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Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.
MEK/ERK-ïóòü íåîáõîäèì äëÿ ïîääåðæàíèÿ öèòîïðîòåêòèâíîé àóòîôàãèè ïîñëå îáëó÷åíèÿ

Àóòîôàãèÿ — ýòî êîíñåðâàòèâíûé ïðîöåññ äåãðàäàöèè áåëêîâ è îðãàíåëë, ñïîñîáñòâóþùèé ïîä-
äåðæàíèþ æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê. Àóòîôàãèÿ ÷àñòî èíèöèèðóåòñÿ â îòâåò íà ñòðåññ, äåéñòâèå ðàç-
ëè÷íûõ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ, ðåòèíîèäîâ, à òàêæå ãîëîäàíèå è íåõâàòêó ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè àóòîôàãèþ, âîçíèêàþùóþ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A+cHa-Ras â îòâåò íà
ðåíòãåíîâñêîå îáëó÷åíèå. Áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà ðîëü ñèãíàëüíîãî MEK/ERK-ïóòè â ðåãóëÿöèè àóòî-
ôàãèè, èíäóöèðîâàííîé îáëó÷åíèåì. Îáíàðóæåíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå MEK/ERK-ïóòè ñíèæàåò æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êëåòîê è ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ õîäà àóòîôàãèè, èíäóöèðîâàííîé äåéñòâèåì îáëó÷åíèÿ.
Ýòî âûðàæàåòñÿ â íàðóøåíèè ïîñëåäíèõ ñòàäèé àóòîôàãèè, ïðèâîäÿùèõ ê àêêóìóëÿöèè â öèòîïëàçìå
êëåòîê àäàïòîðíîãî áåëêà p62/SQSTM1 â àóòîôàãè÷åñêèõ ïîëîñòÿõ íåèçâåñòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Òà-
êèì îáðàçîì, àêòèâíîñòü MEK/ERK-ïóòè íåîáõîäèìà äëÿ àêòèâàöèè è ïîääåðæàíèÿ àóòîôàãèè, àêòèâè-
ðóþùåéñÿ â îòâåò íà îáëó÷åíèå è ïîâûøàþùåé æèçíåñïîñîáíîñòü îáëó÷åííûõ êëåòîê.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: àóòîôàãèÿ, MEK/ERK-ïóòü, îáëó÷åíèå, E1A+cHa-Ras-òðàíñôîðìàíòû,
p62/SQSTM1.

Èîíèçèðóþùåå îáëó÷åíèå îòíîñèòñÿ ê ôàêòîðàì, âû-
çûâàþùèì ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, â òîì ÷èñëå äâóõíèòåâûå
ðàçðûâû (Featherstone, Jackson, 1999). Èçâåñòíî, ÷òî íà
îáëó÷åíèå êëåòêè îòâå÷àþò ñòàðåíèåì èëè àïîïòîçîì
(Mirzayans et al., 2013). Îäíàêî ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ è ìóòà-
öèè, âûçâàííûå îáëó÷åíèåì, ìîãóò ñòàòü èñòî÷íèêîì íî-
âûõ ñâîéñòâ îïóõîëåâûõ êëåòîê.

Ïîêàçàíî, ÷òî ìíîãèå çëîêà÷åñòâåííûå êëåòêè óñòîé-
÷èâû ê èîíèçèðóþùåìó îáëó÷åíèþ (Shimura, 2011). Â ÷à-
ñòíîñòè, ðàäèîðåçèñòåíòíîñòüþ îáëàäàþò Ras-òðàíñôîð-
ìèðîâàííûå êëåòêè (Grana et al., 2002). Óñòîé÷èâîñòü
òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ê îáëó÷åíèþ ìîæåò áûòü
îáóñëîâëåíà àêòèâíîñòüþ îïðåäåëåííûõ ñèãíàëüíûõ êàñ-
êàäîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî PI3-êèíàçà è MEK/ERK-êàñêàäû
ñïîñîáñòâóþò ïîääåðæàíèþ óñòîé÷èâîñòè Ras-òðàíñôîð-
ìèðîâàííûõ êëåòîê ê îáëó÷åíèþ (Toulany et al., 2016).
Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèòîðû MEK/ERK è PI3-êèíàçíîãî
ïóòåé ïðåäñòàâëÿþò ïîòåíöèàëüíûé èíòåðåñ äëÿ ðàçðà-
áîòêè íîâûõ ïîäõîäîâ ê áîëåå ýôôåêòèâíîìó óíè÷òîæå-
íèþ Ras-ýêñïðåññèðóþùèõ êëåòîê ïîñëå îáëó÷åíèÿ.

