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Èññëåäîâàëè çàâèñèìîñòü æèçíåñïîñîáíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ
êðûñû E1A+cHa-Ras, èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ áóòèðàòîì íàòðèÿ, îò ìîäóëÿöèè àóòîôàãèè, âûçâàí-
íîé èíãèáèòîðîì êèíàçû TORC1, TORC2 âåùåñòâîì pp242. Èíãèáèòîð ðð242 ðåçêî ñíèæàåò ôóíêöèî-
íàëüíóþ àêòèâíîñòü ìèòîõîíäðèé â êëåòêàõ E1A+cHa-Ras, ÷òî ñëóæèò ïðè÷èíîé èõ ãèáåëè ïóòåì ìèòî-
ôàãèè, à ïðèñóòñòâèå õëîðîêâèíà, áëîêèðóþùåãî ñëèÿíèå ëèçîñîì ñ àóòîôàãîñîìàìè, íå îòìåíÿåò åãî
äåéñòâèå. Èíäóöèðîâàííûå ê ñòàðåíèþ êëåòêè E1A+cHa-Ras áîëåå óñòîé÷èâû ê äåéñòâèþ ðð242, ÷åì
êîíòðîëüíûå, íî â ïðèñóòñòâèè ðð242 è õëîðîêâèíà èõ æèçíåñïîñîáíîñòü ñíèæàåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì,
ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü êîìáèíàöèþ èíãèáèòîðà pp242 è õëîðîêâèíà êàê
ýôôåêòèâíûé ñïîñîá èíäóêöèè ãèáåëè èíòàêòíûõ è èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ Ras-òðàíñôîðìèðî-
âàííûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àóòîôàãèÿ, êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, áóòèðàò íàòðèÿ, ðð242, õëîðîêâèí.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: HDACI — èíãèáèòîð ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç, NaBut — áóòèðàò íàò-
ðèÿ.

Àóòîôàãèÿ — ýòî ïðîöåññ äåãðàäàöèè, â õîäå êîòîðî-
ãî íåïðàâèëüíî óïàêîâàííûå è äîëãîæèâóùèå áåëêè, à
òàêæå ïîâðåæäåííûå îðãàíåëëû óòèëèçèðóþòñÿ äëÿ ïîä-
äåðæàíèÿ êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà è ïîëó÷åíèÿ ýíåðãèè.
Àóòîôàãèÿ àêòèâèðóåòñÿ ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè ñòðåññà,
â ÷àñòíîñòè ãîëîäàíèåì, íåõâàòêîé ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ,
ãèïîêñèåé, ïîâðåæäåíèÿìè ÄÍÊ è îðãàíåëë èëè ïàòîãåí-
íûìè áàêòåðèÿìè è âèðóñàìè (Abounit et al., 2012; Vesso-
ni et al., 2013). Ïðîöåññ àóòîôàãèè ñîñòîèò èç ñòàäèé ôîð-
ìèðîâàíèÿ áóäóùåé âåçèêóëû, åå ñîçðåâàíèÿ, ñëèÿíèÿ ñ
ëèçîñîìîé ñ ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèåé è óòèëèçàöèåé
ñîäåðæèìîãî (Abounit et al., 2012). Ìàðêåðîì îáðàçîâà-
íèÿ èçîëèðóþùåé ìåìáðàíû ÿâëÿåòñÿ ïðåîáðàçîâàíèå
öèòîïëàçìàòè÷åñêîãî áåëêà LC3I â ìåìáðàíî-ñâÿçàííóþ
ëèïèäèðîâàííóþ ôîðìó LC3II, êîòîðàÿ ðàñïîëàãàåòñÿ
êàê íà âíåøíåé, òàê è íà âíóòðåííåé ñòîðîíå âåçèêóëû.
Êàê êëåòêà ðàñïîçíàåò ìàòåðèàë, ïðåäíàçíà÷åííûé äëÿ
äåãðàäàöèè, ïîêà èçó÷åíî íå äî êîíöà, íî èçâåñòíî, ÷òî
îíà ìîæåò ðàñïîçíàâàòü îòäåëüíûå óáèêâèòèíèëèðîâàí-
íûå áåëêè, è âàæíóþ ðîëü â ýòîì ïðîöåññå èãðàåò áåëîê
ð62/SQSTM1, êîòîðûé ïåðåíîñèò óáèêâèòèíèëèðîâàí-
íûå áåëêè ÷åðåç ìåìáðàíó àóòîôàãîñîìû äëÿ ïîñëåäóþ-
ùåé äåãðàäàöèè (Mathew et al., 2009). Äëÿ çëîêà÷åñòâåí-
íûõ êëåòîê àóòîôàãèÿ èãðàåò äâîÿêóþ ðîëü. Ñ îäíîé ñòî-
ðîíû, îíà ñïîñîáñòâóåò óäàëåíèþ ïîâðåæäåííûõ áåëêîâ
è îðãàíåëë, à âîçìîæíî, è äåôåêòíîãî ìàòåðèàëà õðîìî-
ñîì (Janku et al., 2011; Vessoni et al., 2013). Ñ äðóãîé ñòî-
ðîíû, åñëè ïðîöåññ ôîðìèðîâàíèÿ àóòîôàãîñîì íå îãðà-
íè÷åí è âûõîäèò èç-ïîä êîíòðîëÿ, îí ìîæåò ïðèâîäèòü ê
àóòîôàãè÷åñêîé ãèáåëè. Èçâåñòíî, ÷òî àóòîôàãèÿ ìîæåò
ñïîñîáñòâîâàòü âûæèâàíèþ îïóõîëåé, ïîääåðæèâàÿ æèç-

