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Ïðîòåèíôîñôàòàçà MKP-1 ó÷àñòâóåò â äåðåïðåññèè ãåíà c-fos ïðè äåéñòâèè ñòðåññ-ôàêòîðîâ

Â ôèáðîáëàñòàõ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras (ëèíèÿ êëåòîê E1A+ras), ýêñïðåñ-
ñèÿ ãåíà ðàííåãî îòâåòà c-fos ðåïðåññèðîâàíà è íå àêòèâèðóåòñÿ ïîñëå äîáàâëåíèÿ ñûâîðîòêè ê ãîëîäàþ-
ùèì êëåòêàì. Ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî òàêèå ñòðåññ-ôàêòîðû, êàê àíèçîìèöèí, ñïîñîáíû àêòèâèðîâàòü
òðàíñêðèïöèþ ãåíà c-fos â òðàíñôîðìàíòàõ E1A+ras, ïðè÷åì áîëüøóþ ðîëü â àêòèâàöèè èãðàåò
MEK/ERK-ñèãíàëüíûé ïóòü. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èññëåäîâàëè ðîëü ÌKÐ-1-çàâèñèìîé ðåãóëÿöèè ãå-
íà c-fos ÷åðåç äåôîñôîðèëèðîâàíèå ERK-êèíàç. Ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ãåíà MKP-1 àêòèâèðóåòñÿ
àíèçîìèöèíîì â òðàíñôîðìàíòàõ E1A+ras ìàêñèìóì íà 1 ÷, äàëåå ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå óðîâíÿ òðàíñ-
êðèïöèè. Èñïîëüçîâàíèå èíãèáèòîðîâ MAP-êèíàç ïîêàçàëî, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ ãåíà MKP-1 çàâèñèò îò
êèíàçíûõ êàñêàäîâ MEK/ERK è JNK, íî íå ð38. Òðàíñôåêöèÿ â êëåòêè èíòåðôåðèðóþùåé siÐÍÊ MKP-1
óñèëèâàåò èíäóöèðîâàííóþ àíèçîìèöèíîì òðàíñêðèïöèþ ãåíà c-fos. Òàêèì îáðàçîì, ïðîòåèíôîñôàòàçà
MKP-1 îñóùåñòâëÿåò íåãàòèâíóþ ðåãóëÿöèþ òðàíñêðèïöèè ãåíà c-fos, äåôîñôîðèëèðóÿ ERK-êèíàçû,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûì ñèãíàëüíûì çâåíîì ïðè äåéñòâèè ñòðåññîâîãî àãåíòà àíèçîìèöèíà â
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ E1A+ras.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ãåíû MKP-1 è c-fos, àíèçîìèöèí, òðàíñôîðìèðîâàííûå ôèáðîáëàñòû, îíêîãå-
íû E1A è cHa-ras.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÌ — àíèçîìèöèí, ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ÊÈ — êè-
íàçíûå èíãèáèòîðû, DCF — äèàöåòàò äèõëîðäèãèäðîôëóîðîñöåèíà, DMSO — äèìåòèëñóëüôîêñèä,
ECL — óñèëåííàÿ õåìîëþìèíåñöåíöèÿ, FCS — ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà òåëåíêà, HDAC — ãèñòîíäåà-
öåòèëàçû, HDACI — èíãèáèòîðû ãèñòîíäåàöåòèëàç, MAP-êèíàçû — ìèòîãåíàêòèâèðóåìûå ïðîòåèíêè-
íàçû, MEK — êèíàçà ERK-êèíàçû, MKP — ôîñôàòàçû MAP-êèíàç, PCR — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàê-
öèÿ, PMSF — ôåíèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä, RT — îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ.

Â ôèáðîáëàñòàõ ãðûçóíîâ õèìè÷åñêèå ñòðåññîðíûå
àãåíòû (àíèçîìèöèí, àðñåíèò íàòðèÿ è äð.) ÷åðåç êàñêàäû
ÌÀÐ-êèíàç èíäóöèðóþò òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâàöèþ
ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà, òàêèõ êàê c-fos è c-jun (Hazzalin
et al., 1998; Torocsik, Szeberenyi, 2000; Li et al., 2003; Êó-
êóøêèí è äð., 2005). Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â
ôèáðîáëàñòàõ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è
cHa-ras, àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèè ïðîòîîíêîãåíà c-fos
ïðè äåéñòâèè àíèçîìèöèíà â îñíîâíîì çàâèñèò îò
MEK/ERK-êèíàç (Kukushkin et al., 2008). Àêòèâàöèÿ
ÌÀÐ-êèíàç ïîñëå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî ñïåöèôè÷åñêèì
îñòàòêàì òðåîíèíà è òèðîçèíà èìååò îáðàòèìûé õàðàê-
òåð, òàê êàê îíè äåôîñôîðèëèðóþòñÿ ïðîòåèíôîñôàòàçà-
ìè ÌKÐ ñ äâîéíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. ÌKÐ äåôîñôîðèëè-
ðóþò êèíàçû ERK, SAPK/JNK è ð38 (Sun et al., 1993; Duff
et al., 1995; Franklin, Kraft, 1997; Wu, Bennett, 2005; Lawan
et al., 2013), à òàêæå äðóãèå ôîñôîðèëèðîâàííûå áåëêè,
íàïðèìåð ãèñòîí Í3 ïî ñåðèíó-10 (Kinney et al., 2009).
Ñàìè ïî ñåáå ãåíû ÌKÐ áûñòðî èíäóöèðóþòñÿ ðàçëè÷íû-
ìè ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè (ñûâîðîòêè, EGF, NGF) è
ñòðåññîâûìè âîçäåéñòâèÿìè, íàïðèìåð óëüòðàôèîëåòîì
(Liu et al., 1995; Misra-Press et al., 1995), ïîýòîìó èõ òàêæå

