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Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.
Ðîëü MEK/ERK-ïóòè â ðåãóëÿöèè HDACI-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ

Êëþ÷åâîé ðåãóëÿòîð êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ êîìïëåêñ mTORC1 ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ ìíîãèõ ñèãíàëü-
íûõ êàñêàäîâ, â òîì ÷èñëå Ras/Raf/MEK/ERK-ñèãíàëüíîãî êàñêàäà. Â ðàáîòå èññëåäîâàëè ðîëü
MEK/ERK-âåòâè ýòîãî êàñêàäà â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ, èíäóöèðîâàííîãî èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöå-
òèëàç (HDACI) áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut), â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðû-
ñû. Ïîäàâëåíèå MEK/ERK-âåòâè èíãèáèòîðîì PD0325901 íå ïðåäîòâðàùàåò àêòèâàöèè êîìïëåêñà
mTORC1 ïðè äåéñòâèè NaBut. Ïîñëå ïîäàâëåíèÿ MEK/ERK-âåòâè àêòèâíîñòü mTORÑ1 âîçðàñòàëà è àê-
òèâèðîâàëñÿ êîìïëåêñ mTORC2. Àêòèâàöèÿ mTOR-ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñîâ ñîïðîâîæäàëàñü ðåîðãàíè-
çàöèåé àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà ñ îáðàçîâàíèåì àêòèíîâûõ ñòðåññ-ôèáðèëë è ïîÿâëåíèåì íåêîòîðûõ
ïðèçíàêîâ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ. Ïðè ýòîì â îòëè÷èå îò NaBut-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ íå
íàêàïëèâàëèñü áåëêè íà ôîíå àêòèâíîãî mTORC1 è áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà, ÷òî ìîæåò áûòü îáóñëîâëå-
íî ïîâûøåíèåì àêòèâíîñòè ïðîöåññîâ äåãðàäàöèè. Êðîìå òîãî, èíäóêöèÿ ñòàðåíèÿ â óñëîâèÿõ ïîäàâ-
ëåíèÿ MEK/ERK ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ñíèæåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ñòàðå-
íèè â óñëîâèÿõ ïîäàâëåííîé MEK/ERK-âåòâè ÌÀÐ-êèíàçíîãî êàñêàäà áîëåå âûðàæåí òóìîð-ñóïðåññîð-
íûé ýôôåêò, ñâÿçàííûé ñ áîëåå ñèëüíîé àêòèâàöèåé îáîèõ mTOR-êîìïëåêñîâ, ðåîðãàíèçàöèåé
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è äåãðàäàöèåé áåëêîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: mTOR, mTORC1, NaBut, MEK/ERK, PD0325901, êëåòî÷íîå ñòàðåíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: HDACI — èíãèáèòîð äåàöåòèëàç ãèñòîíîâ, NaBut — áóòèðàò íàòðèÿ,
SA-b-Gal — àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçà.

Èçâåñòíî, ÷òî îñíîâíîé ïðè÷èíîé ïðåâðàùåíèÿ íîð-
ìàëüíûõ êëåòîê â îïóõîëåâûå ÿâëÿåòñÿ ïîäàâëåíèå òó-
ìîð-ñóïðåññîðíûõ àíòèïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîãðàìì (Ha-
nahan, Weinberg, 2000). Ê èõ ÷èñëó â ïåðâóþ î÷åðåäü îò-
íîñèòñÿ ïðîãðàììà êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, òàê êàê îíà,
âûçûâàÿ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèå êëåòî÷íîãî
äåëåíèÿ, ÿâëÿåòñÿ áàðüåðîì äëÿ ðàçìíîæåíèÿ áåñêîíòðî-
ëüíî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê. Ïîýòîìó îäíèì èç íåîá-
õîäèìûõ ñîáûòèé ìíîãîýòàïíîãî ïðîöåññà êàíöåðîãåíåçà
ÿâëÿåòñÿ ñóïðåññèÿ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ, â ðåçóëüòàòå
÷åãî êëåòêè ïðèîáðåòàþò ñïîñîáíîñòü íåîãðàíè÷åííî
ïðîëèôåðèðîâàòü. Îäíàêî íåäàâíî áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî
â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ñòàðåíèå ìîæíî âíîâü ðåàêòèâèðî-
âàòü, èñïîëüçóÿ öèòîñòàòèêè, îáëó÷åíèå, ðåòèíîèäû èëè
èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç (Toussaint et al.,
2000). Ïîýòîìó èçó÷åíèå ïðîöåññà ðåàêòèâàöèè ïðîãðàì-
ìû ñòàðåíèÿ â îïóõîëÿõ ìîæåò áûòü ïåðñïåêòèâíûì ïîä-
õîäîì äëÿ òåðàïèè ðàêà.

Ñòàðåíèå — ýòî àêòèâíàÿ, êîíñåðâàòèâíàÿ, ýâîëþöè-
îííî äåòåðìèíèðîâàííàÿ ïðîãðàììà, â ðàçâèòèå êîòîðîé
âîâëå÷åíû îïðåäåëåííûå ãåíû è ñèãíàëüíûå êàñêàäû.
Êëþ÷åâûì ðåãóëÿòîðîì êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ
êèíàçà mTOR (mammalian target îf rapamycin), êîòîðàÿ
êîíòðîëèðóåò ìíîæåñòâî ïðîöåññîâ â êëåòêå — àóòîôà-
ãèþ, ìåòàáîëèçì, îðãàíèçàöèþ öèòîñêåëåòà, à òàêæå ÿâ-
ëÿåòñÿ ñåíñîðîì îöåíêè óðîâíÿ ïèòàòåëüíûõ âåùåñòâ è

ýíåðãèè (Sarbassov et al., 2005). Òàê êàê êèíàçà mTOR ÿâ-
ëÿåòñÿ ìèøåíüþ ìíîãèõ ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ, âîçíèêíî-
âåíèå îïóõîëåé, êàê ïðàâèëî, ñâÿçàíî ñ íàðóøåíèåì
ðåãóëÿöèè mTOR (Guertin, Sabatini, 2007). Ðîëü mTOR-
ñèãíàëèíãà â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ è êàíöåðîãå-
íåçà àêòèâíî èçó÷àåòñÿ. Îäíèì èç ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðå-
ãóëèðóþùèõ mTOR, ÿâëÿåòñÿ Ras/Raf/MEK/ERK-êàñêàä.
×åðåç ýôôåêòîðíóþ êèíàçó ERK1,2 ýòîò êàñêàä îñóùåñò-
âëÿåò èíãèáèðóþùåå ôîñôîðèëèðîâàíèå êîìïëåêñà áåë-
êîâ òóáåðîçíîãî ñêëåðîçà TSC1,2 — íåãàòèâíîãî ðåãóëÿ-
òîðà mTOR â ñîñòàâå êîìïëåêñà mTORC1 (Ma et al.,
2005), êîòîðûé, ñîãëàñíî ìíîãî÷èñëåííûì äàííûì, ÿâëÿ-
åòñÿ ðåãóëÿòîðîì êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Demidenko, Bla-
gosklonny, 2008; Blagosklonny, Hall, 2009; Kolesnichenko
et al., 2012; Pospelova et al., 2012). Ôîñôîðèëèðîâàíèå äè-
ìåðà TSC1,2 ñíèìàåò åãî èíãèáèðóþùåå äåéñòâèå è ïðè-
âîäèò ê àêòèâàöèè êîìïëåêñà mTORC1.