íåñïîñîáíîñòü êëåòîê, ðàñïîëîæåííûõ â ìåñòàõ, áåäíûõ
ñîñóäàìè, â ðàéîíàõ îïóõîëåé, ñòðåññèðîâàííûõ ãèïîê-
ñèåé (Wei et al., 2012). Ras-èíäóöèðîâàííûì êëåòêàì îñî-
áåííî íåîáõîäèì áàçîâûé óðîâåíü àóòîôàãèè êàê ìåõà-
íèçì äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà è æèçíåñïîñîáíîñòè
(Guo et al., 2011). Â òî æå âðåìÿ åñòü äàííûå î òîì, ÷òî
àóòîôàãèÿ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïîäàâëåíèþ Ras-èíäó-
öèðîâàííîé òðàíñôîðìàöèè è ãèáåëè êëåòîê (Marino
et al., 2014). Âàæíî îòìåòèòü, ÷òî äåôåêòû àóòîôàãèè îá-
íàðóæåíû âî ìíîãèõ òèïàõ îïóõîëåé (White et al., 2011).
Òàêèì îáðàçîì, âîïðîñ î òîì, ÿâëÿåòñÿ ëè àóòîôàãè÷åñêàÿ
àêòèâíîñòü ïðè÷èíîé êëåòî÷íîé ãèáåëè èëè ïîïûòêîé
ïðåäîòâðàòèòü åå, îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Àóòîôàãèþ ðåãóëèðóþò ìíîãèå ñèãíàëüíûå ïóòè, â
÷àñòíîñòè PI3K/Akt, êîòîðûé èíãèáèðóåò àóòîôàãèþ, àê-
òèâèðóÿ êîìïëåêñ mTORC1, ÿâëÿþùèéñÿ íåãàòèâíûì
ðåãóëÿòîðîì àóòîôàãèè (Massacesi et al., 2016). Ìåæäó àê-
òèâíîñòüþ mTORC1 è óðîâíåì àóòîôàãèèè ñóùåñòâóåò
îáðàòíàÿ çàâèñèìîñòü (Janku et al., 2011). Ñ äðóãîé ñòîðî-
íû, èçâåñòíî, ÷òî àêòèâàöèÿ mTORC1, ñîïðîâîæäàþ-
ùàÿ óñêîðåííîå ñòàðåíèå, íå îòìåíÿåò àêòèâàöèþ ïðî-
öåññà àóòîôàãèè, êîòîðóþ â ýòîì ñëó÷àå ñëåäóåò îòíåñòè
ê êàòåãîðèè mTOR-íåçàâèñèìîé àóòîôàãèè (Narita et al.,
2009; Janku et al., 2011). Â ñâîþ î÷åðåäü êèíàçà ÀÌÐ
ïðè íèçêîì óðîâíå ÀÒÔ èíãèáèðóåò mTORC1 ÷åðåç àêòè-
âàöèþ òóáåðîçíî-ñêëåðîçíîãî êîìïëåêñà-2 äëÿ àêòèâàöèè
ïðîöåññîâ ðåöèêëèðîâàíèÿ â õîäå àóòîôàãèè è âîññòà-
íîâëåíèÿ óðîâíÿ ATÔ (Hardie, 2015). Íåñìîòðÿ íà òî
÷òî îäíîçíà÷íîãî ìíåíèÿ ïî ïîâîäó çíà÷åíèÿ àóòîôàãèè
äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê íåò, ìíîãèå èññëåäîâàíèÿ ñâè-
äåòåëüñòâóþò â ïîëüçó òîãî, ÷òî àóòîôàãèÿ ÿâëÿåòñÿ ìå-
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õàíèçìîì èõ âûæèâàíèÿ (White et al., 2011; Wei et al.,
2012).

Ïîêàçàíî, ÷òî àóòîôàãèÿ ìîæåò çàùèùàòü êëåòêè, â
òîì ÷èñëå çëîêà÷åñòâåííûå, îò ðàçëè÷íûõ ñòèìóëîâ, âû-
çûâàþùèõ êëåòî÷íóþ ñìåðòü. Íàïðèìåð, ïîäàâëåíèå
àóòîôàãèè óâåëè÷èâàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ìíîæåñòâó
õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ (White et al., 2011). Áîëåå
òîãî, èìåþòñÿ ñâèäåòåëüñòâà òîãî, ÷òî àóòîôàãèÿ íåïî-
ñðåäñòâåííî èíãèáèðóåò àïîïòîòè÷åñêèé ïðîöåññ (Mariño
et al., 2014). Ïîñêîëüêó àóòîôàãèÿ íåîáõîäèìà êëåòêå, â
òîì ÷èñëå îïóõîëåâîé, äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà è
æèçíåäåÿòåëüíîñòè, åå ïîäàâëåíèå ìîæåò ñëóæèòü ïðè÷è-
íîé êëåòî÷íîé ñìåðòè. Â òî æå âðåìÿ íåêîíòðîëèðóåìàÿ
àóòîôàãèÿ òàêæå ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé ãèáåëè êëåòîê.
Â ñâÿçè ñ ýòèì èíòåðåñíû âîçìîæíîñòè ìîäóëÿöèè àêòèâ-
íîñòè àóòîôàãèè äëÿ ýëèìèíàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê.
Òàê, ïðåïàðàò õëîðîêâèí, êîòîðûé ðàíåå ïðèìåíÿëè äëÿ
òåðàïèè ìàëÿðèè (Manic et al., 2014), áëîêèðóåò àóòîôà-
ãèþ íà ñòàäèè ñëèÿíèÿ àóòîôàãîñîì ñ ëèçîñîìàìè. Ýòî
â êîíå÷íîì èòîãå ìîæåò âëèÿòü íà æèçíåñïîñîáíîñòü
êëåòîê èëè âûçûâàòü èõ ãèáåëü, åñëè èõ æèçíåñïîñîá-
íîñòü çàâèñèò îò àóòîôàãèè. Ñâèäåòåëüñòâà íåîáõîäèìî-
ñòè àóòîôàãèè äëÿ Ki-Ras-èíäóöèðîâàííîé çëîêà÷åñòâåí-
íîé òðàíñôîðìàöèè (Kim et al., 2011) ïîçâîëÿþò ïîëà-
ãàòü, ÷òî àóòîôàãèÿ ìîæåò áûòü ïåðñïåêòèâíîé ìèøåíüþ
äëÿ âîçäåéñòâèÿ íà çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè è ÷òî ìîäó-
ëèðîâàíèå åå àêòèâíîñòè ìîæåò ïîìî÷ü â ñåëåêòèâíîé
ýëèìèíàöèè Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê, äëÿ êîòî-
ðûõ õàðàêòåðíà âûñîêàÿ çëîêà÷åñòâåííîñòü.

Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå — ýòî ñîñòîÿíèå êëåòêè, ïðè êî-
òîðîì ñòàáèëüíî áëîêèðóåòñÿ êëåòî÷íûé öèêë, íî îñòàåò-
ñÿ àêòèâíûì ìåòàáîëèçì (Kuilman et al., 2010). Èíäóêöèÿ
êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ïðî-
òèâîîïóõîëåâîãî äåéñòâèÿ õèìèîòåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïà-
ðàòîâ. Â ðåçóëüòàòå èõ ïðèìåíåíèÿ îïóõîëåâûå êëåòêè
ñòàðåþò è ïðåêðàùàþò äåëåíèå (Campisi, 2001). Ïîñêîëü-
êó ñòàðåþùèå êëåòêè ñåêðåòèðóþò öèòîêèíû è ôåð-
ìåíòû, ðàçðóøàþùèå îêðóæàþùóþ òêàíü, ýòî ìîæåò
ñïîñîáñòâîâàòü ðàçâèòèþ ðàçëè÷íûõ ïàòîëîãèé, àññîöèè-
ðîâàííûõ ñ âîçðàñòîì (Campisi, 1998). Êðîìå òîãî, ñåêðå-
òîðíûé ôåíîòèï ñòàðåþùèõ êëåòîê ìîæåò ñïîñîáñòâî-
âàòü òðàíñôîðìàöèè îêðóæàþùèõ êëåòîê (Campisi, 2005).
Ïîýòîìó ýëèìèíèðîâàíèå ñòàðåþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ïðèîðèòåòíûõ çàäà÷ îíêîëîãèè.