Äëÿ Ras-òðàíñôîðìàíòîâ ïðîöåññ àóòîôàãèè ÿâëÿåòñÿ
îáÿçàòåëüíûì, òàê êàê îí âàæåí äëÿ ïîääåðæàíèÿ æèçíå-
ñïîñîáíîñòè êëåòîê â õîäå Ras-òðàíñôîðìàöèè (Guo
et al., 2011; Mariño et al., 2011). Èçâåñòíî, ÷òî àóòîôàãèÿ
ïîìîãàåò êëåòêàì ñïðàâëÿòüñÿ ñî ñòðåññîâûìè óñëî-
âèÿìè. Êðîìå òîãî, îíà ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü ïîääåðæà-
íèþ ñòàáèëüíîñòè ãåíîìà (Vessoni et al., 2013). Ïîñêîëü-
êó îáëó÷åíèå ÿâëÿåòñÿ ÄÍÊ-ïîâðåæäàþùèì è îäíî-
âðåìåííî ñòðåññîâûì ôàêòîðîì, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü,

÷òî â îòâåò íà îáëó÷åíèå êëåòêè ìîãóò ðàçâèâàòü äðó-
ãîé àóòîôàãè÷åñêèé îòâåò. Îäíàêî âîïðîñ î òîì, áóäåò ëè
àóòîôàãèÿ ñïîñîáñòâîâàòü âûæèâàíèþ îáëó÷åííûõ
Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê èëè, íàîáîðîò, ñòàíåò
ìåõàíèçìîì ãèáåëè, ïîêà îòêðûò.

PI3-êèíàçíûé êàñêàä ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ðåãóëÿòîðîâ
àóòîôàãèè (Yang et al., 2005). Ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå
ãîâîðÿò î òîì, ÷òî MEK/ERK-êàñêàä òàêæå âûïîëíÿåò ýòó
ôóíêöèþ (Shinojima et al., 2007; Han et al., 2011; Gu et al.,
2016). Íà îñíîâàíèè äàííûõ ëèòåðàòóðû ìîæíî ïðåäïî-
ëàãàòü, ÷òî àêòèâíîñòü àóòîôàãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ âàæíà
äëÿ óñòîé÷èâîñòè Ras-òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê ê îá-
ëó÷åíèþ (Mirzayans et al., 2013). MEK/ERK-ïóòü â òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ, àêòèâíîñòü êîòîðîãî ñïîñîáñò-
âóåò ïîääåðæàíèþ òàêîé óñòîé÷èâîñòè, ìîæåò ñïîñîáñò-
âîâàòü èõ âûæèâàíèþ çà ñ÷åò àêòèâàöèè àóòîôàãèè.