ìîæíî îòíåñòè ê ãåíàì çàäåðæàííîãî ðàííåãî îòâåòà (Ke-
yse, Emslie, 1992; Sun et al., 1993; Lawan et al., 2013).
Òðàíñêðèïöèÿ ãåíà MKP-1 çàâèñèò îò àêòèâàöèè òèðîçè-
íîâûõ êèíàç è ïðîòåèíêèíàçû Ñ (Metzler et al., 1998; Val-
ledor et al., 1999), à òàêæå àêòèâàöèè MAP-êèíàçû ð38
(Palm-Leis et al., 2004). Ïîêàçàíî, ÷òî ãåíåðàöèÿ â êëåòêàõ
ñóïåðîêñèäíîãî àíèîí-ðàäèêàëà èëè îáðàáîòêà H2O2 ìî-
æåò èíäóöèðîâàòü òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâàöèþ ãåíà
MKP-1 (Baas, Berk, 1995; Metzler et al., 1998), îáóñëîâëåí-
íóþ èíäóêöèåé JNK/AP1-ðåãóëÿòîðíîãî ïóòè (Xu et al.,
2004). Â ñâîþ î÷åðåäü ïðè ýêñïðåññèè áåëêà MKP-1, êàê
áûëî ñêàçàíî âûøå, ïðîèñõîäèò èíàêòèâàöèÿ MAP-êè-
íàç, â ÷àñòíîñòè ERK1/2, è íàáëþäàåòñÿ ïîñëåäóþùåå
èíãèáèðîâàíèå òðàíñêðèïöèîííîé àêòèâíîñòè ãåíà ðàí-
íåãî îòâåòà c-fos, èíäóöèðîâàííîé ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè
(Brondello et al., 1995).

Åñòü äàííûå î òîì, ÷òî ïðè èíäóêöèè MEK/ERK-êè-
íàçíîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè MAP-êèíàçû ERK1/2 ìîãóò
ôîñôîðèëèðîâàòü è òåì ñàìûì àêòèâèðîâàòü ôîñôàòàçó
MKP-1 (Wang et al., 2007), à òàêæå ïîâûøàòü ñòàáèëü-
íîñòü åå ìîëåêóëû (Brondello et al., 1999). Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî èíãèáèòîð òðàíñëÿöèè áåëêîâ öèêëîãåêñèìèä íàðÿäó
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ñ èíãèáèòîðîì òèðîçèíîâûõ ôîñôàòàç îðòîâàíàäàòîì
íàòðèÿ ìîæåò ïîäàâëÿòü àêòèâíîñòü MKP-1, òåì ñàìûì
ñïîñîáñòâóÿ àêòèâàöèè ERK-êèíàç (Cook et al., 1997; Lin,
Hsu, 2000). Êàòàëèòè÷åñêèé äîìåí ïðîòåèíôîñôàòàçû
MKP-1 ñîäåðæèò îñòàòîê öèñòåèíà (Cys-258), ñóùåñòâåí-
íûé äëÿ ïîääåðæàíèÿ îêèñëèòåëüíî-âîññòàíîâèòåëüíîãî
ñòàòóñà ôåðìåíòà è åãî àêòèâíîñòè (Sun et al., 1993; Teph-
ly, Carter, 2007). Ïåðîêñèä âîäîðîäà è äðóãèå àêòèâíûå
ôîðìû êèñëîðîäà (ÀÔÊ) ìîãóò îêèñëÿòü îñòàòêè öèñòåè-
íà, ÷òî ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè êàòàëèòè÷åñêîãî äîìåíà
MKP-1 (Denu, Dixon, 1995; Van Montfort et al., 2003). Òà-
êàÿ îêèñëåííàÿ ôîðìà MKP-1 ìîæåò áûñòðî ïîäâåðãàòü-
ñÿ ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè (Kamata et al., 2005).

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ìû ïîêàçàëè (Êóêóøêèí
è äð., 2005; Kukushkin et al., 2008), ÷òî â íîðìàëüíûõ
ôèáðîáëàñòàõ êðûñû è â ôèáðîáëàñòàõ, òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, ñòðåññîâûé àãåíò àíè-
çîìèöèí â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ âûçûâàåò áûñòðóþ
òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâàöèþ ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà,
òàêèõ êàê c-fos, c-jun è Egr-1. Òðàíçèòîðíàÿ àêòèâàöèÿ
ãåíà c-fos â îñíîâíîì îáóñëîâëåíà ôóíêöèîíèðîâàíèåì
MEK/ERK-êèíàçíîãî ïóòè è ïîâûøåííûì óðîâíåì ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ êèíàç ERK1/2 (Kukushkin et al., 2008).
Â ñâîþ î÷åðåäü òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ MKP ìîæåò ðåãóëè-
ðîâàòüñÿ ÷åðåç MAP-êèíàçíûå êàñêàäû, êîòîðûå â
E1A+ras-òðàíñôîðìàíòàõ êîíñòèòóòèâíî àêòèâèðîâàíû
(Kukushkin et al., 2002).

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî èññëåäîâàíèå ðîëè
ãåíà MKP-1 â èíäóöèðîâàííîé àíèçîìèöèíîì àêòèâàöèè
òðàíñêðèïöèè ãåíà c-fos â E1A+ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû (REF)
èëè ìûøè (MEF), òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A
è cHa-ras (ëèíèè êëåòîê E1A+ras) (Ïîñïåëîâà è äð.,
1990), êóëüòèâèðîâàëè íà ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè òåëåíêà (FCS). E1A+ras-
òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè MEF ñ ãåíîòèïîì JNK1/2–/–
áûëè ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû À. È. Áðè÷êèíîé (Èíñòèòóò
öèòîëîãèè ÐÀÍ). Êëåòêè ñ ïëîòíîñòüþ ïîñåâà îêîëî 70 %
îò íàñûùàþùåé ïëîòíîñòè ïîäâåðãàëè ãîëîäàíèþ â òå÷å-
íèå 24 ÷ â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 0.5 % FCS. Ãîëîäà-
þùèå êëåòêè îáðàáàòûâàëè ðàçíîå âðåìÿ (îò 10 ìèí äî
2 ÷) ðàñòâîðîì àíèçîìèöèíà (ICN, ÑØÀ) â DMSO ñ êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèåé â ñðåäå 50 íã/ìë. Êðîìå òîãî, òà-
êèå êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â ñðåäå, ñîäåðæà-
ùåé 10 % FCS (ñûâîðîòî÷íàÿ ñòèìóëÿöèÿ), èëè ïîäâåð-
ãàëè ñòðåññîâûì âîçäåéñòâèÿì (200 ìêÌ ïåðîêñèäà
âîäîðîäà è 50 ìêÌ àðñåíèòà íàòðèÿ). Â íåêîòîðûõ îïû-
òàõ çà 30 ìèí äî äîáàâëåíèÿ àíèçîìèöèíà êëåòêè ïîäâåð-
ãàëè äåéñòâèþ ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ïðîòåèíêè-
íàç (Calbiochem, ÑØÀ), òàêæå ðàñòâîðåííûõ â DMSO:
50 ìêÌ PD98059 — èíãèáèòîðà MEK-êèíàç, 20 ìêÌ
SB203580 — èíãèáèòîðà ð38-êèíàç, 20 ìêÌ SP600125 —
èíãèáèòîðà JNK-êèíàç. Ê êîíòðîëüíûì êëåòêàì äîáàâëÿ-
ëè ñîîòâåòñòâóþùèé îáúåì ðàñòâîðèòåëÿ DMSO (Sigma,
ÑØÀ), ïðè ýòîì îáû÷íî êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ DMSO
ñîñòàâëÿëà 14 ìÌ. Â äðóãèõ ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè èíêó-
áèðîâàëè 6 ÷ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ ãèñòîíäåàöåòè-
ëàç (HDACI) — âîäíûõ ðàñòâîðîâ 10 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ
(Sigma) èëè 2 ìÌ âàëüïðîåâîé êèñëîòû (ICN), à çàòåì îá-
ðàáàòûâàëè àíèçîìèöèíîì èëè DMSO.