Àêòèâàöèþ ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ ìîãóò âûçûâàòü õðî-
ìîñîìíûå àáåððàöèè, ðåòèíîèäû, ðàäèàöèÿ è äðóãèå
ñòðåññ-ôàêòîðû, à òàêæå èíãèáèòîðû ãèñòîíîâûõ äåàöå-
òèëàç (HDACI), â ÷àñòíîñòè áóòèðàò íàòðèÿ (NaBut) (Rob-
les et al., 1998; Toussaint et al., 2000). Ñòàðåíèå, èíäóöè-
ðîâàííîå NaBut, õàðàêòåðèçóåòñÿ âûñîêîé àêòèâíîñòüþ
êèíàçû mTORC1 è ïðåâàëèðîâàíèåì àíàáîëè÷åñêèõ ïðî-
öåññîâ, à òàêæå àêòèâàöèåé ïðîöåññà àóòîôàãèè, íåîáõî-
äèìîé äëÿ ïîääåðæàíèÿ êëåòî÷íîãî ãîìåîñòàçà. Â ýòèõ
óñëîâèÿõ ïîäàâëåíèå àóòîôàãèè, êàê ìû ïîëàãàåì, ìîæåò
óñèëèâàòü ÷óâñòâèòåëüíîñòü ñòàðåþùèõ îïóõîëåâûõ êëå-
òîê ê òåðàïèè.

Êàê óæå ãîâîðèëîñü âûøå, îäíèì èç êëþ÷åâûõ ðåãó-
ëÿòîðîâ àóòîôàãèè ÿâëÿåòñÿ êèíàçà mTOR â ñîñòàâå êîì-
ïëåêñà mTORC1 (Narita et al., 2009). Èíãèáèðîâàíèå àêòèâ-
íîñòè mTORC1 ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè àóòîôàãèè. Ðàíåå
íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîð êîìïëåêñà mTORC1
ðð242 ñíèæàåò àêòèâíîñòü mTORÑ1 â òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû E1A+cHa-Ras
(êëåòêàõ ERas), ïðèâîäÿ ê áûñòðîìó è ðåçêîìó ïàäå-
íèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðÿìîé ìèøåíè êîìïëåêñà

mTORC1 — áåëêà èíèöèàòîðà ýëîíãàöèè òðàíñêðèïöèè
p4E-BP1. Â òî æå âðåìÿ ðð242 ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ìèòî-
ôàãèè, ò. å. ê ïåðåâàðèâàíèþ ïîâðåæäåííûõ ìèòîõîíäðèé â
àóòîëèçîñîìàõ. Â äàëüíåéøåì ýòîò ïðîöåññ ïåðåõîäèò â
ôàçó íåêîíòðîëèðóåìîé àóòîôàãèè è çàâåðøàåòñÿ àïîï-
òîçîì (Gordeev et al., 2015). Èçâåñòíî, ÷òî NaBut, ÿâëÿÿñü
HDACI, àêòèâèðóåò ñòàðåíèå òðàíñôîðìàíòîâ ERas, ïðè
ýòîì ïðîèñõîäèò ïîâûøåíèå àêòèâíîñòè mTORC1 ñ ïî-
ñëåäóþùèì ôîñôîðèëèðîâàíèåì åãî ìèøåíåé 4E-BP1 è
ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6 (Ãîðäååâ è äð., 2015).

Â ñâÿçè ñ ýòèì öåëüþ ðàáîòû áûëî èçó÷åíèå âçàèìî-
ñâÿçè àóòîôàãèè ñ æèçíåñïîñîáíîñòüþ êîíòðîëüíûõ è
ñòàðåþùèõ òðàíñôîðìàíòîâ ERas. Â çàäà÷è ðàáîòû âõî-
äèë ïîäáîð îïòèìàëüíîãî ñî÷åòàíèÿ èíãèáèòîðîâ è àêòè-
âàòîðîâ àóòîôàãèè äëÿ ýëèìèíàöèè óñòîé÷èâûõ ê àïîïòî-
çó ñòàðåþùèõ îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Èñïîëüçîâàëè ñòàáèëüíóþ
ëèíèþ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ êðûñû, òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ ïóòåì ââåäåíèÿ ïàðû êîìïëåìåíòèðóþùèõ
îíêîãåíîâ: ðàííåãî ðàéîíà Å1À àäåíîâèðóñà 5-ãî òèïà ÷å-
ëîâåêà è c-Ha-Ras ÷åëîâåêà ñ ìóòàöèÿìè â 12-ì è
61-ì ïîëîæåíèÿõ (êëåòêè ERas). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå DMEM, ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé òå-
ëÿ÷üåé ñûâîðîòêè, ïðè 5 % CO2 è 37 °C. Ñòàðåíèå êëåòîê
èíäóöèðîâàëè NaBut, êîòîðûé îòíîñèòñÿ ê HDACI, â êîí-
öåíòðàöèè 4 ìÌ â òå÷åíèå 5 ñóò. Â êà÷åñòâå èíãèáèòîðà
êîìïëåêñà mTORC1 èñïîëüçîâàëè ðð242 â êîíöåíòðàöèè
1500 íÌ, äëÿ èíãèáèðîâàíèÿ ôàçû ñëèÿíèÿ àóòîôàãîñîì
ñ ëèçîñîìàìè â ïðîöåññå àóòîôàãèè èñïîëüçîâàëè õëîðî-
êâèí â êîíöåíòðàöèè 25 ìêÌ.

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 NaBut, õëîðîêâèíà è ðð242 àíàëèçèðîâàëè ïî ìåòîäó
Ìàé-Ãðþíâàëüäà. Êëåòêè âûñåâàëè íà ñòåêëà è êóëüòèâè-
ðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå
íåîáõîäèìîãî âðåìåíè, çàòåì ñòåêëà ïðîìûâàëè PBS
è îêðàøèâàëè ýîçèí-ìåòèëåíîâûì ñèíèì ïî Ìàé-Ãðþí-
âàëüäó â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Îêðàøåííûå ñòåêëà ïðîìûâàëè ïðîòî÷íîé âîäîé è çà-
êëþ÷àëè â êàíàäñêèé áàëüçàì.

Ý ë å ê 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.
Àêòèâíîñòü êèíàçíîãî êîìïëåêñà mTORC1, êîíòðîëèðó-
þùåãî àóòîôàãèþ, îöåíèâàëè ïî íàêîïëåíèþ ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì ïðÿìîé ìèøåíè mTORC1 — ôàêòîðà
òðàíñëÿöèè p4E-BP1 ïóòåì ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA, ñîäåð-
æàùåì 1 % Igepal, 0.5 % äåîêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 % SDS,
50 ìM Òðèñ-HCl, pH 8.0, 150 ìM NaCl, 2 ìM EDTA,
60 ìM NaF, 50-êðàòíûé êîêòåéëü ïðîòåàçíûõ èíãèáèòî-
ðîâ, à òàêæå 1 ìÌ âàíàäàòà íàòðèÿ è 1 ìÌ PMSF. Ñîäåð-
æàíèå áåëêà â ïðîáàõ îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðýäôîðä.
Áåëêè ðàçäåëÿëè â 12%-íîì SDS-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
ñ ïîñëåäóþùèì ïîëóñóõèì ïåðåíîñîì íà ìåìáðàíó
PVDV, ïðåäâàðèòåëüíî àêòèâèðîâàííóþ â ìåòèëîâîì
ñïèðòå. Çàáèâêó ìåìáðàíû ïðîâîäèëè 10%-íûì îáåçæè-
ðåííûì ìîëîêîì â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì ìåìáðàíó îïîëà-
ñêèâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è èíêóáèðîâàëè ñ ïåð-
âè÷íûìè àíòèòåëàìè ê p4E-BP1 (Cell Signaling Techno-
logy, ÑØÀ) è a-òóáóëèíó (Sigma, ÑØÀ) â ðàñòâîðå
5%-íîãî BSA â áóôåðå TBS-T â òå÷åíèå 10—12 ÷ ïðè
4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè ñî âòîðè÷íûìè àíòèòåëà-
ìè (goat-anti-rabbit è rabbit-anti-mouse), êîíúþãèðîâàííû-

956 Ò. Â. Áûêîâà è äð.



ìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Âèçóàëèçàöèþ ñèãíàëà ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì ECL.

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ è ê î í ô î ê à ë ü í à ÿ
ì è ê ð î ñ ê î ï è ÿ. Êëåòêè âûñåâàëè íà ñòåêëà è êóëüòèâè-
ðîâàëè â ïðèñóòñòâèè èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòîâ, çàòåì
ïðîìûâàëè PBS è ôèêñèðîâàëè 3%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì
â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïåðìåàáè-
ëèçàöèþ êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ïðîâîäèëè 0.2%-íûì Òðè-
òîíîì X-100 â òå÷åíèå 20 ìèí, ïîñëå ÷åãî ïðåïàðàòû áëî-
êèðîâàëè â ðàñòâîðå 3%-íîãî BSA â áóôåðå TBS-T â òå÷å-
íèå 1.5 ÷ è èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè ê p62/SQSTM1
(BD-Transduction Laboratorys, ÑØÀ), ê LC3 (MBL,
ÑØÀ), öèòîõðîìó ñ (Cell Signaling Technology, ÑØÀ) è
mTOR (Cell Signaling Technology, ÑØÀ) â ðàñòâîðå
3%-íîãî BSA â TBS-T â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå îò-
ìûâàíèÿ ïðåïàðàòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñî âòî-
ðè÷íûìè àíòèòåëàìè goat-anti-rabbit è goat-anti-mouse,
íåñóùèìè ôëóîðåñöåíòíûå ìåòêè Alexa Fluor 488 è Alexa
Fluor 568 ñîîòâåòñòâåííî (Invitrogen, ÑØÀ), â ïðèñóòñò-
âèè DAPI äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð. Àíàëèç èçîáðàæåíèé
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica
TCS SL (Ãåðìàíèÿ).

Î ö å í ê à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ê ë å ò î ê ì å ò î -
ä î ì Ì Ò Ò. Êëåòêè âûñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè â êîëè÷åñò-
âå 30 000 íà 1 ÷àøêó. ×åðåç 24 ÷ â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó
äîáàâëÿëè õëîðîêâèí, èëè ðð242, èëè îáà ïðåïàðàòà îä-
íîâðåìåííî è êóëüòèâèðîâàëè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó îïûòà.
×àñòü êëåòîê ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè NaBut â òå÷å-
íèå 120 ÷. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ òåñòà êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â
êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.5 ìã/ìë ÌÒÒ
(Sigma-Aldrich, ÑØÀ), â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â CO2 èí-
êóáàòîðå. Çàòåì ñðåäó çàìåíÿëè íà DMSO è èíêóáèðîâà-
ëè 30 ìèí. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü èçìåðÿëè ïðè äëèíå
âîëíû 570 íì.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å ô ó í ê ö è î í à ë ü í î é à ê ò è â í î -
ñ ò è ì è ò î õ î í ä ð è é. Êëåòêè âûñåâàëè íà ïîêðîâíûå
ñòåêëà è êóëüòèâèðîâàëè â ÷àøêàõ Ïåòðè ñîãëàñíî ïðîòîêî-
ëó îïûòà. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè îêðàøèâàëè ìåòèëîâûì ýôè-
ðîì òåòðàìåòèëðîäàìèíà (TMRM; Invitrogen, ÑØÀ), ââîäÿ
åãî â ñðåäó äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 100 íÌ íà 25 ìèí
ïðè 37 °Ñ. Çàòåì êëåòêè îòìûâàëè â PBS è àíàëèçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SL.

Ðåçóëüòàòû

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå àêòèâíîñòü êîìïëåêñà mTORC1
îöåíèâàëè ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ 4Å-ÂÐ1 ìåòîäîì Âåñ-
òåðí-áëîòèíãà (ðèñ. 1, à). Ñîãëàñíî ýòèì äàííûì, ðð242 â

äîçå 1500 íM ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ôîñôî-
ðèëèðîâàíèå 4Å-ÂÐ1 â Eras-òðàíñôîðìàíòàõ óæå ÷åðåç
2 ÷, ôîñôîðèëèðîâàííûé p4E-BP1 íå âûÿâëÿåòñÿ â òå÷å-
íèå ïîñëåäóþùèõ 48 ÷. Èíãèáèòîð ðð242 â êîíöåíòðàöè-
ÿõ 200 è 750 íM òàêæå ïîäàâëÿåò ôîñôîðèëèðîâàíèå
4E-BP1, íî óæå ÷åðåç 1 ñóò åãî ôîñôîðèëèðîâàíèå âîñ-
ñòàíàâëèâàåòñÿ.

Â êëåòêàõ ERas, èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ NaBut â
òå÷åíèå 5 ñóò, ðð242 â êîíöåíòðàöèè 1500 íM òàêæå ïî-
äàâëÿåò ôîñôîðèëèðîâàíèå 4E-BP1 óæå ÷åðåç 30 ìèí, è
íèçêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè êîìïëåêñà mTORC1 ïîääåð-
æèâàåòñÿ â òå÷åíèå 1 ñóò (ðèñ. 1, á). Â ýêñïåðèìåíòàõ ñî
ñòàðåþùèìè ERas-êëåòêàìè ðð242 èñïîëüçîâàëè â êîí-
öåíòðàöèè 1500 íÌ, ïîñêîëüêó â ýòîé êîíöåíòðàöèè îí
ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ýêñïðåññèþ p4Å-ÂÐ1 â êîíòðîëü-
íûõ ERas.

Îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè èíòàêòíûõ è èíäóöèðî-
âàííûõ ê ñòàðåíèþ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè ðð242 è õëî-
ðîêâèíîì ïðîâîäèëè ïðè ïîìîùè ÌÒÒ-òåñòà (ðèñ. 2). Ïî
äàííûì ÌÒÒ-òåñòà ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ÷åðåç 1 ñóò
êóëüòèâèðîâàíèÿ õëîðîêâèí íå îêàçûâàåò çíà÷èìîãî âëè-
ÿíèÿ íà æèçíåñïîñîáíîñòü êàê íîðìàëüíûõ, òàê è èíäó-
öèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ äåéñòâèåì NaBut êëåòîê ÅRas.
Îäíàêî ÷åðåç 3 ñóò æèçíåñïîñîáíîñòü êîíòðîëüíûõ è ñòà-
ðåþùèõ êëåòîê ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 2, á).

