàðà-
òû ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ
â òå÷åíèå 18 ÷ â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì 1 ìã/ìë
5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë-b-D-ãàëàêòîçèäà, 40 ìM áóôå-
ðà, ñîäåðæàùåãî ëèìîííóþ êèñëîòó è ôîñôàò íàòðèÿ, pH
6.0, 5 ìM êðàñíîé êðîâÿíîé ñîëè, 5 ìM æåëòîé êðîâÿíîé
ñîëè, 150 ìM NaCl è 2 ìM MgCl2. Îêðàøåííûå ñòåêëà çà-
êëþ÷àëè â ôèêñàòîð DAKO. Îá àêòèâíîñòè SA-b-Gal ñó-
äèëè ïî ïîÿâëåíèþ ñèíèõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå êëåòîê.

À ê ò è â à ö è þ m T O R C 1 âûÿâëÿëè ìåòîäîì èììó-
íîôëóîðåñöåíöèè ïî íàêîïëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìû ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 — åãî ìèøåíè. Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ â
òå÷åíèå 5 ñóò ïî îïèñàííîé âûøå ñõåìå, çàòåì ïðîìûâà-
ëè PBS è ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì â òå÷å-
íèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Êëåòêè ïðîìûâà-
ëè PBS è ïåðìåàáèëèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè 0.2%-íîãî
Òðèòîíà X-100 â òå÷åíèå 20 ìèí, çàòåì áëîêèðîâàëè â
ðàñòâîðå 3%-íîãî BSA íà áóôåðå TBS-T â òå÷åíèå 1.5 ÷,
ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè ïîëèêëîíàëüíû-
ìè àíòèòåëàìè ê pS6 è ìîíîêëîíàëüíûìè ê S6 (Cell Sig-
naling, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100 â ðàñòâîðå 3%-íîãî
BSA íà áóôåðå TBS-T â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå îò-
ìûâêè êëåòêè ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷
ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè (Goat-anti-rabbit è Goat-an-
ti-mouse), íåñóùèìè ôëóîðåñöåíòíóþ ìåòêó (AlexaFluor
488 è Alexa Fluor 568 ñîîòâåòñòâåííî; Invitrogen, ÑØÀ) â
ïðèñóòñòâèè DAPI äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð. Àíàëèç èçîá-
ðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðî-
ñêîïà Leiña TCS SL.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èíäóêöèè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê èñïîëü-
çîâàëè NaBut. Òàê êàê NaBut âûçûâàåò ñòàðåíèå, áëîêè-
ðóÿ ïðîõîæäåíèå êëåòîê ïî öèêëó íà ñòàäèè ïåðåõîäà ôàç
G1/S (Àáðàìîâà è äð., 2003), ìû îöåíèëè õàðàêòåð ðàñïðå-
äåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ìåòîäîì ïðî-
òî÷íîé öèòîìåòðèè ÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê â
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ïðèñóòñòâèè NaBut. Îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëå äåéñòâèÿ NaBut
äîëÿ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, ñîñòàâèëà ó êëåòîê
mEras 7.31 (ïðîòèâ 37.97 % â êîíòðîëå) è 3.54 % ó êëåòîê
mERasp38–/– (ïðîòèâ 33.89 % â êîíòðîëå). Òàêîå æå äåé-
ñòâèå NaBut îêàçûâàåò íà êëåòêè ëèíèè mERasJnk–/–
ñíèæàåò äîëþ êëåòîê â S-ôàçå ñ 42.90 % â êîíòðîëå äî
12.91 %. Òàêèì îáðàçîì, NaBut âûçûâàåò íàêîïëåíèå êëå-
òîê íà ãðàíèöå ôàç G1/S âî âñåõ 3 èññëåäîâàííûõ ëèíèÿõ
(ðèñ. 1, à). Äàííûå ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè õîðîøî ñîãëà-
ñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëå-
òîê. Ïî êðèâûì êëåòî÷íîãî ðîñòà (ðèñ. 1, á) âèäíî, ÷òî
NaBut ñóùåñòâåííî ïîäàâëÿåò ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê âñåõ
3 èññëåäîâàííûõ ëèíèé.

Äèôôåðåíöèàëüíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê ïî ìåòîäó
Ðîìàíîâñêîãî—Ãèìçà ïîêàçàëî, ÷òî êëåòêè ëèíèé mERas
è mERasp38–/– ïîñëå 5-ñóòî÷íîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ â
ïðèñóòñòâèè NaBut ïðèîáðåòàþò õàðàêòåðíóþ äëÿ ñòàðå-

þùèõ êëåòîê ìîðôîëîãèþ. Ó íèõ ïîÿâëÿåòñÿ ãèïåðòðîô-
íûé ôåíîòèï, âàêóîëèçèðóåòñÿ öèòîïëàçìà, íàðóøàåòñÿ
ÿäåðíî-öèòîïëàçìàòè÷åñêîå îòíîøåíèå çà ñ÷åò íåïðîïîð-
öèîíàëüíîãî óâåëè÷åíèÿ îáúåìà öèòîïëàçìû, è îíè ñèëü-
íåå ðàñïëàñòûâàþòñÿ ïî ïîâåðõíîñòè. Ó êëåòîê ëèíèè
mERasJnk–/– ïðè äåéñòâèè NaBut óêàçàííûõ ìîðôîëîãè-
÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ñòàðåíèÿ íå íàáëþäàëè (ðèñ. 3).