Êëåòêè E1A+ras (òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè REF),
âûðîñøèå íà ÷àøêàõ â íèçêîé ïëîòíîñòè (~50 %), ïåðåâî-
äèëè â ñðåäó Opti-MEM (Gibco, ÑØÀ) áåç ñûâîðîòêè è
âðåìåííî òðàíñôèöèðîâàëè äâóõöåïî÷å÷íîé ìàëîé èí-
òåðôåðèðóþùåé ÐÍÊ (siÐÍÊ) äëÿ ìÐÍÊ ãåíà MKP-1 êðû-
ñû â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 20 íÌ ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà
Code Breaker ïî ñîîòâåòñòâóþùåé ïðîöåäóðå ôèðìû-ïðî-
èçâîäèòåëÿ (Promega, ÑØÀ). siÐÍÊ MKP-1 äëèíîé
19 íóêëåîòèäîâ áûëà ñãåíåðèðîâàíà íàìè è ñèíòåçèðîâà-
íà êîìïàíèåé Ñèíòîë (Ìîñêâà). Èç êëåòîê ïîëó÷àëè òî-
òàëüíóþ ÐÍÊ èëè áåëêîâûå ëèçàòû.

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ è ï î ë è ì å ð à ç í à ÿ
ö å ï í à ÿ ð å à ê ö è ÿ (R T - P C R). Îáùóþ êëåòî÷íóþ ÐÍÊ
âûäåëÿëè ãóàíèäèíòèîöèàíàòíûì ìåòîäîì (Chomczyns-
ki, Sacchi, 1987) ñ ïîñëåäóþùåé ïðîâåðêîé êîíöåíòðàöèè
è öåëîñòíîñòè ÐÍÊ ýëåêòðîôîðåçîì â äåíàòóðèðóþùèõ
óñëîâèÿõ ñ ôîðìàëüäåãèäîì (Ìàíèàòèñ è äð., 1984). Ðåàê-
öèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (RT) è àìïëèôèêàöèè êÄÍÊ
(PCR), à òàêæå ïîñëåäóþùèé ýëåêòðîôîðåç ïðîäóêòîâ
PCR ïðîâîäèëè, êàê îïèñàíî ðàíåå (Kukushkin et al.,
2002). Íóêëåîòèäíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè PCR-ïðàéìå-
ðîâ äëÿ êÄÍÊ ãåíîâ c-fos è GAPDH (âíóòðåííèé êîíò-
ðîëü òðàíñêðèïöèè), óñëîâèÿ PCR è ðàçìåðû îáðàçóþ-
ùèõñÿ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ òàêæå äàíû â ïðåäûäóùåé ðàáî-
òå (Kukushkin et al., 2002). PCR-ïðàéìåðû äëÿ êÄÍÊ
ãåíîâ MKP-1 êðûñû è ìûøè áûëè ñãåíåðèðîâàíû íàìè è
ñèíòåçèðîâàíû êîìïàíèåé Ñèíòîë: 5R-GTGGGTGGG-
TGACTTGTCTC-3R/5R-AGCAACTGGGAGAATTCAGC-3R
(ðàçìåð PCR-ôðàãìåíòà — 400 ï. í., òåìïåðàòóðà îòæè-
ãà — 56.9 °Ñ). Ðåàêöèè PCR ïðîäîëæàëèñü íå áîëåå
25 öèêëîâ, â õîäå êîòîðûõ ôðàãìåíòû ÄÍÊ àìïëèôèöè-
ðîâàëèñü ëèíåéíî. Ïðîäóêòû PCR ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêè â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â 40 ìÌ Òðèñ-àöåòàò-
íîì áóôåðå, ðÍ 7.8. Ìàðêåðíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ Gel Ru-
ler, êðàòíûå 100 ï. í., áûëè ïðîèçâåäåíû ôèðìîé
Fermentas (Ëèòâà). Âñå ýêñïåðèìåíòû PCR ïîâòîðÿëè íå
ìåíåå äâóõ ðàç. Èíòåíñèâíîñòü ïîëîñ ïðîäóêòîâ PCR
îöåíèâàëè êîëè÷åñòâåííî ïîñëå äåíñèòîìåòðèè è âûðà-
æàëè â âèäå çíà÷åíèé îòíîñèòåëüíîé èíòåíñèâíîñòè
(óñë. åä.) äëÿ êàæäîé ýëåêòðîôîðåãðàììû.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîëó÷àëè,
êàê è ðàíåå (Kukushkin et al., 2002), â ïðèñóòñòâèè èíãè-
áèòîðîâ ïðîòåàç (1 ìÌ PMSF, ïåïñòàòèíà À, ëåóïåïòèíà,
àïðîòèíèíà â êîíöåíòðàöèè ïî 10 ìêã/ìë êàæäûé (Sig-
ma)) è ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ EGTA
è 10 ìÌ ôòîðèäà íàòðèÿ (âñå îò Sigma)). Êîíöåíòðàöèþ
áåëêà îïðåäåëÿëè ìåòîäîì Áðýäôîðä (Bradford, 1976).
Áåëêè êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòîâ â êîëè÷åñòâå 80 ìêã ðàçäåëÿëè
ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â 10%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
(ÏÀÀÃ) â 25 ìÌ Òðèñ-ãëèöèíîâîì áóôåðå, ðÍ 8.3, ñîäåð-
æàùåì 0.1 % SDS. Ìàðêåðàìè ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ñëóæè-
ëè öâåòíûå áåëêè èç íàáîðà «See Blue Plus2» (Invitrogen,
ÑØÀ). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðî-
öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó Trans-Blot (Bio-Rad, ÑØÀ) è èíòå-
ðåñóþùèå áåëêè âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ìûøè äëÿ
ERK1/2 (sc-7383, Santa Cruz, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àí-
òèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êðîëèêà ïðîòèâ èììóíîãëîáó-
ëèíîâ ìûøè (RAM, A9044, Sigma), êîíúþãèðîâàííûå ñ ïå-
ðîêñèäàçîé õðåíà. Áåëîê íà ìåìáðàíàõ âûÿâëÿëè ñòàíäàðò-
íûì ìåòîäîì óñèëåíèÿ õåìîëþìèíåñöåíöèè (ECL, Sigma)
èëè åãî áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûì âàðèàíòîì (Pierce, ÑØÀ) â
ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèÿìè ôèðì-ïðîèçâîäèòåëåé. Èì-
ìóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ïîâòîðÿëè 2 ðàçà.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êëåòêè
E1A+ras êðûñû âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ (Men-