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâíîñòü ñèãíàëü-
íûõ êàñêàäîâ ëåæèò â îñíîâå íåçàâèñèìîñòè ðàçìíîæå-
íèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê îò ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, óðîâíÿ ïè-
òàòåëüíûõ âåùåñòâ è îò ñóáñòðàòà (Hanahan, Weinberg,
2011). Â ÷àñòíîñòè, MAP-êèíàçíûå êàñêàäû ìîãóò èãðàòü
ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè ïðîõîæäåíèÿ êëåòî÷íî-
ãî öèêëà (Wilkinson, Millar, 2000). Òàê êàê ñòàðåíèå ñâÿçà-
íî ñ áëîêîì êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðà-
öèè, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ðåãóëÿöèÿ ýòîé ïðîãðàììû
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òåñíî ñâÿçàíà ñ àêòèâíîñòüþ MAP-êèíàçíûõ ïóòåé. Ââå-
äåíèå îíêîãåííîãî ras â íîðìàëüíûå ýìáðèîíàëüíûå
ôèáðîáëàñòû ãðûçóíîâ è ÷åëîâåêà ïðèâîäèò ê áëîêó êëå-
òî÷íîãî öèêëà è àêòèâèðóåò ïðîãðàììó óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ (Serrano et al., 1997; Benanti, Galloway, 2004).
Ïîêàçàíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå â êëåòêå îíêîãåííîãî ras,
àêòèâèðóþùåãî ìíîæåñòâî ïóòåé, âåäóùèõ ê ïðîëèôå-
ðàöèè, ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé êîíñòèòóòèâíîé àêòèâíî-
ñòè mTOR-êàñêàäà (Carriere et al., 2011; Takashima, Fal-
ler, 2013). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, åñòü äàííûå î òîì,
÷òî ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü MEK è ERK1,2 âàæíà
äëÿ ðàçâèòèÿ ñòàðåíèÿ â îòâåò íà ýêñïðåññèþ îíêîãåí-
íîãî ras (Deschenez-Simard et al., 2013). Òàêèì îáðà-
çîì, Ras/Raf/MEK/ERK-êàñêàä ïðåäñòàâëÿåò èíòåðåñ êàê
âîçìîæíûé ó÷àñòíèê ðåãóëÿöèè mTOR â êëåòî÷íîì
ñòàðåíèè, êîòîðîå ìîæíî èíäóöèðîâàòü â îïóõîëåâûõ
êëåòêàõ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ äàííîãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âû-
ÿñíåíèå ðîëè MEK/ERK-âåòâè ÌÀÐ-êèíàçíîãî êàñêàäà â
ðåãóëÿöèè êàñêàäà mTORC1 â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñòàðå-
íèÿ, èíäóöèðîâàííîãî èíãèáèòîðîì ãèñòîíîâûõ äåàöåòè-
ëàç (HDACI) áóòèðàòîì íàòðèÿ (NaBut) â òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòêàõ ãðûçóíîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ðàáîòó ïðîâîäèëè íà ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îí-
êîãåíàìè E1A+cHa-Ras (êëåòêè ERas). Êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè íà ñðåäå Èãëà â ìîäèôèêàöèè Äàëüáåêêî
(DMEM), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà. Äëÿ èíäóêöèè êëåòî÷íîãî ñòà-
ðåíèÿ èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç
áóòèðàò íàòðèÿ (NaBut) â êîíöåíòðàöèè 4 ìÌ. Äëÿ èíãè-
áèðîâàíèÿ MEK/ERK-ñèãíàëüíîãî êàñêàäà èñïîëüçîâàëè
èíãèáèòîð PD0325901 (PD) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ.

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 îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ êðèâûõ êëåòî÷íîãî ðîñòà. Êëåòêè âûñåâàëè ïî
30 òûñ. íà ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì. Ïîäñ÷åò ïðîèç-
âîäèëè ÷åðåç 1, 3 è 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè
è â îòñóòñòâèå èíãèáèòîðîâ èç ðàñ÷åòà 3 ÷àøêè íà âðå-
ìåíí*óþ òî÷êó.

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 àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé
öèòîìåòðèè. Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòêè ñíèìàëè ðàñ-
òâîðîì òðèïñèíà â âåðñåíå, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì ïðè 350 g â òå÷åíèå 3 ìèí è ïðîìûâàëè ôîñôàò-
íî-ñîëåâûì áóôåðîì (PBS). Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 30 ìèí â ïðèñóòñòâèè 0.01 % ñàïîíèíà, ïðîìûâà-
ëè PBS è îáðàáàòûâàëè ðàñòâîðîì ÐÍÊàçû À (0.1 ìã/ìë)
â ïðèñóòñòâèè ïðîïèäèÿ èîäèäà ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå
15 ìèí. Àíàëèç ïðîâîäèëè íà öèòîìåòðå Odam (Brucker,
Ôðàíöèÿ). Ýòèì æå ìåòîäîì îöåíèâàëè ïðÿìîå ñâåòîðàñ-
ñåÿíèå äëÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ î á ú å ì à ê ë å ò î ê (Shapiro,
1988).

È ç ì å í å í è ÿ ì î ð ô î ë î ã è è ê ë å ò î ê ïðè äåéñò-
âèè èíãèáèòîðîâ àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùè îêðàøèâàíèÿ
ïî ìåòîäó Ðîìàíîâñêîãî—Ãèìçà. Êëåòêè âûñåâàëè íà
ñòåêëà è êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà â òå-
÷åíèå íåîáõîäèìîãî âðåìåíè, çàòåì ñòåêëà ïðîìûâàëè
PBS è îêðàøèâàëè ýîçèí-ìåòèëåíîâûì ñèíèì ïî
Ìàé-Ãðþíâàëüäó â òå÷åíèå 4 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå. Îêðàøåííûå ñòåêëà ïðîìûâàëè ïðîòî÷íîé âîäîé
è çàêëþ÷àëè â êàíàäñêèé áàëüçàì.

Â û ÿ â ë å í è å à ñ ñ î ö è è ð î â à í í î é ñ î ñ ò à ð å í è -
å ì b - ã à ë à ê ò î ç è ä à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò è ïðîâîäèëè
ïî îïèñàííîìó ìåòîäó (Dimri et al., 1995). Êëåòêè êóëüòè-
âèðîâàëè íà ñòåêëàõ ñ èíãèáèòîðàìè â òå÷åíèå íåîáõîäè-
ìîãî âðåìåíè, çàòåì ïðîìûâàëè PBS è ôèêñèðîâàëè
3%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ôèêñèðîâàííûå êëåòêè ïðîìû-
âàëè PBS è èíêóáèðîâàëè 18 ÷ ïðè 37 °Ñ â ðàñòâîðå, ñî-
äåðæàùåì 1 ìã/ìë 5-áðîì-4-õëîð-3-èíäîëèë b-D-ãàëàêòî-
çèäà, 40 ìÌ áóôåðà, ñîäåðæàùåãî ëèìîííóþ êèñëîòó è
ôîñôàò íàòðèÿ, ðÍ 6.0, 5 ìÌ NaCl è 2 ìÌ MgCl2. Îá àê-
òèâíîñòè SA-b-Gal ñóäèëè ïî ïîÿâëåíèþ ñèíèõ ãðàíóë â
öèòîïëàçìå êëåòîê.