Îöåíêà ðàçìåðà êëåòîê ñ ïîìîùüþ ñâåòîðàññåÿíèÿ ïî-
êàçàëà, ÷òî ïîñëå 5-ñóòî÷íîãî äåéñòâèÿ NaBut îáúåì êëå-
òîê mEras è mErasp38–/– (íî íå êëåòîê mErasJnk–/–) óâåëè-
÷èâàåòñÿ (ðèñ. 2), ÷òî ñâÿçàíî, êàê ïîêàçàíî ðàíåå, ñ ïåðå-
ñòðîéêàìè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà (Romanov et al., 2010).

Îáùåïðèíÿòûì ìàðêåðîì ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîâû-
øåíèå àêòèâíîñòè SA-b-Gal, àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðå-
íèåì, êîòîðàÿ âûÿâëÿåòñÿ ïî ïîÿâëåíèþ õàðàêòåðíûõ ãî-
ëóáûõ ãðàíóë, çàïîëíÿþùèõ öèòîïëàçìó êëåòêè. ×åðåç
5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè NaBut ïîâûøåííàÿ

904 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê-òðàíñôîðìàíòîâ mEras, mErasp38–/– è mErasJnk–/– ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â êîíòðîëå (K) è íà
5-å ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ 4 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut, à) è êðèâûå ðîñòà ýòèõ êëåòîê (á).

à: ïî ãîðèçîíòàëè — êîëè÷åñòâî ÄÍÊ (åä. ïëîèäíîñòè, ñ); ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê; íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ (%) êëåòîê â ðàçíûõ
ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà.



àêòèâíîñòü SA-b-Gal îáíàðóæåíà â êëåòêàõ mERas è
mERasp38–/–, òîãäà êàê â êëåòêàõ mERasJnk–/– ïîâûøå-
íèÿ àêòèâíîñòè SA-b-Gal íå íàáëþäàëè, ÷òî ãîâîðèò â
ïîëüçó òîãî, ÷òî â êëåòêàõ-íîêàóòàõ ïî JNK-êèíàçå ñòàðå-
íèå íå èíäóöèðóåòñÿ (ðèñ. 4).

Õàðàêòåðíûì ïðèçíàêîì êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåò-
ñÿ ãèïåðòðîôíûé ôåíîòèï (Ñampisi, 2011), ïîÿâëåíèå êî-
òîðîãî ñâÿçûâàþò ñ àêòèâíîé ðàáîòîé êèíàçíîãî êîìï-
ëåêñà mTORÑ1, îäíèì èç ñóáñòðàòîâ êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ
ðèáîñîìàëüíûé áåëîê S6, ôîñôîðèëèðóåìûé S6-êè-
íàçîé — ìèøåíüþ äåéñòâèÿ mTORC1 (Ruvinsky et al.,
2005). Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 ïîêà-
çàëà, ÷òî â êëåòêàõ mERasp38–/–, êàê è â êëåòêàõ mEras,
÷åðåç 5 ñóò äåéñòâèÿ NaBut ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6, â òî
âðåìÿ êàê â êëåòêàõ-íîêàóòàõ mERasJnk–/– ïðè äåéñòâèè
NaBut ýòîò áåëîê íå íàêàïëèâàåòñÿ (ðèñ. 5).

Ðîëü êèíàçíîãî êîìïëåêñà mTORC1, îòâå÷àþùåãî çà
ïðîöåññ òðàíñëÿöèè, áèîãåíåç ðèáîñîì è àóòîôàãèþ, â
àêòèâàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ èçó÷àëè, èñïîëüçóÿ ñïå-
öèôè÷åñêèé èíãèáèòîð ýòîãî êèíàçíîãî êîìïëåêñà — ðà-
ïàìèöèí (Guertin, Sabatini, 2007). Îöåíêó âêëàäà mTOR-
êèíàçû â ñòàíîâëåíèå îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ ïðî-
âîäèëè ïî òîé æå ñõåìå, êîòîðóþ èñïîëüçîâàëè äëÿ îöåí-
êè âëèÿíèÿ NaBut íà ïðîëèôåðàöèþ. Ïðè ïîäàâëåíèè àê-
òèâíîñòè êîìïëåêñà mTORC1 ðàïàìèöèíîì ÷åðåç 1 ñóò
ïîñëå íà÷àëà êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñóùåñòâåííîãî ïî-
äàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ó êëåòîê âñåõ 3 êëåòî÷íûõ ëèíèé
íåò. Â ðåçóëüòàòå 5-ñóòî÷íîãî äåéñòâèÿ ðàïàìèöèíà äîëÿ
êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â S-ôàçå, ó êëåòîê mERas ñíèæàåòñÿ
äî 11.49 % (îò 37.97 % â êîíòðîëå), êëåòîê ëèíèè
mERasp38–/– — äî 22.21 (îò 33.89 % â êîíòðîëå), à ó êëå-
òîê ëèíèè mERasJnk–/– — òîëüêî äî 32.47 % (îò 42.90 %
â êîíòðîëå) (ðèñ. 6, à). Òàêèì îáðàçîì, íåñìîòðÿ íà íåêî-
òîðîå ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà ïîä äåé-