862 À. Í. Êóêóøêèí è äð.



zel, Ãåðìàíèÿ) â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % FCS, çà-
òåì èõ ïîäâåðãàëè ãîëîäàíèþ â òå÷åíèå 24 ÷ â ñðåäå
DMEM, ñîäåðæàùåé 0.5 % FCS, ïîñëå ÷åãî îáðàáàòûâàëè
10 ìèí ðàñòâîðîì àíèçîìèöèíà â DMSO â êîíå÷íîé êîí-
öåíòðàöèè 50 íã/ìë ñðåäû èëè ñîîòâåòñòâóþùèì êîëè÷å-
ñòâîì DMSO (êîíòðîëü). Æèâûå êëåòêè íà ñòåêëàõ íå
ôèêñèðîâàëè, ñðåäó íà ÷àøêàõ ñî ñòåêëàìè çàìåíÿëè íà
ðàñòâîð Õýíêñà, â êîòîðûé äîáàâëÿëè ðàñòâîð äèàöåòàòà
äèõëîðäèãèäðîôëóîðîñöåèíà â ýòàíîëå (DCF, Sigma, ìà-
òî÷íûé ðàñòâîð 5 ìã/ìë) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
5 ìêã/ìë äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÀÔÊ. ×àøêè ñî ñòåêëàìè èíêó-
áèðîâàëè 20 ìèí ïðè 37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè íà ñòåêëàõ ïðî-
ìûâàëè 3 ðàçà ðàñòâîðîì PBS è 1 ðàç âîäîé. Ïðåïàðàòû
êëåòîê ïðîñìàòðèâàëè íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Axi-
overt 200M (Zeiss, Ãåðìàíèÿ) c êàìåðîé DFC420 (Leica,
ÑØÀ). Ôëóîðåñöåíöèþ âîçáóæäàëè ëàçåðîì ñ äëèíîé
âîëíû 488 íì, ðåãèñòðèðîâàëè ïðè 520 íì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àíèçîìèöèí â ñóáëå-
òàëüíûõ êîíöåíòðàöèÿõ äåéñòâóåò íà ýìáðèîíàëüíûå
ôèáðîáëàñòû êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè
E1A è cHa-ras (ëèíèÿ E1A+ras), êàê ñòðåññîâûé àãåíò, âû-
çûâàÿ òðàíñêðèïöèîííóþ àêòèâàöèþ ãåíîâ ðàííåãî îòâå-
òà c-fos, c-jun è Egr-1 (Êóêóøêèí è äð., 2005; Kukushkin
et al., 2008). Â E1A+ras-òðàíñôîðìàíòàõ ãåí c-fos ðåïðåñ-
ñèðîâàí, è åãî áàçàëüíàÿ òðàíñêðèïöèÿ íàõîäèòñÿ íà
î÷åíü íèçêîì óðîâíå, îäíàêî ïðè äåéñòâèè àíèçîìèöèíà
òðàíñêðèïöèÿ c-fos áûñòðî óñèëèâàåòñÿ è äîñòèãàåò ìàê-
ñèìóìà ÷åðåç 1 ÷, ïîñëå ÷åãî íàáëþäàåòñÿ åå ñïàä (ðèñ. 1,
à, âåðõíÿÿ ïàíåëü). Â ïðåäûäóùåé ðàáîòå ìû óñòàíîâèëè,
÷òî çà âðåìåííóþ àêòèâàöèþ òðàíñêðèïöèè c-fos àíèçî-
ìèöèíîì â îñíîâíîì îòâåòñòâåí êèíàçíûé êàñêàä
MEK/ERK (Kukushkin et al., 2008). Äåéñòâèòåëüíî, óæå
÷åðåç 10 ìèí äåéñòâèÿ àíèçîìèöèíà â êëåòêàõ E1A+ras
óâåëè÷èâàåòñÿ ñîäåðæàíèå àêòèâèðîâàííûõ ôîñôîðèëè-
ðîâàííûõ ôîðì êèíàç ERK1 è ERK2 (ðèñ. 2), îíî äîñòèãà-
åò ìàêñèìàëüíîãî óðîâíÿ ÷åðåç 40 ìèí, à ÷åðåç 1 ÷ ñíèæà-
åòñÿ. Ïðè ýòîì ñîäåðæàíèå íåôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì
êèíàç ERK1/2, âûñòóïàâøèõ â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóç-
êè áåëêà íà ãåëü ïðè ýëåêòðîôîðåçå, íå èçìåíÿëîñü (äàí-
íûå íå ïîêàçàíû). Ñîîòâåòñòâóþùàÿ ïåðåäà÷à ñèãíàëà îò
êèíàç ERK1/2 íà ýôôåêòîðíûå êèíàçû è òðàíñêðèïöèîí-
íûå ôàêòîðû ñåìåéñòâà TCF, â ÷àñòíîñòè Elk-1, çàïóñêàåò
èíäóöèáåëüíóþ òðàíñêðèïöèþ ãåíà c-fos (Kukushkin
et al., 2002). Áàëàíñ äåôîñôîðèëèðîâàííûõ (íåàêòèâíûõ)
è ôîñôîðèëèðîâàííûõ (àêòèâíûõ) êèíàç ERK1/2 ìîæåò
îïðåäåëÿòüñÿ àêòèâíîñòüþ ïðîòåèíôîñôàòàçû MKP-1.