Èíãèáèòîð ðð242 ÷åðåç 1 ñóò ñíèæàåò æèçíåñïîñîá-
íîñòü êàê êîíòðîëüíûõ, òàê è ñòàðåþùèõ êëåòîê ERas, è
îíà íå ïîâûøàåòñÿ â ïðèñóòñòâèè õëîðîêâèíà (ðèñ. 2, à,
â). Ïîñëå êóëüòèâèðîâàíèÿ â ïðèñóòñòâèè ðð242 â òå÷å-
íèå 3 ñóò æèçíåñïîñîáíîñòü èñõîäíûõ è ñòàðåþùèõ êëå-
òîê ïðîäîëæàëà ñíèæàòüñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì
(P < 0.01) (ðèñ. 2, á, ã). Îäíàêî íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî
êëåòêè, ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàííûå NaBut, áûëè áîëåå
óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ ðð242, ÷åì èñõîäíûå. Â òî æå
âðåìÿ ñòàðåþùèå êëåòêè ïîêàçàëè áîëåå âûñîêóþ ïî
ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûìè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ïîäàâëåíèþ
àóòîôàãèè, âûçâàííîé ñîâìåñòíûì äåéñòâèåì ðð242 è
õëîðîêâèíà: èõ ïðèñóòñòâèå óñèëèâàëî öèòîòîêñè÷åñêèé
ýôôåêò (P < 0.01).

Ñíèæåíèå æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ñîïðîâîæäàåòñÿ
ïàäåíèåì ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèé
(ðèñ. 3, à). Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ âîêðóã ÿäðà íàáëþäà-
åòñÿ ÿðêîå ñâå÷åíèå ìèòîõîíäðèé, îáðàçóþùèõ ìèòîõîí-
äðèàëüíóþ ñåòü, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âûñîêîì óðîâíå
èõ ýíåðãåòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Â ïðèñóòñòâèè ðð242 ÷å-
ðåç 24 ÷ èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà çàìåòíî
ñíèæàåòñÿ, ÷òî ãîâîðèò î ïàäåíèè ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè ìèòîõîíäðèé. Ïîñëå ñîâìåñòíîãî 24-÷àñîâîãî
äåéñòâèÿ ðð242 è õëîðîêâèíà â öèòîïëàçìå ìîæíî âèäåòü
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Ðèñ. 1. Äèíàìèêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìèøåíè êîìïëåêñà mTORC1 áåëêà 4Å-ÂÐ1 â êîíòðîëüíûõ (à) è ñòàðåþùèõ (á) êëåòêàõ ERas
ïîñëå äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ðð242 â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ è â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè.

Ñòàðåíèå âûçûâàëè äåéñòâèåì NaBut (4 ìÌ, 5 ñóò). Ê — êîíòðîëü. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè èñïîëüçîâàëè áåëîê alpha-Tubulin.



åäèíè÷íûå ÿðêî ñâåòÿùèåñÿ êðóïíûå ñêîïëåíèÿ. Â êëåò-
êàõ, èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ äåéñòâèåì NaBut, â
ïðèñóòñòâèè ðð242 ñâå÷åíèå TMRM ñîõðàíÿåòñÿ íà óðîâ-
íå êîíòðîëÿ â òå÷åíèå 24 ÷, îäíàêî ïðè îäíîâðåìåííîì
äåéñòâèè ðð242 è õëîðîêâèíà ÷åðåç 24 ÷ ñâå÷åíèå ïðàêòè-
÷åñêè ïîëíîñòüþ èñ÷åçàåò.

Âûõîä â öèòîïëàçìó öèòîõðîìà ñ ïðîèñõîäèò âñëåä-
ñòâèå ïåðìåàáèëèçàöèè âíåøíåé ìåìáðàíû ìèòîõîíäðèé
(MOMP), ÷òî ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè êàñïàç, ýíåðãåòè÷å-
ñêîé êàòàñòðîôå è ãèáåëè êëåòîê äâóìÿ ïóòÿìè: ïóòåì
àïîïòîçà, êàê ýòî áûëî ïîêàçàíî íàìè ðàíåå (Gordeev
et al., 2015), èëè ïóòåì àóòîôàãè÷åñêîé ïðîãðàììèðîâàí-
íîé ãèáåëè. Âûñîêèå äîçû ðð242 âûçûâàþò áûñòðîå ïî-
âûøåíèå èíòåíñèâíîñòè ñâå÷åíèÿ öèòîõðîìà ñ â èíòàêò-
íûõ êëåòêàõ ÷åðåç 3 ÷, è îí ëîêàëèçóåòñÿ â âèäå ñêîï-
ëåíèé (ôîêóñîâ) âíóòðè àóòîôàãîñîì, òàê êàê LC3
êîëîêàëèçóåòñÿ ñ öèòîõðîìîì ñ, êàê ýòî âèäíî ïî èçìåíå-
íèþ êðàñíîãî öâåòà íà îðàíæåâûé (ðèñ. 3, á). Îäíàêî ÷å-
ðåç 24 ÷ èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëà çàìåòíî îñëàáåâàåò, íî
ñâå÷åíèå âûÿâëÿåòñÿ ïî-ïðåæíåìó âíóòðè àóòîôàãîñîì,
÷òî ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì ïåðåâàðèâàíèÿ â íèõ ìèòî-
õîíäðèé. Îäíàêî ïîñëå 24 ÷ ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ ðð242
è õëîðîêâèíà ìîæíî íàáëþäàòü áîëåå âûñîêèé ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ äåéñòâèåì îäíîãî ðð242 óðîâåíü ñâå÷åíèÿ öèòî-
õðîìà ñ, êîòîðûé ôîðìèðóåò áîëåå êðóïíûå, íî íåðåãó-
ëÿðíûå ñêîïëåíèÿ, ÷åì â êîíòðîëå.

Â êëåòêàõ, èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ, ðð242, à òàê-
æå ðð242 ñîâìåñòíî ñ õëîðîêâèíîì, âûçûâàþò ëèøü íå-
çíà÷èòåëüíîå óñèëåíèå èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà
öèòîõðîìà ñ ÷åðåç 24 ÷, è îí ðàñïðåäåëÿåòñÿ ðàâíîìåðíî
ïî öèòîïëàçìå (ðèñ. 3, á).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ñ àíòèòåëàìè ê ìàð-
êåðó àóòîôàãèè áåëêó LC3 ïîêàçàë, ÷òî â èñõîäíûõ êëåò-
êàõ àêòèâíîñòü LC3 âîçðàñòàåò óæå ÷åðåç 3 ÷ ïîñëå äåéñò-
âèÿ èíãèáèòîðà mTOR ðð242 è îñòàåòñÿ íà âûñîêîì
óðîâíå â òå÷åíèå 24 ÷ (ðèñ. 3, á). Â èíäóöèðîâàííûõ ê
ñòàðåíèþ êëåòêàõ òàêæå íàáëþäàåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè LC3, ÷òî ãîâîðèò î âûñîêîé àêòèâíîñòè
ïðîöåññà mTOR-íåçàâèñèìîé àóòîôàãèè â ñòàðåþùèõ
êëåòêàõ.