ñòâèåì ðàïàìèöèíà, ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î òîì,
÷òî êëåòêè âñåõ 3 ëèíèé óñòîé÷èâû ê àíòèïðîëèôåðàòèâ-
íîìó äåéñòâèþ ðàïàìèöèíà: êëåòêè çàìåäëÿþò ïðîëèôå-
ðàöèþ, ÷òî âèäíî ïî ñêîðîñòè èõ ïðîõîæäåíèÿ ïî öèêëó,
íî äåëèòüñÿ íå ïðåêðàùàþò (ðèñ. 6, á). Ïðè ýòîì ðàïàìè-
öèí íå îêàçûâàåò çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ìîðôîëîãèþ êëå-
òîê (ðèñ. 3).
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèÿ ðàçìåðà êëåòîê mEras, mErasp38–/– è mErasJnk–/– â êîíòðîëå (K) è ïðè äåéñòâèè 4 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut)
â òå÷åíèå 5 ñóò, ïðîâåäåííîå ìåòîäîì ïðÿìîãî ðàññåÿíèÿ ñâåòà.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, óñë. åä.; ïî âåðòèêàëè — âåëè÷èíà ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ, óñë. åä., çàâèñÿùàÿ îò ðàçìåðà êëåòêè.

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè êëåòîê-òðàíñôîðìàíòîâ mEras,
mErasp38–/– è mErasJnk–/– â êîíòðîëå, ïðè äåéñòâèè NaBut
(4 ìÌ), ðàïàìèöèíà (Rapa, 200 íÌ) è ýòèõ àãåíòîâ îäíîâðå-

ìåííî â òå÷åíèå 5 ñóò.

Îêðàøèâàíèå ïî ìåòîäó Ðîìàíîâñêîãî—Ãèìçà. Îá. 40�.



Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, íàñêîëüêî îïòèìàëüíà âû-
áðàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ðàïàìèöèíà äëÿ ïîäàâëåíèÿ àêòèâ-
íîñòè êîìïëåêñà mTORÑ1 è îòìåíû ôîðìèðîâàíèÿ ãèïåð-
òðîôíîãî ôåíîòèïà êëåòîê ïîä äåéñòâèåì èíãèáèòîðà ãèñ-
òîíîâûõ äåàöåòèëàç, êëåòêè âñåõ ëèíèé êóëüòèâèðîâàëè
âìåñòå â ïðèñóòñòâèè NaBut è ðàïàìèöèíà îäíîâðåìåííî,
èñïîëüçóÿ òå æå êîíöåíòðàöèè è òó æå ñõåìó ýêñïåðèìåí-
òà. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ïîäàâëåíèå Na-
But-èíäóöèðîâàííîé àêòèâíîñòè mTORC1, äåéñòâèå ðà-
ïàìèöèíà íå îòìåíÿåò ïîëíîñòüþ ìîðôîëîãè÷åñêèõ èç-
ìåíåíèé, õàðàêòåðíûõ äëÿ ñòàðåþùèõ êëåòîê. Îäíàêî

ïðîèñõîäèò óìåíüøåíèå îáúåìà êëåòîê è ÷àñòè÷íî ïîäàâ-
ëÿåòñÿ èõ ðàñïëàñòûâàíèå ïî ñóáñòðàòó (ðèñ. 3). Íàèáîëåå
âàæíûì ìîìåíòîì ÿâëÿåòñÿ ñíèæåíèå â ïðèñóòñòâèè ðà-
ïàìèöèíà àêòèâíîñòè SA-b-Gal â êëåòêàõ mEras è
mERasp38–/– (ðèñ. 4). Äîëÿ êëåòîê, ïîçèòèâíûõ ïî
SA-b-Gal, ñòàíîâèòñÿ ìåíüøå, êàê è èíòåíñèâíîñòü îêðàñ-
êè ãðàíóë. ×åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè Na-
But àêòèâíîñòü SA-b-Gal ïðîÿâëÿåòñÿ ó 97 % êëåòîê mEras
è ó 84 % êëåòîê mErasp38–/–. Ïðè îäíîâðåìåííîì äåéñò-
âèè NaBut è ðàïàìèöèíà äîëÿ êëåòîê, ïîçèòèâíûõ ïî
SA-b-Gal, äîñòèãàåò 71 % ó mEras è 38 % ó mErasp38–/–.

Íà îñíîâå ýòèõ äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì,
÷òî ðåàëèçóåìàÿ ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè NaBut è ðà-
ïàìèöèíà ïðîãðàììà ñõîäíà ñ êàðòèíîé äåéñòâèÿ îäíîãî
NaBut (ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè, áîëüøåå ðàñïëàñ-
òûâàíèå êëåòîê), îäíàêî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
mTORC1 ðàïàìèöèíîì ÷àñòè÷íî ñíèæàåò èíòåíñèâíîñòü
SÀ-b-Gal è âûðàæåííîñòü ãèïåðòðîôèè â êëåòêàõ mERas
è mERasp38–/–, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ äàííûìè ïî ñâåòîðàñ-
ñåÿíèþ. Â òî æå âðåìÿ êëåòêè mERasJnk–/–, â êîòîðûõ
ìàðêåðû ñòàðåíèÿ ïîä äåéñòâèåì NaBut íå ïîÿâëÿþòñÿ,
óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ ðàïàìèöèíà.