Òàê êàê ãåí MKP-1 êîäèðóåò ïðîòåèíôîñôàòàçó
MKP-1, êîòîðàÿ âàæíà äëÿ ðåãóëÿöèè MAP-êèíàçíûõ êàñ-
êàäîâ, ó÷àñòâóþùèõ â àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ
c-fos è c-jun, ìû ðåøèëè èññëåäîâàòü ôóíêöèîíèðîâàíèå
ãåíà MKP-1 íà òðàíñêðèïöèîííîì óðîâíå â E1A+ras-
òðàíñôîðìàíòàõ â ïðèñóòñòâèè ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ.
Â êëåòêàõ E1A+ras, ãîëîäàâøèõ â òå÷åíèå 1 ñóò â ïðèñóò-
ñòâèè 0.5 % FCS, ãåí MKP-1 òðàíñêðèáèðóåòñÿ íà íèçêîì
óðîâíå (ðèñ. 1, á). Ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê 10 % FCS (1 ÷) íå
ïðèâîäèëà ê èçìåíåíèþ òðàíñêðèïöèè MKP-1, êàê è
òðàíñêðèïöèè ãåíà c-fos (Kukushkin et al., 2002), îäíàêî
îáðàáîòêà êëåòîê â òå÷åíèå 1 ÷ ïåðîêñèäîì âîäîðîäà
(200 ìêÌ), àðñåíèòîì íàòðèÿ (50 ìêÌ) è àíèçîìèöèíîì
(50 íã/ìë) ïîâûøàëà óðîâåíü åãî òðàíñêðèïöèè (ðèñ. 1,
á). Ïîñêîëüêó òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâàöèÿ ãåíà MKP-1

áûëà íàèáîëüøåé ïðè äåéñòâèè íèçêîé êîíöåíòðàöèè
àíèçîìèöèíà (50 íã/ìë) â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû
ñòàëè èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ñòðåññîâîãî ôàêòîðà òîëü-
êî àíèçîìèöèí. Âëèÿíèå àíèçîìèöèíà íà òðàíñêðèïöèþ
MKP-1 ñòàíîâèòñÿ çàìåòíûì óæå ÷åðåç 10 ìèí, ïðè óâå-
ëè÷åíèè âðåìåíè îáðàáîòêè êëåòîê äî 20—40 ìèí îíî
óñèëèâàåòñÿ è äîñòèãàåò ìàêñèìóìà ÷åðåç 1 ÷, ïîñëå ÷åãî
èäåò íà ñïàä ÷åðåç 2 ÷ (ðèñ. 1, à, ñðåäíÿÿ ïàíåëü). Òàêèì
îáðàçîì, õàðàêòåð òðàíñêðèïöèè ãåíà MKP-1 ïðè äåéñò-

Ïðîòåèíôîñôàòàçà MKP-1 ó÷àñòâóåò â äåðåïðåññèè ãåíà c-fos ïðè äåéñòâèè ñòðåññ-ôàêòîðîâ 863

Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ RT-PCR ñ
ïðàéìåðàìè ê êÄÍÊ ãåíîâ c-fos (ðàçìåð PCR -ôðàãìåíòà
356 ï. í.), MKP-1 (400 ï. í.) è GAPDH (297 ï. í.) â 2%-íîì àãà-

ðîçíîì ãåëå â 40 ìÌ Òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå, pH 7.8.

à — Ê — êîíòðîëü (êëåòêè îáðàáàòûâàëè DMSO), ÀÌ — 50 íã/ìë àíèçî-
ìèöèíà â òå÷åíèå 10, 20 40, 60 èëè 120 ìèí. á — Ê — êîíòðîëü (DMSO),
Ñ — 10 % ñûâîðîòêè, ÀÌ — 50 íã/ìë àíèçîìèöèíà, ÏÂ — 200 ìêÌ ïå-
ðîêñèäà âîäîðîäà, ÀÍ — 50 ìêÌ àðñåíèòà íàòðèÿ (âðåìÿ âñåõ îáðàáî-
òîê 1 ÷). Ì — ìàðêåðíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, êðàòíûå 100 ï. í. Ïîä êàæ-
äîé äîðîæêîé ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïî-
ëîñ (óñë. åä.) àíàëèçèðóåìûõ PCR-ôðàãìåíòîâ c-fos èëè MKP-1 äëÿ
îäíîãî èç ýêñïåðèìåíòîâ. Ïåðåä îáðàáîòêàìè ôèáðîáëàñòû êðûñû,
òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras (ëèíèÿ E1A + ras), ïîä-
âåðãàëè ãîëîäàíèþ ïðè íèçêîì ñîäåðæàíèè ñûâîðîòêè (0.5 % FCS) â òå-

÷åíèå 1 ñóò.

Ðèñ. 2. Èììóíîáëîò ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì (pERK) ïðîòå-
èíêèíàç ERK1/2 â êëåòêàõ E1A + ras, îáðàáîòàííûõ ÀÌ

(50 íã/ìë) â òå÷åíèå 10, 20, 40 èëè 60 ìèí.

Ê — êîíòðîëüíûå íåîáðàáîòàííûå êëåòêè. Áåëêè êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòîâ
ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåçîì â 10%-íîì ÏÀÀÃ, ïåðåíîñèëè íà ìåìáðàíó è
âûÿâëÿëè èññëåäóåìûå áåëêè â ïðèñóòñòâèè àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîáåë-
êîâ ERK1 è ERK2. Ñòðåëêè 1, 2 — ïîëîæåíèå pERK1 è pERK2 ñîîòâåò-
ñòâåííî. Ñïðàâà óêàçàíî ïîëîæåíèå áåëêîâîãî ìàðêåðà ñ ìîë. ìàññîé

50 êÄà.



âèè àíèçîìèöèíà âïîëíå ïîçâîëÿåò îòíîñèòü åãî ê ãåíàì
ðàííåãî îòâåòà.

Ïîñêîëüêó àíèçîìèöèí àêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèþ
ãåíà MKP-1, âîçíèêàåò âîïðîñ î òîì, êàêèå ðåãóëÿòîðíûå
ïóòè îïîñðåäóþò àêòèâàöèþ êëåòîê E1A+ras. Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ñ íèçêîì ñîäåðæàíèåì ñûâîðîò-
êè (24 ÷, 0.5 % FCS), çàòåì îáðàáàòûâàëè 1.5 ÷ ñïåöèôè-
÷åñêèìè èíãèáèòîðàìè ÌÀÐ-êèíàç (èíãèáèòîðîì
MEK-êèíàç — 50 ìêÌ PD98059, èíãèáèòîðîì ð38-êè-

íàç — 20 ìêÌ SB203580 è èíãèáèòîðîì JNK-êèíàç —
10 ìêÌ SP600125) èëè ðàñòâîðèòåëåì èíãèáèòîðîâ
DMSO (êîíòðîëü) è ïîäâåðãàëè âîçäåéñòâèþ àíèçîìèöè-
íà â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè åãî êîíöåíòðàöèè â ñðåäå 50 íã/ìë.