Öåëü ðàáîòû — èçó÷èòü æèçíåñïîñîáíîñòü òðàíñôîð-
ìàíòîâ E1A+cHa-Ras â îòâåò íà îáëó÷åíèå â çàâèñèìîñòè
îò èçìåíåíèÿ äèíàìèêè àóòîôàãèè ïðè ïîäàâëåíèè àê-
òèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè MEK/ERK ñïåöèôè÷åñêèì
èíãèáèòîðîì MEK-êèíàç PD0325901.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è. Ðàáîòà âûïîëíåíà íà ýìáðèî-
íàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ êðûñû, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îí-
êîãåíàìè E1A+cHa-Ras. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñòàí-
äàðòíîé ñðåäå Èãëà â ìîäèôèêàöèè Äàëüáåêêî ñ 10 % ñû-
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âîðîòêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (HyClone, ÑØÀ).
Êëåòêè ïîäâåðãàëè ðåíòãåíîâñêîìó îáëó÷åíèþ â äîçå
3 Ãð íà àïïàðàòå ÐÀÏ-150/300-14 (Àêòþáðåíòãåí, Ðîñ-
ñèÿ). Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè MEK/ERK-ïóòè èñïîëüçîâà-
ëè ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð MEK-êèíàç PD0325901
(PD) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêÌ.

Î ö å í ê à æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è. Èñïîëüçîâàëè
ÌÒÒ-òåñò. Êëåòêè ñåÿëè íà 12-ëóíî÷íûå ïëàòû, ïîäâåð-
ãàëè îáëó÷åíèþ, çàòåì äîáàâëÿëè èíãèáèòîð PD è äàëåå
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ñóò. Êîíâåðñèþ ÌÒÒ â ôîð-
ìàçàí îöåíèâàëè ÷åðåç 1, 3 è 5 ñóò ïîñëå âîçäåéñòâèÿ.
Ñðåäó çàìåíÿëè íà ðàñòâîð ÌÒÒ â êîíöåíòðàöèè
0.5 ìã/ìë â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñòâîðå è èíêó-
áèðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. ×åðåç 1 ÷ ðàñ-
òâîð çàìåíÿëè íà DMSO è èíêóáèðîâàëè êëåòêè åùå
30 ìèí. Äàëåå DMSO ñ ðàñòâîðåííûì â íåì ôîðìàçàíîì
âíîñèëè â ëóíêè 96-ëóíî÷íîé ïëàòû (ïî 80 ìêë íà 1 ëóí-
êó, 3 ïîâòîðíîñòè äëÿ êàæäîé òî÷êè) è èçìåðÿëè íà ñïåê-
òðîôîòîìåòðå Multiscan Ex (Thermo, ÑØÀ) ïðè äëèíå
âîëíû 572 íì.

Î ö å í ê à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é à ê ò è â í î ñ ò è.
Êëåòêè âûñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 30 ìì â íà-
÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè 30 òûñ. êëåòîê íà 1 ÷àøêó. ×åðåç
24 ÷ êëåòêè îáëó÷àëè è äîáàâëÿëè èíãèáèòîð PD. Êëåòêè
ñ÷èòàëè ÷åðåç 1, 3 è 5 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ (3 ÷àøêè íà
òî÷êó). Êðèâûå ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ñòðîèëè ñ
ïîìîùüþ ïðîãðàììû Microsoft Excel.

Äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè êëåòîê ìåòîäîì ê ë î -
í î ã å í í î é â û æ è â à å ì î ñ ò è êëåòêè âûñåâàëè íà ÷àø-
êè Ïåòðè 30 ìì ñ íà÷àëüíîé ïëîòíîñòüþ 30 òûñ. êëåòîê
íà 1 ÷àøêó. ×åðåç 5 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ è äîáàâëåíèÿ PD
êëåòêè òðèïñèíèçèðîâàëè è âûñåâàëè íà íîâûå ÷àøêè
35 ìì â ñâåæóþ ñðåäó áåç èíãèáèòîðà ñ ïëîòíîñòüþ
200 êëåòîê íà 1 ÷àøêó. ×åðåç 7 ñóò êëîíû ïðîìûâàëè òåï-
ëûì ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì, îêðàøèâàëè êðèñòàëë-âè-
îëåòîì â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïðî-
ìûâàëè ïðîòî÷íîé âîäîé, ïîñëå ÷åãî ñ÷èòàëè êëîíû.