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì ìîðôîëîãè÷åñêèõ íàáëþäå-
íèé, â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ Eras ïîñëå äåéñòâèÿ ðð242 â
òå÷åíèå 24 ÷ ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå àóòîôàãîñîì, à ïðè
ñîâìåñòíîì äåéñòâèè ðð242 è õëîðîêâèíà àóòîôîãîñîìû
ìîðôîëîãè÷åñêè íå âûÿâëÿþòñÿ (ðèñ. 4, à). Äåéñòâèå Na-
But â òå÷åíèå 5 ñóò âûçûâàåò ãèïåðòðîôèþ êëåòîê è íà-
êîïëåíèå àóòîôàãîñîì, à êóëüòèâèðîâàíèå â ïðèñóòñòâèè
ðð242 èëè ðð242 ñîâìåñòíî ñ õëîðîêâèíîì íå ïðèâîäèò ê
óâåëè÷åíèþ èõ ÷èñëà.

Ýôôåêòèâíîñòü ïðîöåññà àóòîôàãèè çàâèñèò îò ïåðå-
íîñà â àóòîôàãîñîìû óáèêâèòèíèëèðîâàííûõ áåëêîâ,
ñâÿçàííûõ ñ ð62/SQSTM1, è èõ ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèè

958 Ò. Â. Áûêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Æèçíåñïîñîáíîñòü êîíòðîëüíûõ (à, á) è ñòàðåþùèõ (â, ã) ERas-òðàíñôîðìàíòîâ ïðè ðàçäåëüíîì è ñîâìåñòíîì äåéñòâèè
õëîðîêâèíà (ÕÊ) è ðð242 (ÐÐ) ïî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè ïðåïàðàòîâ â òå÷åíèå 1 (à, â) è 3 (á, ã) ñóò. Ê — êîíòðîëü. Ñòàðåíèå èíäóöèðîâàëè NaBut (4 ìÌ, 5 ñóò). Ïî âåð-
òèêàëè — îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, îòí. åä. Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè ïîêàçûâàþò ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (n = 6).

Ðèñ. 3. Ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå ìèòîõîíäðèé â êîíòðîëüíûõ è ñòàðåþùèõ ERas-òðàíñôîðìàíòàõ ïðè äåéñòâèè 1500 íÌ ðð242
(ÐÐ) è 25 ìÌ õëîðîêâèíà (ÕÊ).

à — âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè (èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè) ñ ïîìîùüþ TMRM. á — âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå öèòîõðîìà ñ (CytC) è ìàðêåðà àóòîôà-
ãèè LC3 â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ è â êëåòêàõ, èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ NaBut (4 ìÌ, 5 ñóò), ïîñëå ÐÐ è ÕÊ ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíöèè.

LC3 — çåëåíûé öâåò, öèòîõðîì ñ — êðàñíûé. ßäðà âèçóàëèçèðîâàíû DAPI (ñèíèé öâåò). Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ñêîïëåíèÿ öèòîõðîìà ñ.
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960 Ò. Â. Áûêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ àóòîôàãè÷åñêèõ âàêóîëåé è ìàðêåðà äåãðàäàöèè áåëêîâ ð62/SQSTM1 â êîíòðîëüíûõ è ñòàðåþùèõ
êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè ðð242 (ÐÐ) è õëîðîêâèíà (ÕÊ).

à — ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê ERas, êîíòðîëüíûõ è èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ NaBut 4 ìÌ â òå÷åíèå 120 ÷, ïîñëå äåéñòâèÿ 1500 íÌ ÐÐ è
25 ìÌ ÕÊ. Ñòðåëêàìè îòìå÷åíû àóòîôàãîñîìû. á — âíóòðèêëåòî÷íîå ðàñïðåäåëåíèå áåëêà ð62/SQSTM1 è êèíàçû mTOR â êëåòêàõ êîíòðîëüíûõ è
èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ ïîñëå äåéñòâèÿ 1500 íÌ ÐÐ è 25 ìÌ ÕÊ ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíöèè. ð62/SQSTM1 — êðàñíûé öâåò, mTOR — çå-

ëåíûé, ÿäðà âèçóàëèçèðîâàíû DAPI (ñèíèé öâåò). Ñòðåëêè óêàçûâàþò íà ñêîïëåíèÿ ð62/SQSTM1.



ïîñëå ñëèÿíèÿ ñ ëèçîñîìàìè. Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, á, â
êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ ERas ñèãíàë áåëêà ð62/SQSTM1
ïî÷òè íå âûÿâëÿåòñÿ, ÷òî ãîâîðèò î çàâåðøåííîñòè áàçà-
ëüíîãî ïðîöåññà àóòîôàãèè. ×åðåç 3 ÷ äåéñòâèÿ ðð242 â
öèòîïëàçìå ïîÿâëÿþòñÿ íåáîëüøèå ÿðêèå ñêîïëåíèÿ
ð62/SQSTM1, à ÷åðåç 1 ñóò ð62/SQSTM1 âûÿâëÿåòñÿ â
àóòîôàãîñîìàõ. Â ïðèñóòñòâèè ðð242 è õëîðîêâèíà
ð62/SQSTM1 ëîêàëèçóåòñÿ òîëüêî â àóòîôàãîñîìàõ íà
âñåõ ñðîêàõ íàáëþäåíèÿ. Â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ ìîæíî
âèäåòü âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ð62/SQSTM1, êîòî-
ðûé çàìåòíî íå ìåíÿåòñÿ â ïðèñóòñòâèè ðð242, îäíàêî â
ïðèñóòñòâèè õëîðîêâèíà ñîäåðæàíèå åãî ðåçêî âîçðàñòà-
åò, ÷òî ãîâîðèò î áëîêå ïîñëåäíåé ñòàäèè àóòîôàãèè, ñâÿ-
çàííîé ñ äåãðàäàöèåé áåëêà â àóòîëèçîñîìàõ. Â îòëè÷èå
îò èñõîäíûõ êëåòîê â êëåòêàõ ñ àêòèâèðîâàííîé NaBut
ïðîãðàììîé ñòàðåíèÿ ïîñëå äåéñòâèÿ ðð242 ñîâìåñòíî ñ
õëîðîêâèíîì ð62/SQSTM1 ðàñïðåäåëÿåòñÿ â öèòîïëàçìå,
íî íå èñ÷åçàåò, à, íàïðîòèâ, íàêàïëèâàåòñÿ.

Ñîãëàñíî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíöèè ñ àíòèòåëà-
ìè ê êèíàçå mTOR (ðèñ. 4, á), ïîñëå ñîâìåñòíîãî äåéñò-
âèÿ ðð242 è õëîðîêâèíà ñèãíàë îñòàåòñÿ íà îäíîì óðîâíå
â êîíòðîëüíûõ è â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ, ÷òî ãîâîðèò î ðå-
ãóëÿöèè åå àêòèâíîñòè íà óðîâíå êîìïëåêñà mTORC1 è
åãî íèæåëåæàùèõ ìèøåíåé.