Íà ðèñ. 3, à ìîæíî âèäåòü, ÷òî èíäóöèðîâàííàÿ àíè-
çîìèöèíîì òðàíñêðèïöèÿ MKP-1 çíà÷èòåëüíî áëîêèðóåò-
ñÿ èíãèáèòîðîì MEK/ERK-êèíàçíîãî êàñêàäà PD98059, â
ìåíüøåé ñòåïåíè — èíãèáèòîðîì JNK-êèíàç SP600125,
òîãäà êàê èíãèáèòîð ð38-êèíàç SB203580 ïðàêòè÷åñêè íå
îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà èíòåíñèâíîñòü òðàíñêðèïòà MKP-1.
Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî MEK/ERK-êèíàç-
íûé êàñêàä äåéñòâèòåëüíî ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì äëÿ àêòè-
âàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà MKP-1 ïîñëå äåéñòâèÿ àíèçî-
ìèöèíà. Òî æå îòíîñèòñÿ è ê ãåíó c-fos. Ðàíåå ìû óñòàíî-
âèëè, ÷òî àíèçîìèöèí èíäóöèðîâàë ôîñôîðèëèðîâàíèå è
àêòèâàöèþ êèíàç ERK1/2 è JNK1 â òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòêàõ E1A+ras, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ïðèâîäèëî ê àêòèâà-
öèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà c-fos è c-jun (Êó-
êóøêèí è äð., 2005).

Âêëàä JNK-êèíàçíîãî êàñêàäà â ðåãóëÿöèþ òðàíñ-
êðèïöèè ãåíà MKP-1 áûë ïîêàçàí íàìè íà E1A+ras-
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ ìûøè, â êîòîðûõ
áûëè íîêàóòèðîâàíû ãåíû JNK1 è JNK2. Â òðàíñôîðìàí-
òàõ ñ íîêàóòàìè ãåíîâ JNK1/2 òðàíñêðèïòû MKP-1 ñî-
âñåì îòñóòñòâóþò êàê â êîíòðîëüíûõ, òàê è â îáðàáîòàí-
íûõ àíèçîìèöèíîì êëåòêàõ (ðèñ. 3, á). Ýòîò ôàêò ïîä-
÷åðêèâàåò âàæíîñòü äëÿ ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà
MKP-1 íå òîëüêî MEK/ERK-êèíàçíîãî êàñêàäà, íî è
JNK-êèíàçíîãî ïóòè òîæå.

Àêòèâíîñòü ôîñôàòàçû MKP-1 â íåñòèìóëèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòàõ ìîæåò ñíèæàòü óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ ERK-êèíàç (ðèñ. 2) è ñîîòâåòñòâåííî òðàíñêðèïöèþ
ãåíà c-fos â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ (ðèñ. 1, à). Ïîñëå ñòèìó-
ëèðóþùåãî äåéñòâèÿ àíèçîìèöèíà â òå÷åíèå êîðîòêîãî

864 À. Í. Êóêóøêèí è äð.

Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ RT-PCR ñ
ïðàéìåðàìè ê êÄÍÊ ãåíîâ MKP-1 è GAPDH.

à — êëåòêè E1A + ras êðûñû ãîëîäàëè 1 ñóò â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé
0.5 % ñûâîðîòêè, çàòåì èõ 1.5 ÷ îáðàáàòûâàëè DMSO (–) èëè ñïåöèôè-
÷åñêèìè êèíàçíûìè èíãèáèòîðàìè (ÊÈ): 50 ìêì PD98059 (PD), 20 ìêÌ
SB203580 (SB), 10 ìêÌ SP600125 (SP), à ÷åðåç 30 ìèí èíäóöèðîâàëè
àíèçîìèöèíîì (+) (ÀÌ, 50 íã íà ìë ñðåäû, 1 ÷). Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ (–)
èñïîëüçîâàëè DMSO — ðàñòâîðèòåëü ÊÈ è ÀÌ. á — êëåòêè äâóõ ëèíèé
MEF, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, èñõîäíûå
E1A + ras (wt) è ñ íîêàóòîì ïî ãåíàì JNK1 è JNK2 (JNK1/2–/–) ãîëîäàëè
1 ñóò â ñðåäå DMEM ñ 0.5 % ñûâîðîòêîé, ïîñëå ÷åãî èõ îáðàáàòûâàëè 1 ÷
DMSO (–) èëè 50 íã/ìë ÀÌ (+). â — ãîëîäàþùèå êëåòêè E1A + ras êðûñû
èíêóáèðîâàëè 6 ÷ ñ HDACI: 10 ìÌ áóòèðàòà íàòðèÿ (Áóò), èëè 2 ìÌ
âàëüïðîåâîé êèñëîòû (ÂÊ), èëè áåç HDACI (Ê, êîíòðîëü), çàòåì êëåòêè
îáðàáàòûâàëè 1 ÷ 50 íã/ìë ÀÌ (+) èëè DMSO (–). Ïîä äîðîæêàìè äëÿ
MKP-1 ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ
(óñë. åä.) àíàëèçèðóåìûõ PCR-ôðàãìåíòîâ MKP-1 äëÿ îäíîãî èç îïûòîâ.

Ðèñ. 4. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîäóêòîâ RT-PCR ñ
ïðàéìåðàìè ê êÄÍÊ ãåíîâ c-fos, MKP-1 è GAPDH.

Ì — ìàðêåðíûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, êðàòíûå 100 ï. í. Ïîä äîðîæêàìè
c-fos è MKP-1 ïðèâåäåíû îòíîñèòåëüíûå çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïîëîñ
(óñë. åä.) àíàëèçèðóåìûõ PCR-ôðàãìåíòîâ äëÿ îäíîãî èç ýêñïåðèìåí-
òîâ. E1A + ras-òðàíñôîðìèðîâàííûå êëåòêè REF âðåìåííî òðàíñôèöè-
ðîâàëè äâóõöåïî÷å÷íîé ìàëîé èíòåðôåðèðóþùåé ÄÍÊ äëÿ ìÐÍÊ ãåíà
MKP-1 êðûñû (siÐÍÊ MKP-1) èëè æå êëåòêè ïîäâåðãàëè òîé æå ïðîöåäó-
ðå òðàíñôåêöèè, íî áåç âíåñåíèÿ siÐÍÊ (êîíòðîëü). Çàòåì êîíòðîëüíûå è
òðàíñôèöèðîâàííûå êëåòêè îáðàáàòûâàëè 2 ÷ DMSO (–) èëè àíèçîìèöè-
íîì (ÀÌ 50 íã/ìë) â òå÷åíèå 1 èëè 2 ÷. Èç êëåòîê âûäåëÿëè òîòàëüíóþ

ÐÍÊ è ïðîâîäèëè RT-PCR-àíàëèç.