Îáñóæäåíèå

Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå ðàññìàòðèâàåòñÿ â íàñòîÿùåå
âðåìÿ êàê òóìîð-ñóïðåññîðíûé ìåõàíèçì ïîäàâëåíèÿ
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê â ñëó÷àå ýêñïðåññèè îíêîãåíîâ (Ra-
dier, Campisi, 2011). Ðîëü MAP-êèíàç è TOR-ñèãíàëüíîãî
ïóòè, êîòîðûå ïðèíèìàþò ó÷àñòèå â ðåàëèçàöèè ýòîé ïðî-
ãðàììû, èíòåíñèâíî èññëåäóåòñÿ, òàê êàê èçâåñòíî, ÷òî
îíè äåðåãóëèðóþòñÿ êàê â ïðîöåññå òðàíñôîðìàöèè, òàê è
â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êëåòîê (Weinberg, Hanahan, 2000;
Blagosklonny, 2008).

906 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ïîÿâëåíèå àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçè-
äàçíîé àêòèâíîñòè â òðàíñôîðìàíòàõ mEras, mErasp38–/– è
mErasJnk–/– ïîñëå 5-ñóòî÷íîãî äåéñòâèÿ 4 ìÌ NaBut è 4 ìÌ

NaBut ñîâìåñòíî ñ 200 íÌ ðàïàìèöèíà.

Âûÿâëåíèå ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè (ñèíèé öâåò) â êëåòêàõ ïðîâîäè-
ëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùèì ñóáñòðàò X-Gal äëÿ b-ãàëàêòîçèäàçû ïðè pH

6.0. Îá. 40�.

Ðèñ. 5. Íàêîïëåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 â êëåòêàõ mEras, mErasp38–/– è mErasJnk–/– ÷åðåç 5 ñóò
äåéñòâèÿ 4 ìÌ NaBut è NaBut ñîâìåñòíî ñ 200 íÌ ðàïàìèöèíà.

Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ ñ àíòèòåëàìè ê áåëêó S6 (êðàñíûé öâåò) è åå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå (çåëåíûé öâåò). ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé öâåò).
Îá. 100�.



Ïîêàçàíî, ÷òî êëþ÷åâóþ ðîëü â ñòàðåíèè ìîæåò èã-
ðàòü êèíàçà p38, à ïî óòî÷íåííûì äàííûì, äâå åå èçîôîð-
ìû — ð38a è ð38g. Îáíàðóæåíî, ÷òî ras-èíäóöèðîâàííîå
ñòàðåíèå â êëåòêàõ BJ ÷åëîâåêà ïîëíîñòüþ áëîêèðóåòñÿ
ïîñëå âûêëþ÷åíèÿ ñ ïîìîùüþ siÐÍK èçîôîðì ð38a è
ð3g, è, íàïðîòèâ, ââåäåíèå êîíñòèòóòèâíî àêòèâíûõ ôîðì
ð38a è ð38g âûçûâàåò êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, ïîäàâëÿÿ ïðî-
ëèôåðàöèþ êëåòîê è âûçûâàÿ ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè
SÀ-b-Gal (Kwong et al., 2009). Ê ñóáñòðàòàì êèíàçû p38
îòíîñÿòñÿ ìíîãèå áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â êîíòðîëå çà êëå-
òî÷íûì öèêëîìè ñòàðåíèåì êëåòêè. Â ÷àñòíîñòè, êèíàçà
p38 ìîæåò áûòü âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ áëîêà êëåòî÷íîãî
öèêëà íà ñòàäèè ïåðåõîäà G1 � S è G2 �M ïðè äåéñòâèè
óëüòðàôèîëåòîâîãî èçëó÷åíèÿ èëè íàðóøåíèÿõ âåðåòåíà
äåëåíèÿ (Áóëàâèí è äð., 1999). Êðîìå òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî
p38 ìîæåò ôîñôîðèëèðîâàòü è àêòèâèðîâàòü áåëîê p53
(Áóëàâèí è äð., 1999). Òàêæå p38 ìîæåò âûñòóïàòü â ðîëè
ðåãóëÿòîðà àïîïòîçà. Ïîêàçàíî, ÷òî êàðäèîìèîöèòû ñ íî-

êàóòîì ïî ãåíó êèíàçû p38 ìåíåå ÷óâñòâèòåëüíû ê àïîï-
òîãåííûì ñòèìóëàì, ÷åì êàðäèîìèîöèòû äèêîãî òèïà, à
ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû ìûøè ñ íîêàóòîì ïî ãåíó
êèíàçû p38 áîëåå óñòîé÷èâû ê àïîïòîçó, èíäóöèðóåìîìó
Fas-ñèãíàëîì èëè íåõâàòêîé ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ (Porras
et al., 2004).