Ä ë ÿ à í à ë è ç à í à ê î ï ë å í è ÿ á å ë ê à â êëåòêàõ ïðè
äåéñòâèè èíãèáèòîðîâ êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íåîáõîäè-
ìîå âðåìÿ, çàòåì ñíèìàëè ïðè ïîìîùè ðàñòâîðà òðèïñèíà
ñ âåðñåíîì è îòáèðàëè 1 ìëí êëåòîê äëÿ èçìåðåíèÿ. Èçìå-
ðåíèå ñîäåðæàíèÿ áåëêà â êëåòêàõ ïðîâîäèëè íà ñïåêòðî-
ôîòîìåòðå èç ðàñ÷åòà 3 èçìåðåíèÿ íà 1 òî÷êó.

À ê ò è í î â û é ö è ò î ñ ê å ë å ò âèçóàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ îêðàøèâàíèÿ ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ñ èíãèáèòîðàìè
íåîáõîäèìîå âðåìÿ, çàòåì ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ôîð-
ìàëüäåãèäîì, ïðîìûâàëè PBS è ïåðìåàáèëèçèðîâà-
ëè 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100. Çàòåì êëåòêè ïðîìûâà-
ëè PBS, áëîêèðîâàëè â 0.2 BSA íà TBS-T â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïðîìûâàëè PBS.
Çàòåì êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ðîäàìèí-ôàëëîè-
äèíà â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 37 °Ñ, ïðîìûâàëè PBS è îêðà-
øèâàëè DAPI â òå÷åíèå 15 ìèí äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð.
Èçîáðàæåíèÿ àíàëèçèðîâàëè íà ìèêðîñêîïå Leica
TSC SL.

Äëÿ îöåíêè íàêîïëåíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì
4E-BP1, êîôèëèíà, ERK1,2, AKT, à òàêæå Ras ïðîâîäèëè
ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç â ï î ë è à ê ð è ë à ì è ä í î ì ã å ë å.
Êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA, ñîäåðæàùåì 1 % Ige-
pal, 0.5 % äåîêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 % SDS, 50 ìÌ
Tris-HCl, ðÍ 8.0, 150 ìÌ NaCl, 2 ìÌ EDTA, 60 ìÌ NaF,
50-êðàòíûé êîêòåéëü ïðîòåàçíûõ èíãèáèòîðîâ, à òàêæå
âàíàäàò íàòðèÿ è PMSF. Ïðåäâàðèòåëüíî èçìåðÿëè áåëîê
â ïðîáàõ ïî ìåòîäó Áðýäôîðä äëÿ ðàñ÷åòà îáúåìà íàíîñè-
ìûõ ïðîá. Áåëêè ðàçäåëÿëè â SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå (12 %). Ïîñëå ðàçäåëåíèÿ ïðîâîäèëè ïîëóñóõîé ïå-
ðåíîñ íà ìåìáðàíó, êîððåêòíîñòü ïåðåíîñà îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ Pînceau S. Çàáèâêó ìåìáðàíû ïðîâîäèëè
10%-íûì ìîëîêîì íà TBS-T â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì ìåìáðà-
íû èíêóáèðîâàëè ñ ïåðâè÷íûìè àíòèòåëàìè ê p4E-BP1,
ð-êîôèëèíó, pERK1,2, pAKT/PKB è GAPDH (Cell Signal-
ling, ÑØÀ) â ðàñòâîðå 5%-íîãî BSA, ðàñòâîðåííîãî â áó-
ôåðå TBS-T, â òå÷åíèå 10—12 ÷ ïðè 4 °Ñ. Äëÿ âûÿâëåíèÿ
a-òóáóëèíà ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê
a-òóáóëèíó â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çà-
òåì ïðîâîäèëè èíêóáàöèþ ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëàìè
(Goat-anti-rabbit è Rabbit-anti-mouse) — êîíúþãàòàìè ñ ïå-
ðîêñèäàçîé õðåíà, âûÿâëÿåìûìè ìåòîäîì ECL. Ñòàòèñòè-
÷åñêóþ îáðàáîòêó ïðîèçâîäèëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììû
GelPro3.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü êëåòîê îöåíèâàëè ïî îêðà-
øèâàíèþ òðèïàíîâûì ñèíèì. Êëåòêè âûñåâàëè â ÷àøêè
Ïåòðè è êóëüòèâèðîâàëè ñ èíãèáèòîðàìè íåîáõîäèìîå
âðåìÿ, çàòåì ñíèìàëè ðàñòâîðîì òðèïñèíà â âåðñåíå, ïðî-
ìûâàëè PBS è èíêóáèðîâàëè â PBS ñ òðèïàíîâûì ñèíèì
â ñîîòíîøåíèè 9 : 1 â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Ïîäñ÷åò ïðîèçâîäèëè â êàìåðå Ãîðÿåâà èç ðàñ-
÷åòà 3 ÷àøêè íà 1 òî÷êó.

582 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.



Ðåçóëüòàòû

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî NaBut, èíãèáèòîð HDAC,
èíäóöèðóåò ñòàðåíèå òðàíñôîðìàíòîâ ERas, õàðàêòåðèçó-
þùååñÿ ïîÿâëåíèåì áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëå-
íèåì ïðîëèôåðàöèè, ðàçâèòèåì ãèïåðòðîôíîãî ôåíîòèïà
è óâåëè÷åíèåì îáúåìà êëåòîê, ïîÿâëåíèåì àññîöèèðî-
âàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè (Çó-
áîâà è äð., 2005). Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü âîâëå÷åíèå
MEK/ERK-âåòâè â ðàçâèòèå ïðîãðàììû NaBut-èíäóöèðî-
âàííîãî ñòàðåíèÿ, èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð MEK-êèíà-
çû PD.

Ïðè äåéñòâèè NaBut â òå÷åíèå 5 ñóò äîëÿ êëåòîê, íà-
õîäÿùèõñÿ â S-ôàçå êëåòî÷íîãî öèêëà, ïàäàåò äî 7.65 %
ïî ñðàâíåíèþ ñ 47.39 % â êîíòðîëå. Ïðè ýòîì íà ãðàíèöå

G1/S íàõîäèòñÿ îêîëî 75 % êëåòîê, â òî âðåìÿ êàê â êîíò-
ðîëå èõ äîëÿ ñîñòàâëÿåò 33.79 % (ðèñ. 1, à). Áëîê êëåòî÷-
íîãî öèêëà ïðè äåéñòâèè NaBut ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè, êàê ýòî âèäíî
ïî êðèâûì êëåòî÷íîãî ðîñòà (ðèñ. 1). Ïðè èíãèáèðîâàí-
íîé àêòèâíîñòè MEK/ERK ïîä äåéñòâèåì NaBut äîëÿ
êëåòîê â S-ôàçå ñíèæàåòñÿ äî 14.44 %, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ
õàðàêòåðîì êðèâûõ êëåòî÷íîãî ðîñòà: â ýòîì ñëó÷àå íà
5-å ñóò ïðîèñõîäèò åùå áîëåå ñèëüíîå ïîäàâëåíèå ïðîëè-
ôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè êëåòîê, ÷åì ïðè äåéñòâèè îäíîãî
NaBut (ðèñ. 1, á). Èíãèáèðîâàíèå MEK/ERK ñóùåñòâåííî
ñêàçûâàåòñÿ è íà æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê: ñîãëàñíî ðå-
çóëüòàòàì îêðàøèâàíèÿ òðèïàíîâûì ñèíèì, ÷åðåç 5 ñóò
äåéñòâèÿ NaBut â ïðèñóòñòâèè PD èõ æèçíåñïîñîáíîñòü
ñíèæàåòñÿ. Â ñëó÷àå êóëüòèâèðîâàíèÿ êëåòîê ñ NaBut

Ðîëü MEK/ERK-ïóòè â ðåãóëÿöèè HDACI-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ 583

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (à), èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (á) è æèçíåñïîñîáíîñòè
(â) â ðàçíûõ óñëîâèÿõ: â êîíòðîëå (Ê), ïðè èíäóöèðîâàííîì ñòàðåíèè (NaBut), ïðè ñòàðåíèè â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîé

MEK/ERK-âåòâè ñèãíàëüíîãî êàñêàäà â òå÷åíèå 5 ñóò (NaBut + PD) è ïðè èíãèáèðîâàíèè òîëüêî MEK/ERK-âåòâè (PD).