âðåìåíè ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå àêòèâíûõ ôîðì êèíàç
ERK1/2 (ðèñ. 2), à çàòåì ñîîòâåòñòâåííî òðàíñêðèïòîâ
c-fos è MKP-1 è äàëåå èõ áåëêîâûõ ïðîäóêòîâ. Áîëåå òîãî,
èç äàííûõ ëèòåðàòóðû èçâåñòíî, ÷òî êèíàçû ERK1/2 ìî-
ãóò íåïîñðåäñòâåííî ôîñôîðèëèðîâàòü è òåì ñàìûì àêòè-
âèðîâàòü è ñòàáèëèçèðîâàòü ôîñôàòàçó MKP-1 (Brondello
et al., 1999; Wang et al., 2007). Îäíàêî íàêîïëåíèå áåëêà
MKP-1 ïðèâîäèò ê äåôîñôîðèëèðîâàíèþ åãî ñóáñòðàòîâ,
â ÷àñòíîñòè êèíàç ERK1/2, è ïîñëåäóþùåìó ÷àñòè÷íîìó
ïîäàâëåíèþ òðàíñêðèïöèè êàê ãåíà c-fos, òàê è ñàìîãî
ãåíà MKP-1 ÷åðåç 2 ÷ ïîñëå äåéñòâèÿ àíèçîìèöèíà
(ðèñ. 1, à).

Òðàíñêðèïöèîííàÿ êîìïåòåíòíîñòü ìíîãèõ ãåíîâ çà-
âèñèò îò ñòåïåíè êîìïàêòíîñòè õðîìàòèíà â èõ ïðîìî-
òîðíûõ îáëàñòÿõ, êîòîðàÿ îáóñëîâëåíà ãëàâíûì îáðàçîì
õàðàêòåðîì ìîäèôèêàöèé êîðîâûõ ãèñòîíîâ, â ÷àñòíîñòè
àöåòèëèðîâàíèåì. Èíòåíñèâíîñòü àöåòèëèðîâàíèÿ ãèñòî-
íîâ è äðóãèõ ÿäåðíûõ áåëêîâ ðåãóëèðóåòñÿ áàëàíñîì àê-
òèâíîñòåé àöåòèëòðàíñôåðàç è äåàöåòèëàç â êëåòêàõ. Ïðè-
ìåíåíèå in vivo èíãèáèòîðîâ ãèñòîíäåàöåòèëàç (HDACI),
òàêèõ êàê áóòèðàò íàòðèÿ, âûçûâàåò óâåëè÷åíèå ñîäåðæà-
íèÿ àöåòèëèðîâàííûõ ôîðì êîðîâûõ ãèñòîíîâ è óñèëåíèå
òðàíñêðèïöèè íåêîòîðûõ âàæíûõ ãåíîâ, íàïðèìåð c-fos, â
êëåòêàõ E1A+ras (Abramova et al., 2003). Â ýòîé ñâÿçè íàì
ïðåäñòàâëÿëîñü èíòåðåñíûì îöåíèòü âëèÿíèå HDACI íà
òðàíñêðèïöèþ ãåíà MKP-1 â òðàíñôîðìàíòàõ E1A+ras.
Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ïðè íèçêîì ñîäåðæàíèè ñûâî-
ðîòêè â òå÷åíèå 6 ÷ â ïðèñóòñòâèè HDACI (10 ìÌ áó-
òèðàò íàòðèÿ èëè 2 ìÌ âàëüïðîåâàÿ êèñëîòà) è çàòåì îá-
ðàáàòûâàëè àíèçîìèöèíîì. Ðåçóëüòàòû íà ðèñ. 3, â ïîêà-
çûâàþò, ÷òî áóòèðàò íàòðèÿ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåò
èíòåíñèâíîñòü áàçàëüíîé è èíäóöèðîâàííîé àíèçîìèöè-
íîì òðàíñêðèïöèè MKP-1, òîãäà êàê âàëüïðîåâàÿ êèñëîòà
íåñêîëüêî óñèëèâàåò òðàíñêðèïöèþ â ïðèñóòñòâèè àíèçî-
ìèöèíà. Â öåëîì äàííûé ýêñïåðèìåíò ïîçâîëÿåò îòíåñòè
ãåí MKP-1 ê ãåíàì, òðàíñêðèïöèÿ êîòîðûõ íàïðÿìóþ íå
îïðåäåëÿåòñÿ àêòèâíîñòüþ HDAC â íîðìàëüíûõ è
E1A+ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòàõ (c-jun,
Egr-1 è äð.) (Abramova et al., 2003).

Äëÿ îöåíêè ôóíêöèîíàëüíîé âçàèìîñâÿçè ìåæäó ýêñ-
ïðåññèåé ãåíîâ ðàííåãî îòâåòà c-fos è MKP-1 ïðè âîçäåé-
ñòâèè àíèçîìèöèíà íà E1A+ras-òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè ìû èñïîëüçîâàëè äâóõöåïî÷å÷íóþ ìàëóþ èíòåð-
ôåðèðóþùóþ ÐÍÊ (siÐÍÊ) äëÿ ìÐÍÊ ãåíà MKP-1 êðûñû,
êîòîðóþ âðåìåííî òðàíñôèöèðîâàëè â êëåòêè E1A+ras ñ
ïîìîùüþ Code Breaker Reagent (Promega). Äàëåå êëåòêè