Â çàâèñèìîñòè îò ñòèìóëà ïåðåäà÷à ñèãíàëà ñ ó÷àñòè-
åì p38 ìîæåò ïðèâîäèòü ê ïðîòèâîïîëîæíûì ðåçóëüòà-
òàì. Òàê, ïðè äåéñòâèè ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ, íàïðèìåð
àíèçîìèöèíà, ïðîèñõîäèò äëèòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ p38 è åå
ìèøåíè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà CREB, â ðåçóëüòàòå
÷åãî áëîêèðóåòñÿ êëåòî÷íûé öèêë. Ïðè äåéñòâèè ìèòî-
ãåííûõ ñèãíàëîâ â ïðîöåññ âîâëåêàþòñÿ ìàëûå ÃÒÔàçû,
àêòèâíîñòü p38 ñíèæåíà, íî ñòèìóëèðóþòñÿ ýêñïðåññèÿ
öèêëèíà D1 è ïðîëèôåðàöèÿ êëåòîê (Faust et al., 2012). Íà
îñíîâàíèè âîâëå÷åíèÿ êèíàçû p38 â ðåãóëÿöèþ ìíîãèõ
âàæíûõ ïðîöåññîâ ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îíà èãðàåò
è òóìîð-ñóïðåññîðíóþ ðîëü. Òåì íå ìåíåå, ñîãëàñíî ðå-

Âîâëå÷åíèå MAP-êèíàçíûõ êàñêàäîâ â àêòèâàöèþ ñòàðåíèÿ 907

Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå òðàíñôîðìàíòîâ mEras, mErasp38–/– è mErasJnk–/– ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â êîíòðîëå (K) ÷åðåç 5 ñóò
ïîñëå äåéñòâèÿ ðàïàìèöèíà (à) è êðèâûå ðîñòà ýòèõ êëåòîê (á).

à: ïî ãîðèçîíòàëè — êîëè÷åñòâî ÄÍÊ (åä. ïëîèäíîñòè, ñ); ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê; íà êàæäîé ãèñòîãðàììå óêàçàíà äîëÿ (%) êëåòîê â ðàçíûõ ôà-
çàõ êëåòî÷íîãî öèêëà.



çóëüòàòàì íàøåãî èññëåäîâàíèÿ, â êëåòêàõ-òðàíñôîðìàí-
òàõ E1a+cHa-Ras ðåàëèçàöèÿ ñòàðåíèÿ âîçìîæíà â íîêàó-
òàõ ïî ãåíó êèíàçû p38 ÷åðåç ñèãíàëüíûå êàñêàäû, êîòî-
ðûå ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ ïðîãðàììû
ñòàðåíèÿ è â åå îòñóòñòâèå.

Ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê Ras ÷åðåç ñâîé ñèãíàëüíûé êàñ-
êàä ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè êîìïëåêñà mTORC1 ïóòåì èí-
ãèáèðîâàíèÿ íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà mTORÑ1 — êîìï-
ëåêñà áåëêîâ òóáåðîçíîãî ñêëåðîçà õàìàðòèíà è òóáåðèíà
(êîìïëåêñ TSC1—TSC2). Ñòàðåíèå êëåòêè õàðàêòåðèçó-
åòñÿ îïðåäåëåííûìè ïðèçíàêàìè è ìàðêåðàìè — ýòî ãè-
ïåðòðîôèÿ è óñèëåíèå ðàñïëàñòûâàíèÿ êëåòêè ïî ñóáñò-
ðàòó (Blagosklonny, Hall, 2009), óñèëåíèå b-ãàëàêòîçèäàç-
íîé àêòèâíîñòè (Dimri et al., 1995). Ó ñòàðåþùåé êëåòêè
ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè ñâÿçàíî ñ áëîêîì êëåòî÷íîãî
öèêëà â ñâåðî÷íîé òî÷êå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå îñó-
ùåñòâëåíèÿ îïðåäåëåííûõ ñîáûòèé, ñâÿçàííûõ ñ èçìåíå-
íèåì àêòèâíîñòè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ, äåéñò-
âóþùèõ â ôàçå G1. Ïðåäïîëîæèòåëüíî èìåííî áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà ÿâëÿåòñÿ îñíîâîé ïåðåêëþ÷åíèÿ íà
ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ. Îäíàêî â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÿñíî, ÷òî
ýòî íå ñòîëü îäíîçíà÷íî, êàê ïðåäïîëàãàëîñü ðàíåå. Ïîêà-
çàíî, ÷òî áëîê â G1/S ìîæåò âîçíèêàòü â êëåòêàõ íå òîëü-
êî â îòâåò íà ïîâûøåííóþ ýêñïðåññèþ îíêîãåíîâ, íî è â
îòâåò íà íåõâàòêó ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ è ìîæåò äëèòüñÿ
íåñêîëüêî ìåñÿöåâ, äî òåõ ïîð ïîêà êëåòêè âíîâü íå áóäóò
ñòèìóëèðîâàíû ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè. Â ñëó÷àå áëîêà,
âûçâàííîãî ïîâûøåííîé ýêñïðåññèåé îíêîãåíîâ, êëåòêà
íå èñïûòûâàåò íåõâàòêè ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ. Â ñëó÷àå àêòèâíîãî MAP-êèíàçíîãî è
TOR-êàñêàäà êëåòêà àêòèâíî ñèíòåçèðóåò è íàêàïëèâàåò
áåëîê, ïðèîáðåòàÿ ãèïåðòðîôíûé ôåíîòèï (Blagosklonny,
2011). Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â òðàíñôîðìàíòàõ-íîêàóòàõ
ïî ãåíàì jnk1,2 áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèå ïðî-
ëèôåðàöèè ïðîèñõîäÿò òàê æå ýôôåêòèâíî, êàê è â êëåò-
êàõ mERas äèêîãî òèïà è â êëåòêàõ-íîêàóòàõ ïî ð38. Îä-
íàêî ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ è ìàðêåðû ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ,
ëèøåííûõ JNK-êèíàç, íå ðåàêòèâèðóåòñÿ â ïðèñóòñòâèè
NaBut. Ýòî ãîâîðèò î òîì, ÷òî áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íå
ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì âêëþ÷åíèÿ òóìîð-ñó-
ïðåññîðíîé ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ.

Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç îòíîñÿòñÿ ê ÷èñ-
ëó àãåíòîâ, êîòîðûå çà ñ÷åò ìîäèôèêàöèè ñòðóêòóðû õðî-
ìàòèíà ìîãóò âûçâàòü èçìåíåíèÿ â òðàíñêðèïöèè ãåíîâ è
ñòàðåíèå êëåòêè (Lee, Marks, 2010). Ýòîò ïðîöåññ íå òðå-
áóåò òðàíñêðèïöèîííî-àêòèâíîãî îïóõîëåâîãî ñóïðåññî-
ðà ð53. Èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç âûçûâàþò
ìîäèôèêàöèþ ãèñòîíîâ è, êàê ñëåäñòâèå, èçìåíÿþò õà-
ðàêòåð òðàíñêðèïöèè ðàçíûõ ãðóïï ãåíîâ. Äåéñòâèå èíãè-
áèòîðîâ ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (NaBut èëè H40) âåäåò ê
óñèëåíèþ ýêñïðåññèè èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàç áåëêà
p21CIP/WAF1 è îäíîâðåìåííî ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ òðàíñ-
êðèïöèè öèêëèíîâ, ÷òî ñïîñîáñòâóåò ïîäàâëåíèþ öèê-
ëèí-êèíàçíîé àêòèâíîñòè è áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà íà
ñòàäèè G1 (Àáðàìîâà è äð., 2003).

Â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ñèãíàëüíûå êàñêàäû ñ ó÷àñòè-
åì Ras è PI3K-êèíàçû ÷àñòî êîíñòèòóòèâíî àêòèâèðîâà-
íû, ÷òî ïðèâîäèò ê ìèòîãåííåçàâèñèìîé ïðîëèôåðà-
öèè — îäíîìó èç ãëàâíûõ ñâîéñòâ îïóõîëåâûõ êëåòîê.
Â íàøèõ òðàíñôîðìàíòàõ, ïîëó÷åííûõ ââåäåíèåì êîí-
ñòèòóòèâíî àêòèâíîé ôîðìû Ras âìåñòå ñ îíêîãåíîì Å1À
ðàííåãî ðàéîíà àäåíîâèðóñîâ, ñèãíàëüíûå êàñêàäû, êîíò-
ðîëèðóþùèå ïðîëèôåðàöèþ, ðàáîòàþò, ñêîðåå âñåãî,
êîíñòèòóòèâíî, è èì íå íóæíà àêòèâàöèÿ èçâíå. Îï-
ðåäåëåííóþ èíôîðìàöèþ î ñîñòîÿíèè êàñêàäîâ ìîæíî

ïîëó÷èòü, èñïîëüçóÿ ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû êèíàç,
êîòîðûå ïîìîãàþò îöåíèòü èõ ðîëü â ñòàíîâëåíèè îïðå-
äåëåííûõ ïðîãðàìì. Òàê, èñïîëüçóÿ ðàïàìèöèí, ìû îáíà-
ðóæèëè, ÷òî ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè êîìïëåêñà
mTORC1 ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê âñåõ 3 ëè-
íèé íåñêîëüêî ñíèæàëàñü ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì, íå
áûëî áëîêà G1/S, íå èçìåíÿëèñü ðàçìåðû êëåòîê, íå âûÿâ-
ëÿëàñü àêòèâíîñòü SA-b-Gal. Ðàïàìèöèí ÿâëÿåòñÿ ñïåöè-
ôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì êîìïëåêñà mTORC1. Â íàøåì
ñëó÷àå íàáëþäàëàñü òåñíàÿ êîððåëÿöèÿ ìåæäó ïîäàâëå-
íèåì àêòèâíîñòè êîìïëåêñà mTORC1 ðàïàìèöèíîì è îò-
ìåíîé íàêîïëåíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîãî áåëêà S6, îòñóò-
ñòâèåì áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèåì ôåíîòèïà
ñòàðåíèÿ (óìåíüøåíèå ãèïåðòðîôèè è èíòåíñèâíîñòè àê-
òèâíîñòè SA-b-Gal). Íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ ìîæ-
íî ïðåäïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå òåñíîé ñâÿçè ïðîöåññîâ
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ è àêòèâíîñòè TOR-êèíàçû, â ÷àñòíî-
ñòè êîìïëåêñà mTORC1.