à: ïî ãîðèçîíòàëè — êîëè÷åñòâî ÄÍÊ, åä. ïëîèäíîñòè, ñ; ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî êëåòîê. Íà ãèñòîãðàììàõ óêàçàíà äîëÿ êëåòîê (%) â ðàçíûõ ôàçàõ êëå-
òî÷íîãî öèêëà. â: ïî ãîðèçîíòàëè — âðåìÿ, ñóò; ïî âåðòèêàëè — äîëÿ æèâûõ êëåòîê, %.



æèçíåñïîñîáíîñòü ñîõðàíÿåòñÿ íà òîì æå óðîâíå, ÷òî è â
êîíòðîëå; èíãèáèðîâàíèå MEK/ERK òàêæå íå îêàçûâàåò
ñóùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê
(ðèñ. 1, â). Òàêèì îáðàçîì, NaBut â óñëîâèÿõ ïîäàâëåííî-
ãî MEK/ERK-êàñêàäà îêàçûâàåò áîëåå çíà÷èòåëüíîå òó-
ìîð-ñóïðåññîðíîå äåéñòâèå íà êëåòêè, ïðèâîäÿ íå òîëüêî
ê áîëåå ýôôåêòèâíîìó ïîäàâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè, íî è ê
ãèáåëè ÷àñòè êëåòîê.

Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â ïðèñóòñòâèè NaBut â òå÷åíèå
5 ñóò â êëåòêàõ ïðîèñõîäèëè ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíå-
íèÿ, õàðàêòåðíûå äëÿ ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ: óâåëè÷åíèå
ðàçìåðîâ, âîçðàñòàíèå ñòåïåíè ðàñïëàñòûâàíèÿ ïî ñóáñò-
ðàòó, â öèòîïëàçìå ïîÿâëÿëîñü ìíîæåñòâî àóòîôàãîñîì.
Êëåòêè, â êîòîðûõ NaBut-èíäóöèðîâàííîå ñòàðåíèå èäåò
â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîé MEK/ERK, íà 5-å ñóò òàêæå
óâåëè÷èâàëèñü â ðàçìåðàõ è áûëè ðàñïëàñòàííûìè
(ðèñ. 2). Èíòåðåñíî, ÷òî ïðîöåññ ðàñïëàñòûâàíèÿ âûÿâëÿ-
åòñÿ è â îòñóòñòâèå NaBut ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK
ñ ïîìîùüþ PD.

Îäíàêî ïî äàííûì ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ (ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè), êëåòêè, êóëüòèâèðîâàííûå â ïðèñóò-
ñòâèè NaBut â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîãî MEK/ERK-êàñ-
êàäà, íå óâåëè÷èâàþòñÿ â îáúåìå â îòëè÷èå îò êëåòîê,
ñòàðåþùèõ ïðè äåéñòâèè NaBut. Â ñëó÷àå äåéñòâèÿ îäíî-
ãî PD ïðîèñõîäèò äàæå íåêîòîðîå óìåíüøåíèå îáúåìà
êëåòîê (ðèñ. 3). Ýòè äàííûå ñîãëàñóþòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè
èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêà â êëåòêå: â ïðèñóòñòâèè Na-

But ñîäåðæàíèå áåëêà ÷åðåç 5 ñóò ïðåâûøàëî êîíòðîëü-
íîå çíà÷åíèå â 4—5 ðàç. Ïðè êóëüòèâèðîâàíèè êëåòîê
â ïðèñóòñòâèè PD íàêîïëåíèÿ áåëêà â êëåòêàõ íå íàáëþ-
äàëè.

Îäíîé èç ïðè÷èí ðàñïëàñòûâàíèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê
ïî ñóáñòðàòó ïðè äåéñòâèè PD ìîãóò áûòü ïåðåñòðîéêè
àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà êëåòîê. Îêðàøèâàíèå àêòèíîâî-
ãî öèòîñêåëåòà êëåòîê ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì ïîêàçàëî,
÷òî ïðè äåéñòâèè îäíîãî PD è NaBut ñîâìåñòíî ñ PD â
êëåòêàõ ôîðìèðóþòñÿ ìîùíûå ñòðåññ-ôèáðèëëû, êîòî-
ðûå êðåïÿòñÿ ê ìåìáðàíå. Â ïðèñóòñòâèè îäíîãî NaBut
òàêîé êàðòèíû íå íàáëþäàåòñÿ, îäíàêî ñòðåññ-ôèáðèëëû
òîæå ôîðìèðóþòñÿ, íî ðàñïðåäåëåíèå èõ èìååò ìåíåå îð-
ãàíèçîâàííûé õàðàêòåð (ðèñ. 4).

Ïîêàçàíî, ÷òî ðàçâèòèå ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ òåñíî
ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé êîìïëåêñà mTORÑ1, íî íå
mTORC2 (Zoncu et al., 2011; Kolesnichenko et al., 2012).
Äëÿ îöåíêè ðîëè MEK/ERK â àêòèâàöèè mTORC1, êîòî-
ðàÿ íàáëþäàåòñÿ â ïðîöåññå NaBut-èíäóöèðîâàííîãî ñòà-
ðåíèÿ, ïðîâîäèëè àíàëèç ôîñôîðèëèðîâàíèÿ îäíîé
èç ïðÿìûõ ìèøåíåé mTORC1, èíãèáèòîðà èíèöèàöèè
ýëîíãàöèè 4Å-ÂÐ1. Ñîãëàñíî äàííûì Âåñòåðí-áëîòèíãà,
èíãèáèðîâàíèå MEK/ERK íå ïðåïÿòñòâóåò àêòèâàöèè
mTORC1 ïðè èíèöèàöèè ñòàðåíèÿ NaBut; áîëåå òîãî, ïðè
äåéñòâèè PD òàêæå íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå ôîñôîðèëè-
ðîâàííûõ ïî Thr37/Thr46 ôîðì 4E-BP1, ïðåâûøàþùåå íå
òîëüêî êîíòðîëüíûé óðîâåíü (áîëåå ÷åì â 30—40 ðàç), íî

584 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê â êîíòðîëå (Ê), ïîñëå äåéñòâèÿ áóòèðàòà íàòðèÿ (NaBut), NaBut ñîâìåñòíî ñ èíãèáè-
òîðîì MEK/ERK-âåòâè PD (NaBut + PD) è îäíîãî PD â òå÷åíèå 1 è 5 ñóò.