îáðàáàòûâàëè àíèçîìèöèíîì (1 èëè 2 ÷) èëè DMSO (êîí-
òðîëü), âûäåëÿëè òîòàëüíóþ ÐÍÊ äëÿ àíàëèçà RT-PCR.
Òðàíñôåêöèÿ siÐÍÊ MKP-1 ñíèæàåò óðîâåíü òðàíñêðèï-
öèè ãåíà MKP-1 ïðè äåéñòâèè àíèçîìèöèíà, ÷òî îñîáåí-
íî çàìåòíî äëÿ 2-÷àñîâîé èíêóáàöèè ñ íèì (ðèñ. 4). Èíòå-
ðåñíî, ÷òî òðàíñôåêöèÿ siÐÍÊ MKP-1 äîïîëíèòåëüíî
óâåëè÷èâàåò èíòåíñèâíîñòü òðàíñêðèïöèè ãåíà c-fos, èí-
äóöèðîâàííóþ àíèçîìèöèíîì â òå÷åíèå 1 è 2 ÷, íà ôîíå
åå âûñîêîãî óðîâíÿ, êîòîðûé íàáëþäàåòñÿ â íåòðàíñôè-
öèðîâàííûõ êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ E1A+ras (ðèñ. 4). Òà-
êèì îáðàçîì, ââåäåíèå siÐÍÊ MKP-1 ïîäàâëÿåò òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíà MKP-1, ÷òî ñîîòâåòñòâåííî ñíèæàåò ñîäåð-
æàíèå ïðîòåèíôîñôàòàçû MKP-1. Â ðåçóëüòàòå áîëüøåå
êîëè÷åñòâî ìîëåêóë ERK-êèíàç îñòàåòñÿ â àêòèâíîì ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè è ñïîñîáíî ó÷àñòâîâàòü â àê-
òèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíà c-fos àíèçîìèöèíîì.

Ðàíåå ìû òàêæå ïîêàçàëè, ÷òî â ôèáðîáëàñòàõ, òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è c-Ha-ras, ïîâûøåí
óðîâåíü ÀÔÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè êëåòêàìè
(Kukushkin et al., 2008). Óðîâåíü ÀÔÊ åùå áîëåå âîçðà-
ñòàåò ïðè âîçäåéñòâèè àíèçîìèöèíà. Èñïîëüçîâàíèå ôëó-
îðåñöåíòíîãî ñóáñòðàòà DCF, ñïåöèôè÷íî âçàèìîäåéñò-
âóþùåãî ñ ÀÔÊ, â ÷àñòíîñòè ñ ñóïåðîêñèä-àíèîíîì,
ïîçâîëèëî ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè êà÷å-
ñòâåííî ïîäòâåðäèòü çíà÷èòåëüíîå âîçðàñòàíèå óðîâíÿ
ÀÔÊ óæå ÷åðåç 10 ìèí ïîñëå îáðàáîòêè E1A+ras-òðàíñ-
ôîðìàíòîâ àíèçîìèöèíîì (ðèñ. 5). Àíàëîãè÷íûå êîëè-
÷åñòâåííûå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ ïðî-
òî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè â ïðèñóòñòâèè DCF, êîãäà
óðîâåíü ÀÔÊ âîçðàñòàë íà 40 % ïðè îáðàáîòêå àíèçîìè-
öèíîì êëåòîê E1A+ras (äàííûå íå ïîêàçàíû). Ïîâûøåíèå
ñîäåðæàíèÿ ÀÔÊ ìîæåò ïðèâîäèòü ê îêèñëåíèþ îñòàòêîâ
öèñòåèíà â êàòàëèòè÷åñêîì öåíòðå ìîëåêóëû ïðîòåèí-
ôîñôàòàçû MKP-1 è èíàêòèâàöèè åå ôîñôàòàçíîé ôóíê-
öèè â îòíîøåíèè ñóáñòðàòîâ (Denu, Dixon, 1995; Van
Montfort et al., 2003). Ïîñêîëüêó êèíàçû ERK ÿâëÿþòñÿ
ñóáñòðàòàìè äëÿ ÌKÐ-1, àíèçîìèöèíçàâèñèìîå íàêîïëå-
íèå ÀÔÊ è èíàêòèâàöèÿ ñâîáîäíûìè ðàäèêàëàìè ôîñôà-
òàçû ÌKÐ-1 ÿâëÿþòñÿ äîïîëíèòåëüíûìè ôàêòîðàìè äëÿ
ïîääåðæàíèÿ MEK/ERK-êèíàçíîãî êàñêàäà â àêòèâíîì
ñîñòîÿíèè, ÷òî îáåñïå÷èâàåò àíèçîìèöèí-èíäóöèáåëü-
íóþ àêòèâàöèþ ãåíà c-fos.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå
Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé
(ïðîåêòû 06-04-49261 è 11-04-01393), ïðîãðàìì ïðåçè-

Ïðîòåèíôîñôàòàçà MKP-1 ó÷àñòâóåò â äåðåïðåññèè ãåíà c-fos ïðè äåéñòâèè ñòðåññ-ôàêòîðîâ 865

Ðèñ. 5. Ôëóîðåñöåíöèÿ ÀÔÊ-÷óâñòâèòåëüíîãî êðàñèòåëÿ DCF â êëåòêàõ êðûñû E1A + ras ïîñëå 10-ìèíóòíîãî äåéñòâèÿ
50 íã/ìë ÀÌ.

Êëåòêè ãîëîäàëè 1 ñóò â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 0.5 % ñûâîðîòêè. Â êîíòðîëüíîì âàðèàíòå ê êëåòêàì äîáàâëÿëè DMSO. Êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêî-
ïèÿ. Îá. 100�.
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PROTEIN PHOSPHATASE MKP-1 PARTICIPATES IN c-fos GENE DEREPRESSION

UNDER THE ACTION OF STRESS FACTORS ON FIBROBLASTS TRANSFORMED

WITH E1A AND cHA-ras ONCOGENES

A. N. Kukushkin,1, 2, * S. B. Svetlikova,1, 2 V. A. Pospelov1, 2
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Immediate-early response gene c-fos expression is repressed and not activated after serum stimulation of
serum-starved fibroblasts transformed with E1A and cHa-ras oncogenes. We have previously shown that such
stress factors as an anisomycin are able to activate c-fos gene transcription in E1A + cHa-ras transformants,
wherein MEK/ERK signal pathway plays a major role in the activation. In the present paper, we investigated
the role of MKP-1-dependent regulation of c-fos gene by dephosphorylation of ERK kinases. It has been shown
that MKP-1 gene transcription in E1A + ras transformants is activated by anisomycin for a maximum of 1 h,
and then a reduction in the level of transcription occurs. Use of inhibitors of MAP-kinase has revealed that
MKP-1 gene transcription depends on MEK/ERK and JNK kinase cascades, but not om p38 cascade. The aniso-
mycin-induced c-fos gene transcription intensified after transfection of siRNA MKP-1 into the cells. Thus, pro-
tein phosphatase MKP-1 carries a negative regulation of c-fos gene transcription by dephosphorylation of ERK
kinases that are a key signal component under the action of such stress reagent as anisomycin on the
E1A + ras-transformed cells.
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