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè mERas è mERas ïîñëå äåé-
ñòâèÿ NaBut îêàçàëèñü ñõîäíûìè ïî òàêèì ìàðêåðàì ñòà-
ðåíèÿ, êàê ãèïåðòðîôíûé ôåíîòèï, áëîê êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, âûñîêàÿ b-ãàëàêòîçèäàçíàÿ àêòèâíîñòü, à òàêæå ìàðêå-
ðû àêòèâíîñòè mTORC1. Îäíàêî ó êëåòîê mErasJnk–/–,
íåñìîòðÿ íà ïîäàâëåíèå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè â
îòâåò íà äåéñòâèå NaBut, ñòàðåíèå íå èíäóöèðîâàëîñü,
òàê êàê íå ïðîèñõîäèëî àêòèâàöèè mTORC1. Íà îñíîâå
ýòèõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå êàê î íå-
îáõîäèìîñòè JNK-êèíàçû äëÿ ðåàëèçàöèè NaBut-èíäóöè-
ðîâàííîãî ñòàðåíèÿ, òàê è î ñóùåñòâîâàíèè íåêîé ðåãóëÿ-
òîðíîé ïåòëè îò JNK ê êîìïëåêñó mTORC1.

Ïîêàçàíî, ÷òî ñèãíàëüíûå ïóòè p38 è JNK ðåãóëè-
ðóþò ïðîëèôåðàöèþ, ñòàðåíèå è òðàíñôîðìàöèþ àëüòåð-
íàòèâíî; ñîãëàñíî ýòèì äàííûì, ñèãíàëüíûé ïóòü
MKK7-JNK îïîñðåäóåò êëåòî÷íóþ òðàíñôîðìàöèþ
(Wada et al., 2007). Òåì íå ìåíåå ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî Na-
But ìîæåò âëèÿòü íà îíêîïðîäóêòû ðàéîíà E1A è, ñëåäî-
âàòåëüíî, âëèÿòü íà ðàáîòó jnk-çàâèñèìûõ ãåíîâ, à òàêæå
îñóùåñòâëÿòü êîíòðîëü çà ïðîöåññàìè àïîïòîçà, êëåòî÷-
íîé òðàíñôîðìàöèè è ïðîõîæäåíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà
(Heasley, Han, 2006). Òàêèì îáðàçîì, NaBut ìîæåò èíäó-
öèðîâàòü ñòàðåíèå â êëåòêàõ mERAS è mERasp38–/–, â
êîòîðûõ ñîõðàíÿåòñÿ êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâíîñòü JNK-êè-
íàçû, îäíàêî â êëåòêàõ-íîêàóòàõ ïî JNK-êèíàçå, íåñìîò-
ðÿ íà áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèå ïðîëèôå-
ðàöèè, ïðîãðàììà ñòàðåíèÿ, êîòîðóþ îöåíèâàëè ïî ïî-
ÿâëåíèþ îáùåïðèíÿòûõ ìàðêåðîâ, íå ðàçâèâàåòñÿ.
Âîçìîæíûì îáúÿñíåíèåì ìîæåò ñëóæèòü ïðåäïîëîæåíèå
î òîì, ÷òî ôóíêöèîíèðîâàíèå êèíàç çàâèñèò îò ñòèìóëà,
òèïà êëåòêè èëè òêàíè. Â ñëó÷àå íàøèõ òðàíñôîðìàíòîâ
ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà ôóíêöèîíèðîâàíèå êèíàç è êîíå÷-
íûé ðåçóëüòàò, ñâÿçàííûé ñ ðåàêòèâàöèåé ïðîãðàììû ñòà-
ðåíèÿ, ìîãóò èìåòü ýïèãåíåòè÷åñêóþ ïðèðîäó. Ââåäåíèå
â êëåòêó îäíîãî Ras âåäåò ê ñòàðåíèþ êëåòêè (Serrano
et al., 1997); êîìïëåìåíòàöèÿ îíêîãåíîâ ras è Å1À îáó-
ñëîâëèâàåò òðàíñôîðìàöèþ êëåòêè. Òåì íå ìåíåå òðàíñ-
ôîðìàíòû mEras è mErasp38–/– â îòâåò íà NaBut ñïîñîá-
íû ðåàëèçîâàòü ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ. Ìîæíî ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî äåéñòâèå E1A êàêèì-òî îáðàçîì îñóùåñòâëÿåòñÿ
÷åðåç JNK-êèíàçó, êàê è äåéñòâèå NaBut.