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



è óðîâåíü íàêîïëåíèÿ ôîñôîôîðì ïðè äåéñòâèè NaBut
(ðèñ. 5, à). Ïî âñåé âèäèìîñòè, ïðè äåéñòâèè PD çàïó-
ñêàåòñÿ íåèçâåñòíûé ïîêà ðåãóëÿòîðíûé ìåõàíèçì,
ñïîñîáñòâóþùèé àêòèâàöèè mTORC1. Ýòîò ìåõàíèçì
ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ âîññòàíîâëåíèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ERK1,2 (Thr202/Tyr204) â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà PD,
òàê êàê, ñîãëàñíî äàííûì ýëåêòðîôîðåçà ñ àíòèòåëàìè ê
ð-ERK1,2, óðîâåíü ñîäåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì êèíàç ìåíÿåòñÿ. Â ïåðâûå ÷àñû êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ
PD àêòèâíûå ð-ERK ïî÷òè íå âûÿâëÿþòñÿ, íî ÷åðåç 1 ñóò
íà÷èíàþò âûÿâëÿòüñÿ âíîâü, õîòÿ è íå äîñòèãàþò óðîâíÿ
êîíòðîëÿ (ðèñ. 6). Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî åñëè â êîíòðîëå
ïðåîáëàäàåò íàêîïëåíèå ð-ERK2 (42 êÄà), òî â 1-å, íà 3-è
è 5-å ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ñ PD èëè ñ NaBut â ïðèñóòñò-
âèè PD ñîäåðæàíèå îáåèõ êèíàç îñòàåòñÿ ïðèìåðíî íà îä-

íîì óðîâíå çà ñ÷åò ïðåèìóùåñòâåííîãî íàêîïëåíèÿ
ð-ERK1 (44 êÄà).

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â ñëó÷àå ñòàðåíèÿ,
èíäóöèðîâàííîãî NaBut, èíãèáèðîâàíèå MEK/ERK îêà-
çûâàåò âëèÿíèå íà ñîäåðæàíèå áåëêà Ras â êëåòêàõ, ïðè
ýòîì äèíàìèêà èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà Ras ïðè èíäóêöèè
ñòàðåíèÿ è ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK ñóùåñòâåííî
ðàçëè÷àåòñÿ. Äåéñòâèå NaBut âåäåò ê ïîñòåïåííîìó íà-
êîïëåíèþ Ras â òå÷åíèå 5 ñóò, â òî âðåìÿ êàê ïðè äîáàâ-
ëåíèè èíãèáèòîðà MEK-êèíàç êîëè÷åñòâî Ras â 1-å ñóò
ñíèæàåòñÿ, à ê 5-ì âîññòàíàâëèâàåòñÿ äî óðîâíÿ, ïðåâû-
øàþùåãî êîíòðîëüíûé ïî÷òè â 2 ðàçà (ðèñ. 7). Íå èñêëþ-
÷åíî, ÷òî ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK-êèíàçû Ras-áåëêè
ïîäâåðãàþòñÿ äåãðàäàöèè. Òàê êàê äèíàìèêà âîññòàíîâ-
ëåíèÿ óðîâíÿ Ras âî âðåìåíè ñõîäíà ñ âîññòàíîâëåíèåì

Ðîëü MEK/ERK-ïóòè â ðåãóëÿöèè HDACI-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ 585

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå îáúåìà êëåòîê (à) è ñîäåðæàíèÿ áåëêà â íèõ (á) â êîíòðîëå (Ê), ïðè äåéñòâèè NaBut, NaBut ñîâìåñòíî ñ èíãèáè-
òîðîì PD è îäíîãî PD â òå÷åíèå 1 è 5 ñóò.

à — ìåòîä ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ; ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, óñë. åä.; ïî âåðòèêàëè — âåëè÷èíà ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ, óñë.åä., çàâèñÿ-
ùàÿ îò ðàçìåðà êëåòêè.



ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK1,2-êèíàç, ýòî ïîçâîëÿåò äóìàòü î
òîì, ÷òî íàáëþäàåìûå ïðîöåññû ìîãóò áûòü ñâÿçàíû.

Ðåîãðàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà, ïðîèñõîäÿ-
ùàÿ ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî â ïðîöåññ ðåîðãàíèçàöèè âîâëå÷åí êîìïëåêñ
mTORC2. Âñå ôóíêöèè mTORC2 â êëåòêå ïîêà íå âûÿñ-
íåíû, îäíàêî ó÷àñòèå êîìïëåêñà mTORÑ2 â ðåîðãàíèçà-
öèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà óáåäèòåëüíî ïîêàçàíî (Jacin-
to et al., 2004). Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì, àêòèâàöèÿ
mTORC2 äåéñòâèòåëüíî ïðîèñõîäèò, ÷òî âèäíî èç êàðòè-
íû íàêîïëåíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû AKT/PKB,
êîòîðóþ êîìïëåêñ mTORC2 ôîñôîðèëèðóåò íàïðÿìóþ

ïî Ser473. Ñîãëàñíî äàííûì ïî íàêîïëåíèþ êîôèëèíà,
ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî Ser3, ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà
PD äåéñòâèòåëüíî íàáëþäàåòñÿ íàêîïëåíèå ôîñôîôîðì
ýòîãî áåëêà. Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî ýòîò ïðîöåññ áîëåå
âûðàæåí â ñëó÷àå NaBut â ïðèñóòñòâèè PD, ÷åì ïðè äåé-
ñòâèè îäíîãî NaBut (ðèñ. 5, á, â). Â ñâîþ î÷åðåäü
AKT/PKB-ðSer473 ó÷àñòâóåò â àêòèâàöèè mTORC1, òàê
êàê îñóùåñòâëÿåò èíãèáèðóþùåå ôîñôîðèëèðîâàíèå äè-
ìåðà ÒSC1,2 — ãëàâíîãî íåãàòèâíîãî ðåãóëÿòîðà
mTORC1, à òàêæå áåëêà PRAS40, êîòîðûé íåãàòèâíî ðå-
ãóëèðóåò àêòèâíîñòü êîìïëåêñà mTORC1 (Guertin, Sabati-
ni, 2007). Òàêèì îáðàçîì, ôîñôîðèëèðîâàíèå AKT/PKB,

586 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ðåîðãàíèçàöèÿ àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà â êëåòêàõ â ïðîöåññå 5-ñóòî÷íîãî ñòàðåíèÿ â êîíòðîëå (Ê), ïðè äåéñòâèè NaBut,
NaBut ñîâìåñòíî ñ èíãèáèòîðîì PD è îäíîãî PD.

Îêðàøèâàíèå ðîäàìèí-ôàëëîèäèíîì. Îá. 100�.

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ 4E-BP1 (à), êîôèëèíà (á) è êèíàçû ÀÊÒ (â) ïðè äåéñòâèè PD, NaBut è NaBut ñîâìåñòíî ñ
PD â òå÷åíèå 5 ñóò.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ñîîòâåòñòâóþùåìó áåëêó, GAPDH è a-òóáóëèíó. Â ñêîáêàõ óêàçàíû ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ.
Çäåñü è íà ðèñ. 6, 7 öèôðû ñîîòâåòñòâóþò ðåçóëüòàòàì äåíñèòîìåòðèè ïîëîñ Âåñòåðí-áëîòèíãà.