Îáñóæäåíèå

NaBut èíäóöèðóåò ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ â Eras-òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû
(Çóáîâà è äð., 2005). Ñòàðåþùèå êëåòêè îñòàþòñÿ ìåòàáî-
ëè÷åñêè àêòèâíûìè, â íèõ ýêñïðåññèðóþòñÿ ðåãóëÿòîð-
íûå áåëêè, êîòîðûå îòâå÷àþò çà âûæèâàíèå è ñåêðåòîð-
íûé ôåíîòèï (Loaiza, Demaria, 2016). Ñîãëàñíî äàííûì
ëèòåðàòóðû, ñòàðåþùèå êëåòêè îáëàäàþò óñòîé÷èâîñòüþ
ê ãåíîòîêñè÷åñêîìó ñòðåññó è àïîïòîçó (Salminen et al.,
2011).

Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè ERas, ýêñïðåññèðóþ-
ùèå ôåíîòèï ñòàðåíèÿ, îêàçàëèñü áîëåå óñòîé÷èâûìè ê
öèòîòîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ èíãèáèòîðà ðð242, ÷åì èñ-
õîäíûå. Èñïîëüçîâàíèå ðð242 íå âûçûâàëî çàìåòíîãî
óâåëè÷åíèÿ ÷èñëà àóòîôàãîñîì â öèòîïëàçìå. Âîçìîæíî,
÷òî äåéñòâèå ðð242 â ýòîì ñëó÷àå íå ïðèâîäèò ê íàðóøå-
íèþ öåëîñòíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåìáðàíû è âñëåä-
ñòâèå ýòîãî ê ìèòîôàãèè, çàâåðøàþùåéñÿ íåêîíòðî-
ëèðóåìûì àïîïòîçîì. Ýòî ïîäòâåðæäàþò ðåçóëüòàòû
TMRM-òåñòà, ñîãëàñíî êîòîðûì ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâ-
íîñòü ìèòîõîíäðèé â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ â îòâåò äåéñò-
âèå ðð242 îñòàåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå.

Ìåæäó àêòèâíîñòüþ mTORÑ1 è óðîâíåì àóòîôàãèè
ñóùåñòâóåò îáðàòíàÿ çàâèñèìîñòü: íèçêèé óðîâåíü àêòèâ-
íîñòè mTORC1 îïðåäåëÿåò ïðåîáëàäàíèå êàòàáîëè÷å-
ñêèõ ïðîöåññîâ â êëåòêå — ãëèêîëèçà, îêèñëåíèÿ æèðíûõ
êèñëîò, îêèñëèòåëüíîãî ìåòàáîëèçìà è ðàçðóøåíèÿ ìèòî-
õîíäðèé è äðóãèõ îðãàíåëë (Janku et al., 2011; Hardie,
2015). Â ñëó÷àå íåêîíòðîëèðóåìîãî ðàçðóøåíèÿ îðãàíåëë
â àóòîôàãîñîìàõ ïðîöåññ àóòîôàãèè ìîæåò ñòàíîâèòüñÿ
íåîáðàòèìûì, è îíà ñòàíîâèòñÿ ïðè÷èíîé ãèáåëè êëå-
òîê — àóòîôàãè÷åñêîé ãèáåëè, êîòîðàÿ â íåêîòîðûõ ñëó-
÷àÿõ ìîæåò çàâåðøàòüñÿ àïîïòîçîì (Gordeev et al., 2015).
Â ýòîì ñëó÷àå ñàìà àóòîôàãèÿ âûñòóïàåò êàê òðèããåð
àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè.

Èçâåñòíî, ÷òî mTORÑ1 îòâå÷àåò çà áèîãåíåç ìèòî-
õîíäðèé è èíãèáèðóåò ýëèìèíàöèþ ìèòîõîíäðèé â ïðî-
öåññå àóòîôàãèè (Zong et al., 2016). Ïàäåíèå ôîñôîðèëè-

ðîâàíèÿ 4E-BP1 â êëåòêàõ ïðè äåéñòâèè ðð242 ãîâîðèò î
ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè mTORC1 è àêòèâàöèè mTORC1-
çàâèñèìîé àóòîôàãèè, êîòîðàÿ ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé àê-
òèâàöèè êàòàáîëè÷åñêèõ ïðîöåññîâ â êëåòêå. Ïî÷òè ïîë-
íîå îòñóòñòâèå ñâå÷åíèÿ â êëåòêàõ öèòîõðîìà ñ ÷åðåç
1 ñóò äåéñòâèÿ ðð242 ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá óòèëè-
çàöèè ìèòîõîíäðèé â àóòîôàãîñîìàõ. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ
ïîëó÷åííûìè íàìè ðàíåå äàííûì è, ñîãëàñíî êîòîðûì
íåêîíòðîëèðóåìàÿ àóòîôàãèÿ è ìèòîôàãèÿ â ïðèñóòñòâèè
èíãèáèòîðà ðð242 â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ Eras çàâåð-
øàþòñÿ èõ àïîïòîçîì (Gordeev et al., 2015).

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê ERas â ïðèñóòñòâèè NaBut â
òå÷åíèå 5 ñóò ïîâûøàåò àêòèâíîñòü mTORC1, î ÷åì ñâè-
äåòåëüñòâóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå åãî ìèøåíè 4E-BP1
(Ãîðäååâ è äð., 2015), ÷òî ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè àíàáîëè-
÷åñêèõ ïðîöåññîâ è ïîâûøåíèþ ìåòàáîëèçìà. Èíãèáèòîð
ðð242 ïîíèæàåò àêòèâíîñòü mTORC1, î ÷åì ñâèäåòåëüñò-
âóåò ïàäåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ 4Å-ÂÐ1 â òå÷åíèå 1 ñóò,
íî ýòî â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê íå ñîïðîâîæäà-
åòñÿ ïîâûøåíèåì ýêñïðåññèè LC3, à öèòîõðîì ñ íå îáðà-
çóåò ëîêàëüíûõ ñêîïëåíèé è îñòàåòñÿ ðàâíîìåðíî ðàñïðå-
äåëåííûì ïî öèòîïëàçìå êëåòêè. Ïî-âèäèìîìó, ýòî ãîâî-
ðèò â ïîëüçó òîãî, ÷òî â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ äåéñòâèå
ðð242 íå ïðèâîäèò ê âûõîäó öèòîõðîìà ñ èç ìèòîõîíäðèé
â öèòîïëàçìó è íå èíèöèèðóåò çàïóñê àïîïòîçà, âñëåäñò-
âèå ÷åãî æèçíåñïîñîáíîñòü ýòèõ êëåòîê îñòàåòñÿ íà ñðàâ-
íèòåëüíî âûñîêîì óðîâíå.