Îäíèì èç âîçìîæíûõ îáúÿñíåíèé ðîëè êèíàçû JNK â
ðåãóëÿöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ìîãóò áûòü äàííûå, ñî-
ãëàñíî êîòîðûì êèíàçà JNK ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
mTORC1 çà ñ÷åò ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà Raptor — êîì-
ïîíåíòà êîìïëåêñà mTORC1, ñòèìóëèðóÿ, òàêèì îáðà-
çîì, êèíàçíóþ àêòèâíîñòü êîìïëåêñà (March, Winton,
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2011). Íåîáõîäèìîñòü êèíàçû JNK äëÿ àêòèâàöèè êîìï-
ëåêñà mTORC1 è ðàçâèòèÿ îïóõîëè êèøå÷íèêà áûëà ïî-
êàçàíà íà ìûøàõ è òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ (Fujishi-
ta et al., 2011). Íà ìûøàõ-íîêàóòàõ ïî ãåíàì JNK-êèíàçû
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êèíàçà JNK1 èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â
ïîäàâëåíèè ðàçâèòèÿ îïóõîëè êèøå÷íèêà â ñâÿçè ñ óñè-
ëåííîé ýêñïðåññèåé p21waf1 (Tong et al., 2007). Êðîìå òîãî,
èçâåñòíî, ÷òî JNK ñïîñîáñòâóåò ñòàáèëèçàöèè îïóõîëåâî-
ãî ñóïðåññîðà p53, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ âàæíûì ðåãóëÿòî-
ðîì ïðîöåññà ñòàðåíèÿ êëåòêè, ïîäàâëÿÿ åãî óáèêâèòèíè-
çàöèþ (Fuchs et al., 1998; Itahana et al., 2001; Brady et al.,
2011). Íà ìûøèíûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ, íîêà-
óòíûõ ïî ãåíàì jnk1,2, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â îòñóòñòâèå
àêòèâíîé êèíàçû JNK â ýòèõ êëåòêàõ ïîâûøåíà ýêñïðåñ-
ñèÿ áåëêà p53 è åãî ìèøåíåé Mdm2 è p21 (Das et al.,
2007). Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî äóìàòü, ÷òî ñòàáèëèçàöèÿ
p53 çà ñ÷åò äåéñòâèÿ JNK-êèíàçû ÿâëÿåòñÿ âàæíûì äî-
ïîëíèòåëüíûì óñëîâèåì äëÿ ïîëîæèòåëüíîé ðåãóëÿöèè
ïðîöåññà ñòàðåíèÿ, êîòîðîå â íîêàóòàõ ïî ãåíàì jnk íå-
ñïîñîáíî èíäóöèðîâàòüñÿ ïîä äåéñòâèåì NaBut. Äàííûå
î ðîëè êèíàçû JNK â êëåòî÷íîé òðàíñôîðìàöèè ïðîòèâî-
ðå÷èâû: ñ îäíîé ñòîðîíû, åñòü èññëåäîâàíèÿ, ïîêàçûâàþ-
ùèå, ÷òî ýòà êèíàçà òðåáóåòñÿ äëÿ ras-ñòèìóëèðîâàííîé
òðàíñôîðìàöèè êëåòîê (Cellulare et al., 2011), à ñ äðóãîé
ñòîðîíû, äàííûå î òîì, ÷òî äåéñòâèå JNK ìîæåò ïî-
äàâëÿòü ras-èíäóöèðîâàííóþ òðàíñôîðìàöèþ (Kennedy
et al., 2003).

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ñòàðåíèÿ êëåòêè ñóùåñòâåííûì
ôàêòîðîì ÿâëÿåòñÿ ðàáîòà TOR-êèíàçû (îñîáåííî â îïó-
õîëåâûõ êëåòêàõ, â êîòîðûõ p53-çàâèñèìûå ïóòè èíäóê-
öèè ñòàðåíèÿ çà÷àñòóþ èíàêòèâèðîâàíû) â ñîñòàâå êîìï-
ëåêñà mTORC1. Ýòî áûëî ïîêàçàíî ñ èñïîëüçîâàíèåì èí-
ãèáèòîðà ýòîãî êîìïëåêñà ðàïàìèöèíà, â ïðèñóòñòâèè
êîòîðîãî îòìåíÿëèñü NaBut-èíäóöèðîâàííûå ãèïåðòðî-
ôèÿ è àêòèâíîñòü SA-b-Gal. Ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ýòèõ
ïðîöåññàõ èãðàåò êèíàçà JNK, êîòîðàÿ â çàâèñèìîñòè îò
òêàíåâîé ñïåöèôè÷íîñòè, ñòèìóëà è ýïèãåíåòè÷åñêèõ
îñîáåííîñòåé ïðèîáðåòàåò ôóíêöèè ðåãóëÿòîðà ñòàðåíèÿ,
íàèáîëåå âåðîÿòíî ÷åðåç àêòèâàöèþ mTORC1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 10-04-01152), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìî-
ëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è Ñ.-Ïåòåðáóðã-
ñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà (êîíòðàêò
1.37.122.2011).
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INVOLVEMENT OF MAP-KINASE CASCADES INTO THE REGULATION

OF SODIUM BUTYRATE INDUCED PREMATURE CELL SENESCENCE

E. Yu. Kochetkova, T. V. Bykova, S. G. Zubova, T. V. Pospelova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, and St. Petersburg State University;
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We studied the role of p38 kinase and JNK1,2 in the activation of the complex mTORC1 and the program
of senescence induced by histone deacetylase inhibitor, sodium butyrate (NaBut), in mouse embryonic fibrob-
lasts transformed by E1A+cHa-Ras oncogenes. It was found that transformants from knockouts for the genes
p38, were able to implement the program of NaBut-induced senescence, according to the data of the cell cycle
arrest, inhibition of proliferation, hypertrophic changes associated with the activation of mTORC1 and
SA-b-galactosidase activity. According to the behavior of these markers, cell knockouts for the genes jnk1,2
were unable to implement NaBut-induced senescence. Induction of senescence closely correlates with the acti-
vation of the complex mTORC1, as it was shown by inhibiting mTORC1 with rapamycin. We believe that JNK
1,2 kinases are required for mTORC1 activation and acquiring the markers of premature senescence, induced
by NaBut in the E1A+cHa-Ras transformants.

K e y w o r d s: TOR, mTORC1, JNK, p38, sodium butyrate, premature cell senescence.
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