êîòîðîå îñîáåííî âûðàæåíî ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK,
ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü íàáëþäàþùåéñÿ àêòèâàöèè
mTORC1. Ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà êîôèëèíà êîìïëåê-
ñîì mTORC2 ÷åðåç êèíàçû LIMK1,2 âàæíî äëÿ ïîëèìå-
ðèçàöèè àêòèíà, ïîñêîëüêó p-êîôèëèí-Ser473 òåðÿåò
ñâîþ ñïîñîáíîñòü äåïîëèìåðèçîâàòü F-àêòèí (Bamburg
et al., 1999). Ïîëó÷åííûå äàííûå î ôîñôîðèëèðîâàíèè
êîôèëèíà ïî Ser3 ñîîòâåòñòâóþò äàííûì î ðåîðãàíèçà-
öèè àêòèíîâîãî öèòîñêåëåòà è â ñîâîêóïíîñòè ñ äàííûìè
î ôîñôîðèëèðîâàíèè AKT ïî Ser473 ñâèäåòåëüñòâóþò î
òîì, ÷òî ïðè èíãèáèðîâàíèè àêòèâíîñòè MEK/ERK â ïðî-
öåññ âîâëåêàåòñÿ êîìïëåêñ mTORC2.

Â ñëó÷àå èíãèáèðîâàíèÿ êàñêàäà MEK/ERK NaBut
èíäóöèðóåò ïîÿâëåíèå òàêèõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ, êàê ïî-
äàâëåíèå ïðîëèôåðàöèè, ðàñïëàñòûâàíèå íà ñóáñòðàòå,
àêòèâàöèÿ mTORC1 è àêòèâàöèÿ SA-b-ãàëàêòîçèäàçû
(ðèñ. 8). Îäíàêî èíäóêöèÿ ñòàðåíèÿ â óñëîâèÿõ ïîäàâëå-
íèÿ MEK/ERK ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ñíèæåíèþ æèçíåñïî-
ñîáíîñòè êëåòîê, î ÷åì ãîâîðÿò ðåçóëüòàòû îêðàøèâàíèÿ
êëåòîê òðèïàíîâûì ñèíèì. Âûÿâëåííûå ýôôåêòû ñîïðî-
âîæäàëèñü àêòèâàöèåé êîìïëåêñà mTORC2. Òàêèì îáðà-
çîì, ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà PD âìåñòå ñ âîññòàíîâëå-
íèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK1,2 íà÷èíàåò ðàáîòàòü ðåãó-

ëÿòîðíûé ìåõàíèçì, ñïîñîáñòâóþùèé àêòèâàöèè îáîèõ
mTOR-ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñîâ. Ïðè ýòîì, íåñìîòðÿ íà
âûñîêóþ àêòèâíîñòü mTORC1, èíäóêöèÿ ñòàðåíèÿ â
óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîé àêòèâíîñòè MEK/ERK íå ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ñóùåñòâåííûì óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ
áåëêà â êëåòêå, êàê ýòî ïðîèñõîäèò ïðè äåéñòâèè îäíîãî
NaBut. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ïðè äåéñòâèè PD
ìîæåò ïîâûøàòüñÿ àêòèâíîñòü ñèñòåì äåãðàäàöèè áåëêà
(óáèêâèòèí-ïðîòåàñîìíîé, àóòîôàãè÷åñêîé èëè îáåèõ îä-
íîâðåìåííî).

Îáñóæäåíèå

Îäíèì èç îñíîâíûõ ïðèçíàêîâ òðàíñôîðìèðîâàííîãî
ôåíîòèïà îïóõîëåâûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü
ê àâòîíîìíîé, íåçàâèñèìîé îò ðàçíîîáðàçíûõ ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ ïðîëèôåðàöèè (Hanahan, Weinberg, 2011).
Â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ ñèãíàëüíûå êàñêàäû, êîíòðîëèðó-
þùèå ïðîöåññ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè, íàõîäÿòñÿ ïîä
ñòðîãèì êîíòðîëåì, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò áàëàíñ ìåæ-
äó àêòèâàöèé è èíàêòèâàöèåé êàñêàäà ïîñëå îäíîêðàò-
íîãî äåéñòâèÿ èíäóêòîðà ïðîëèôåðàöèè (Pearson et al.,

Ðîëü MEK/ERK-ïóòè â ðåãóëÿöèè HDACI-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ 587

Ðèñ. 6. Èçìåíåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàç ERK1,2 ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà PD â òå÷åíèå 5 ñóò.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç, àíòèòåëà ê ðERK1,2, óêàçàíû ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ.

Ðèñ. 7. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà Ras â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè PD, NaBut è NaBut ñîâìåñòíî ñ PD â òå÷åíèå 5 ñóò.

Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç, àíòèòåëà ê Ras.

Ðèñ. 8. b-Ãàëàêòîçèäàçíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê ïðè ñòàðåíèè, èíäóöèðîâàííîì NaBut, ïðè ñòàðåíèè â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîé
MEK/ERK-âåòâè è äåéñòâèè èíãèáèòîðà PD (NaBut + PD) è ïðè èíãèáèðîâàíèè òîëüêî MEK/ERK-âåòâè (PD) â òå÷åíèå 5 ñóò.

Îêðàøèâàíèå âîäíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì ñóáñòðàò b-ãàëàêòîçèäàçû, ðÍ 6.0. Îá. 63�.



2001). Ñèñòåìû êîíòðîëÿ àêòèâíîñòè ðåãóëÿòîðíûõ êàñ-
êàäîâ âêëþ÷àþò â ñåáÿ êèíàçû è ôîñôàòàçû, à òàêæå ïåò-
ëè îáðàòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ, íàðóøåíèå ðàáîòû êîòîðûõ
â õîäå ìíîãîýòàïíîãî ïðîöåññà êàíöåðîãåíåçà ïðèâîäèò ê
êîíñòèòóòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÀÐ-êèíàç è êàê ñëåäñò-
âèå — ê àâòîíîìíîé ïðîëèôåðàöèè. Èíòåãðàëüíûìè êîì-
ïîíåíòàìè ÌÀÐ-êàñêàäîâ ÿâëÿþòñÿ áåëêè, êîäèðóåìûå
ïðîòîîíêîãåíàìè, ìóòàöèè êîòîðûõ èëè èçìåíåíèå àê-
òèâíîñòè ìîãóò áûòü ïðè÷èíîé êîíñòèòóòèâíîé àêòèâà-
öèè ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòî-
ðîâ èëè äðóãèõ èíäóêòîðîâ ïðîëèôåðàöèè. Îäíèì èç òà-
êèõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ ìàëàÿ ÃÒÔàçà Ras, îíêîãåííûå
ìóòàöèè â ãåíàõ êîòîðîé âûÿâëÿþòñÿ â 30 % îïóõîëåé
ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà (Bos, 1989; Yamamoto et al., 1999; Ta-
kashima, Faller, 2013).

Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå — ýòî òóìîð-ñóïðåññîðíàÿ ïðî-
ãðàììà, â ðåãóëÿöèþ êîòîðîé âîâëå÷åíû ðàçíûå ñèãíàëü-
íûå êàñêàäû. Âåäóùóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî ñòà-
ðåíèÿ èãðàåò mTORC1-ñèãíàëèíã, êàê áûëî ïîêàçàíî â
ðÿäå èññëåäîâàíèé (Demidenko et al., 2009; Kolesnichenko
et al., 2012). Â ôèáðîáëàñòàõ, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêî-
ãåíàìè E1A+cHa-Ras, ñòàðåíèå, èíäóöèðîâàííîå ñ ïîìî-
ùüþ NaBut (Çóáîâà è äð., 2005), ñâÿçàíî ñ àêòèâàöèåé
êîìïëåêñà mTORC1 (Romanov et al., 2010). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå áûëà ïîñòàâëåíà öåëü îöåíèòü ðîëü MEK/ERK-
âåòâè ÌÀÐ-êèíàçíîãî êàñêàäà, ó÷àñòâóþùåãî â ðåãóëÿ-
öèè mTORC1, â çàïóñêå ïðîöåññà èíäóöèðîâàííîãî
áóòèðàòîì ñòàðåíèÿ ó òðàíñôîðìàíòîâ ERas.