Èçâåñòíî, ÷òî Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûì êëåòêàì, èí-
äóöèðîâàííûì ê ñòàðåíèþ ïðè âûñîêîé àêòèâíîñòè
mTORÑ1, äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãîìåîñòàçà è æèçíåñïîñîáíî-
ñòè íåîáõîäèìà àóòîôàãèÿ (Guo et al., 2011). Î âçàèìî-
ñâÿçè ñòàðåíèÿ è àóòîôàãèè ñâèäåòåëüñòâóþò òàêæå äàí-
íûå î ïîâûøåíèè ýêñïðåññèè ãåíîâ àóòîôàãèè â ïðîöåññå
ñòàðåíèÿ, à ââåäåíèå àóòîôàãè÷åñêîãî ãåíà ulk3 èíäóöè-
ðóåò îäíîâðåìåííî àóòîôàãèþ è ñòàðåíèå (Young et al.,
2009). Êðîìå òîãî, åñòü äàííûå î òîì, ÷òî äåéñòâèå èíãè-
áèòîðîâ mTORC1 ðàïàìèöèíà è pp242 ìîæåò îòìåíÿòü
ãåðîêîíâåðñèþ (Leontieva et al., 2015), îäíàêî ïðè ýòîì
ñóùåñòâóåò îïàñíîñòü ïðèîáðåòåíèÿ ñòàðåþùèìè òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûìè êëåòêàìè áîëåå àãðåññèâíîãî òðàíñ-
ôîðìèðîâàííîãî ôåíîòèïà (Hurst et al., 2016).

Àóòîôàãèÿ ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïîâûøåíèþ æèçíå-
ñïîñîáíîñòè ïóòåì ñåëåêòèâíîãî ñíèæåíèÿ ñîäåðæàíèÿ
ïðîàïîïòîòè÷åñêèõ áåëêîâ è ñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâ, êî-
òîðûå áûëè óáèêâèòèíèëèðîâàíû (Galluzzi et al., 2015).
Óáèêâèòèíèëèðîâàíèå ïîçâîëÿåò áåëêàì âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ ðÿäîì àäàïòåðîâ, â òîì ÷èñëå ñ áåëêîì
ð62/SQSTM1 (sequestosome 1), êîòîðûé ñâÿçûâàåòñÿ êàê ñ
óáèêâèòèíèëèðîâàííûìè ñóáñòðàòàìè, òàê è ñ ìàðêåðîì
àóòîôàãèè áåëêîì LC3 (Bitto et al., 2014). Êðîìå òîãî,
ð62/SQSTM1 ìîæåò èìåòü îòíîøåíèå ê àêòèâàöèè èëè,
íàîáîðîò, ê ñåëåêòèâíîìó óäàëåíèþ àêòèâíîé êàñïàçû 8
(Jin et al., 2009). Ïîêàçàíî, ÷òî àóòîôàãèÿ óìåíüøàåò èç-
áûòîê áåëêà ð62/SQSTM1, êîòîðûé â ñëó÷àå âûñîêîé ýêñ-
ïðåññèè ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ïðîäóêöèþ àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà è òàêèì îáðàçîì âûçûâàòü ãèáåëü êëåòêè
(Bitto et al., 2014). Âîçìîæíî, ýòî è ïðîèñõîäèò ïðè ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè ðð242 è õëîðîêâèíà, êîòîðîå ïðèâî-
äèò ê àíîìàëüíî âûñîêîìó íàêîïëåíèþ ð62/SQSTM1.

Èçâåñòíî, ÷òî â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ àóòîôàãèÿ ìîæåò
ïîääåðæèâàòü èõ æèçíåäåÿòåëüíîñòü ïî êðàéíåé ìåðå
òðåìÿ ïóòÿìè: 1) îáåñïå÷èâàòü àäàïòàöèþ ê íåáëàãîïðè-
ÿòíûì óñëîâèÿì îêðóæàþùåé ñðåäû (íåäîñòàòêó ïèòà-
òåëüíûõ âåùåñòâ è ãèïîêñèè); 2) îáåñïå÷èâàòü ñóáñòðàòà-
ìè ìèòîõîíäðèè äëÿ èõ ìåòàáîëèçìà; 3) ñîêðàùàòü íà-
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êîïëåíèå ïîòåíöèàëüíî öèòîêñè÷åñêèõ âåùåñòâ, òàêèõ
êàê ñâîáîäíûå ðàäèêàëû (Manic et al., 2014). Áåëîê ð62/
SQSTM1 ïåðåíîñèò â àóòîôàãîñîìû áåëêè, ïîäëåæàùèå
óòèëèçàöèè, à òàêæå ïîâðåæäåííûå ìèòîõîíäðèè (Bitto
et al., 2014) è ñàì äåãðàäèðóåò â ïðîöåññå çàâåðøåíèÿ
àóòîôàãèè. Åãî ñîäåðæàíèå ïîâûøàåòñÿ ïðè îäíîâðåìåí-
íîì ïðèñóòñòâèè ðð242 è õëîðîêâèíà â ñòàðåþùèõ êëåò-
êàõ, îäíàêî â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ â îòëè÷èå îò ñòàðåþ-
ùèõ îí ýâàêóèðóåòñÿ â àóòîôàãîñîìû, ãäå ïîçäíåå ÷àñòè÷-
íî ðàçðóøàåòñÿ. Íàêîïëåíèå ð62/SQSTM1 â öèòîïëàçìå
ñòàðåþùèõ êëåòîê ñâèäåòåëüñòâóåò î íåçàâåðøåííîé àóòî-
ôàãèè, ÷òî è ïðèâîäèò ê ïàäåíèþ èõ æèçíåñïîñîáíîñòè.

Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì,
êîìáèíàöèÿ èíãèáèòîðîâ ðð242 è õëîðîêâèíà îêàçûâàåò
ýëèìèíèðóþùåå äåéñòâèå íà Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòêè, îäíàêî öèòîòîêñè÷åñêèé ýôôåêò âûðàæåí áîëåå
ÿðêî â ñëó÷àå èíäóöèðîâàííûõ ê ñòàðåíèþ òðàíñôîðìàí-
òîâ Eras.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068; äàííûå
ïî èììóíîôëóîðåñöåíöèè, ÌÒÒ-òåñòó, ìîðôîëîãèè è
TMRM-îêðàøèâàíèþ) è Ñ.-Ïåòåðáóðãñêîãî ãîñóäàðñò-
âåííîãî óíèâåðñèòåòà (ïðîåêò 1.38.247.2014; äàííûå Âå-
ñòåðí-áëîò-àíàëèçà).
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CHLOROQUINE DOES NOT CANCEL E1A+cHa-Ras TRANSFORMANTS’ DEATH INDUCED

BY mTOR KINASE INHIBITOR pp242

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

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;

* e-mail: bykova_tatiana@mail.ru

We have studied the dependence of cell viability on cell autophagy in control and senescent E1A+cHa-Ras
transformed rat embryo fibroblasts. pp242, a TORC1/C2 kinase inhibitor, was used as a trigger of cell autopha-
gy. Cell senescence was induced in the cells by sodium butyrate. pp242 inhibitor occurred to dramatically redu-
ce the functional activity of mitochondria in intact cells causing their death by mitophagy and apoptosis. The
presence of chloroquine that blocks lysosome and autophagosome fusion does not cancel pp242 effects. Senes-
cent cells were more resistant to pp242 than control ones. However, their viability was significantly reduced in
the presence of chloroquine and pp242. Thus, our results allow us to consider that the usage of chloroquine and
pp242 combination is an effective way of cell death induction in intact and senescent Ras-transformants.

K e y w o r d s: autophagy, cell senescence, sodium butyrate, pp242, chloroquine.
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