Âîïðåêè ïðåäïîëîæåíèþ î òîì, ÷òî ïîäàâëåíèå àê-
òèâíîñòè MEK/ERK ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðà PD ïðèâåäåò
ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè mTORC1 è îòìåíå ïðîãðàììû
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, â êëåòêàõ ñ èíãèáèðîâàííîé àêòèâ-
íîñòüþ MEK/ERK äåéñòâèå NaBut ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè
ñòàðåíèÿ. Ðåîðãàíèçàöèÿ öèòîñêåëåòà è ôîñôîðèëèðîâà-
íèå êîôèëèíà, íàáëþäàþùèåñÿ ïðè äåéñòâèè PD, ñâèäå-
òåëüñòâóþò â ïîëüçó âîâëå÷åíèÿ â íàáëþäàþùèåñÿ ïðî-
öåññû êîìïëåêñà mTORC2. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ïðè
èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK ñ ïîìîùüþ PD â ïðèñóòñòâèè
NaBut íàáëþäàåòñÿ áîëåå ñèëüíûé àíòèïðîëèôåðàòèâ-
íûé ýôôåêò, ñâÿçàííûé íå òîëüêî ñ ïîäàâëåíèåì ïðîëè-
ôåðàöèè, íî è ñ ãèáåëüþ êëåòîê, â îòëè÷èå îò äåéñòâèÿ
îäíîãî NaBut. Îòäåëüíûé èíòåðåñ âûçûâàåò òîò ôàêò,
÷òî, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ àêòèâíîñòü êîìïëåêñà
mTORC1, ïðè äåéñòâèè PD â êëåòêàõ íå ïðîèñõîäèò òàêî-
ãî íàêîïëåíèÿ áåëêà, êàê â êëåòêàõ, ãäå ïðîãðàììó ñòàðå-
íèÿ èíäóöèðîâàëè òîëüêî NaBut. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëàãàòü, ÷òî ýôôåêòû, ðàçâèâàþùèåñÿ â ðåçóëüòàòå èíãè-
áèðîâàíèÿ MEK/ERK ïðè äåéñòâèè NaBut, âêëþ÷àþò â
ñåáÿ è ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè ñèñòåìû äåãðàäàöèè áåëêà
(ïðîòåàñîìíîé èëè àóòîôàãè÷åñêîé).

Íàáëþäàþùèåñÿ ýôôåêòû ìîãóò îáúÿñíÿòüñÿ àêòèâ-
íîñòüþ Ras, êîòîðûé èìååò ìíîæåñòâî ìèøåíåé. Íàðó-
øåíèå ðåãóëÿöèè ýòîãî ïóòè ìîæåò ïðèâîäèòü ê òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê, óñòîé÷èâîñòè ê ëåêàðñòâåííûì ïðåïà-
ðàòàì èëè ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ (Yamamoto et al.,
1999; Benanti, Galloway, 2004). Ras ó÷àñòâóåò â àêòèâàöèè
PI3-êèíàçíîãî êàñêàäà — îäíîãî èç îñíîâíûõ ðåãóëÿòî-
ðîâ mTORC1 (Shaw, Cantley, 2006), êîòîðûé, êðîìå òîãî,
èìååò ïåðåêðåñò ñ êàñêàäîì Ras/Raf/MEK/ERK (Mendoza
et al., 2011). Ras ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü àêòèâàöèè
ñòðåññ-êèíàç (Santarpia et al., 2012), ó÷àñòèå êîòîðûõ â ðå-
ãóëÿöèè mTORC1 òàêæå ïîêàçàíî (March, Winton, 2011;
Wu et al., 2011). Ýôôåêòû, íàáëþäàþùèåñÿ ïðè äåéñòâèè
PD, ìîãóò áûòü îáóñëîâëåíû èíãèáèðîâàíèåì TSC1,2 êè-
íàçîé PKB/AKT. Ñîãëàñíî íåêîòîðûì äàííûì, TSC1,2 íå

òîëüêî ðåãóëèðóåò mTORC1, íî è ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè
mTORC2. Â îòëè÷èå îò ðåãóëÿöèè mTORC1, êîòîðàÿ îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ìàëóþ ÃÒÔàçó Rheb, êîìïëåêñ
mTORC2 ðåãóëèðóåòñÿ TSC1,2 íåïîñðåäñòâåííî, ñïîñîá-
ñòâóÿ àêòèâàöèè mTORC2 (Huang et al., 2008). Àêòèâèðî-
âàííûé mTORC2 ôîñôîðèëèðóåò êèíàçó AKT ïî Ser473,
êîòîðàÿ â ñâîþ î÷åðåäü âíîâü ñïîñîáñòâóåò àêòèâàöèè
mTORC1. Èçâåñòíî, ÷òî äàæå ìèíèìàëüíàÿ àêòèâíîñòü
mTORC2 îáåñïå÷èâàåò àêòèâàöèþ mTORC1 (Janes, Fru-
man, 2010). Òàêèì îáðàçîì, àêòèâíîñòü Ras çàòðàãèâàåò
äîñòàòî÷íî øèðîêèé ñïåêòð ïðîöåññîâ â êëåòêå.

Äàííûå Âåñòåðí-áëîò-àíàëèçà îá èçìåíåíèè êîëè÷å-
ñòâà Ras, à òàêæå î ôîñôîðèëèðîâàíèè ERK1,2 ïðè èíãè-
áèðîâàíèè MEK/ERK ïîêàçàëè, ÷òî ÷åðåç 5 ñóò ñîäåðæà-
íèå îíêîãåííîãî Ras â êëåòêå ïîâûøàåòñÿ, â ýòî æå âðåìÿ
âîññòàíàâëèâàåòñÿ óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK1,2
ïî Thr202/Tyr204;Thr185/Thr187. Ìåõàíèçì, ñïîñîáñòâó-
þùèé âîññòàíîâëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK-êèíàç,
ìîæåò âîâëåêàòü ñèãíàëèíã îò èíòåãðèíîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî
ñèñòåìà èíòåãðèíîâ ïðèíèìàåò àêòèâíîå ó÷àñòèå â ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèè ERK1,2 (Walker, Assoian, 2005). Íàáëþ-
äàåìàÿ ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK ðåîãðàíèçàöèÿ öè-
òîñêåëåòà ñ îáðàçîâàíèåì ìîùíûõ ñòðåññ-ôèáðèëë óêà-
çûâàåò íà óñèëåíèå àäãåçèè êëåòîê ïðè âçàèìîäåéñòâèè
èõ ñ ñóáñòðàòîì. Êàê ïîêàçûâàþò èññëåäîâàíèÿ, ñèã-
íàëèíã îò èíòåãðèíîâ ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â ðåãóëÿöèè
ïðîõîæäåíèÿ êëåòêè ïî öèêëó, êðîìå òîãî, íåêîòîðûå
èç èíòåãðèíîâ ÷åðåç Ras/ERK-ïóòü ìîãóò âîâëåêàòüñÿ
â ïðîëèôåðàöèþ îïóõîëåâûõ êëåòîê (Morena-Lauseca,
Streuli, 2013). Âàæíî îòìåòèòü ñëåäóþùóþ çàêîíîìåð-
íîñòü: äëÿ íîðìàëüíîãî ïðîõîæäåíèÿ êëåòêè ïî êëåòî÷-
íîìó öèêëó ñèãíàë ê ERK-êèíàçàì äîëæåí ïîñòóïàòü îò
îáåèõ ñèñòåì — ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç è èíòåãðèíîâ
(Botazzi et al., 1999). Ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK-êèíàç ñ
ïîìîùüþ PD ñèñòåìà èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ñ áîëü-
øîé âåðîÿòíîñòüþ ÿâëÿåòñÿ ó÷àñòíèêîì óñèëåíèÿ àä-
ãåçèâíîñòè òðàíñôîðìàíòîâ ERas, íî îêàçûâàåòñÿ íåäî-
ñòàòî÷íîé äëÿ ïîääåðæàíèÿ ïðîëèôåðàöèè, îñîáåííî â
òîì ñëó÷àå, êîãäà íà êëåòêè äåéñòâîâàëè PD è NaBut ñî-
âìåñòíî.

Â êîíòðîëüíûõ òðàíñôîðìàíòàõ ïðåîáëàäàåò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèå ERK2, îäíàêî ïðè âîññòàíîâëåíèè ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ïîñëå äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà PD îáå èçî-
ôîðìû ôîñôîðèëèðóþòñÿ ïðèìåðíî â ðàâíîé ñòåïåíè.
Êëåòêè, â êîòîðûõ èíäóöèðîâàëè ñòàðåíèå ïðè èíãèáèðî-
âàííèè MEK/ERK, òàêæå ñïîñîáíû ê âîññòàíîâëåíèþ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK1,2 è ñîäåðæàíèÿ Ras. Íî â îòëè-
÷èå îò êëåòîê, îáðàáîòàííûõ òîëüêî PD èëè òîëüêî Na-
But, ó íèõ ðåçêî ïàäàåò æèçíåñïîñîáíîñòü. Âîçìîæíî, â
òðàíñôîðìàíòàõ ERas êàñêàä Ras/Raf/MEK/ERK ñïîñîá-
ñòâóåò ïîääåðæàíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê, à åãî ïî-
äàâëåíèå ïðèâîäèò ê ïàäåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè. Âîç-
ìîæíî òàêæå, ÷òî ïàäåíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè ñïîñîáñò-
âóåò àêòèâàöèÿ ñèñòåìû äåãðàäàöèè áåëêà â ðåçóëüòàòå
ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ NaBut è PD. Òàêóþ ðîëü ìîæåò èã-
ðàòü àóòîôàãèÿ, êîòîðàÿ íåîáõîäèìà äëÿ ras-èíäóöèðî-
âàííîé òðàíñôîðìàöèè (Guo et al., 2010). Òàê èëè èíà÷å,
ýòîò ïðîöåññ ÿâëÿåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî âàæíûì äëÿ êëå-
òîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ ñ ó÷àñòèåì îíêîãåíà ras. Êàê
äåãðàäàöèÿ áåëêà, òàê è ïàäåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè, íà-
áëþäàþùèåñÿ ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè MEK/ERK è
èíäóêöèè ñòàðåíèÿ â òàêèõ óñëîâèÿõ, ìîãóò áûòü ñâÿçàíû
ñ àóòîôàãè÷åñêèìè ïðîöåññàìè.

Ñòàðåíèå êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì
êëåòî÷íîãî îáúåìà è íàêîïëåíèåì áåëêà, îáóñëîâëèâàÿ
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ðàçâèòèå ãèïåðòðîôíîãî ãèïåðñåêðåòîðíîãî ôåíîòèïà,
ÿâëÿþùåãîñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ. Ïðè
ïîäàâëåíèè MEK/ERK MAP-êèíàçíîãî êàñêàäà íàáëþ-
äàåòñÿ ïîÿâëåíèå íåêîòîðûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ. Ñ îäíîé
ñòîðîíû, ïðèñóòñòâóåò ïîëîæèòåëüíàÿ îêðàñêà íà
SA-b-Gal, ñ äðóãîé — ïîëíîñòüþ îòñóòñòâóåò óâåëè÷åíèå
ðàçìåðîâ êëåòîê è êîëè÷åñòâà áåëêà. Ïîëîæèòåëüíàÿ
îêðàñêà íà SA-b-Gal ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ïîâûøåíèÿ
àêòèâíîñòè ëèçîñîì, êîòîðàÿ âîçðàñòàåò ïðè ïîâûøåííîé
óòèëèçàöèè áåëêà.

Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðåçóëüòàòàì, èíäóêöèÿ ñòàðå-
íèÿ NaBut â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàííîé MEK/ERK ñïî-
ñîáñòâóåò ýôôåêòèâíîìó ïîäàâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê. Îäíàêî ïàäåíèå ïðèðîñòà ÷èñëà êëåòîê â ýòîì ñëó÷àå
ñâÿçàíî íå òîëüêî ñ èíäóêöèåé ñòàðåíèÿ, íî è ñ îäíîâðå-
ìåííûì ñíèæåíèåì æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê. Òàêèì îá-
ðàçîì, ìîæíî ñ÷èòàòü óñòàíîâëåííûì ôàêò áîëåå ñèëüíî-
ãî òóìîð-ñóïðåññîðíîãî äåéñòâèÿ NaBut, èíãèáèòîðà ãèñ-
òîíîâûõ äåàöåòèëàç, â óñëîâèÿõ ïîäàâëåííîé àêòèâíîñòè
MEK/ERK. Ýòî ìîæåò èìåòü çíà÷åíèå äëÿ ðàçðàáîòêè íî-
âûõ ñïîñîáîâ óíè÷òîæåíèÿ Ras-ýêñïðåññèðóþùèõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 13-04-00552), ïðîãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
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ROLE OF MEK/ERK PATHWAY IN THE REGULATION OF HDACI-INDUCED SENESCENCE

OF TRANSFORMED RAT EMBRYO FIBROBLASTS
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A key regulator of cellular senescence, mTORC1 complex, is the target of many signaling cascades inclu-
ding Ras/Raf/MEK/ERK-signaling cascade. In this paper we investigated the role of MEK/ERK-branch of this
cascade in the process of cellular senescence induced by histone deacetylase inhibitor (HDACI) sodium butyra-
te (NaBut), in transformed rat embryo fibroblasts. Suppression of MEK / ERK activity by inhibitor PD0325901
does not prevent activation of mTORC1 complex induced by NaBut treatment. After the suppression of
MEK/ERK, activity of mTORC1 increased as well as complex mTORC2. Activation of mTOR-containing
complexes accompanied by the reorganization of the actin cytoskeleton with the formation of actin stress fibers
and the appearance of some markers of cellular senescence. In contrast to NaBut-induced senescence accumula-
tion of proteins was not observed, which may be due to increased activity of the degradation processes. Further-
more, the induction of senescence in conditions suppressed MEK/ERK leads to a drastic decrease in cell viabili-
ty. Thus, NaBut-induced senescence upon suppressed activity of MEK/ERK-branch of MAP kinase cascade has
a more pronounced tumor-suppressor effect associated with stronger activation of both mTOR-complexes, reor-
ganization of the actin cytoskeleton and protein degradation.

K e y w o r d s: HDACI — inhibitor of histone deacetylases, NaBut — sodium butyrate, SA-b-Gal — se-
nescence-associated b-galactosidase.
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