Â û ÿ â ë å í è å ô ð à ã ì å í ò à ö è è Ä Í Ê ñ í ó ê ë å î -
ñ î ì í û ì ï î â ò î ð î ì. Ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç ÄÍÊ â
àãàðîçíîì ãåëå. Êëåòêè âûñåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè (10 ìì)
ïðè ïëîòíîñòè 500 òûñ. êëåòîê íà 1 ÷àøêó, ïîäâåðãàëè
îáëó÷åíèþ, ââîäèëè PD è êóëüòèâèðîâàëè íåîáõîäèìîå
âðåìÿ. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ
Òðèñ-HCl (pH 8.0), 0.1 M EDTA è 0.5 % SDS, â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Çàòåì â áóôåð äîáàâëÿëè 150 ìÌ NaCl è
100 ìêã ÐÍÊàçû À è èíêóáèðîâàëè 1 ÷ ïðè 37 °Ñ. Çàòåì â
ëèçàòû äîáàâëÿëè 200 ìêã ïðîòåèíàçû K è 0.5 % SDS è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå. ÄÍÊ âûäåëÿëè â ðàñòâîðå, ñîñòîÿùåì èç ôåíîëà, õëî-
ôîðìà è èçîàìèëîâîãî ñïèðòà (â îòíîøåíèè 0.5, 0.25 è
1/24 îò îáúåìà ëèçèðóþùåãî áóôåðà) â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøè-
âàíèè. Ïîñëå öåíòðèôóãèðîâàíèÿ (10 000 g) îòáèðàëè âî-
äíóþ ôàçó, ñîäåðæàùóþ ÄÍÊ. ÄÍÊ îñàæäàëè ñ ïîìîùüþ
0.5 Ì àöåòàòà íàòðèÿ è äâîéíîãî ïî îòíîøåíèþ ê îáúåìó
ïðîáû îáúåìà 96%-íîãî ýòàíîëà, ïðîìûâàëè 70%-íûì
ýòàíîëîì è ñóøèëè ïðè 37 °Ñ, çàòåì ðàñòâîðÿëè â 50 ìêë
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â
2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 40 ìÌ
Òðèñ, 20 ìÌ àöåòàòà, 1 ìÌ EDTÀ è 1 ìêã/ìë áðîìèñòîãî
ýòèäèÿ, ïðè íàïðÿæåíèè 100—150 Â. Âèçóàëèçàöèþ ÄÍÊ
îñóùåñòâëÿëè ñ ïîìîùüþ òðàíñèëëþìèíàòîðà Vilber Lo-
urmat (Ãåðìàíèÿ). Â êà÷åñòâå ïîçèòèâíîãî êîíòðîëÿ èñ-
ïîëüçîâàíû E1A+cHa-Ras-òðàíñôîðìàíòû, êîòîðûå êóëü-
òèâèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ñóò â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãî-

ëîäàíèÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê ìàññîâîìó àïîïòîçó è ôðàãìåí-
òàöèè ÄÍÊ ñ íóêëåîñîìíûì ïîâòîðîì (Òàðàðîâà è äð.,
2002).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êëåòêè âûñåâàëè íà
ïîêðîâíûå ñòåêëà è ÷åðåç 24 ÷ ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ îá-
ëó÷åíèÿ è äîáàâëÿëè èíãèáèòîð PD. ×åðåç 1, 3 è 5 ñóò
êëåòêè ôèêñèðîâàëè â 3.7%-íîì ôîðìàëüäåãèäå 20 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è ïðîìûâàëè PBS. Ïåðìåà-
áèëèçàöèþ êëåòîê îñóùåñòâëÿëè 0.2%-íûì Òðèòîíîì
X-100 â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çà-
òåì ñòåêëà ïðîìûâàëè è ïðîâîäèëè áëîêèðîâêó ïðîòèâ
íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ 3%-íûì BSA/TBS-T â òå-
÷åíèå 1.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñòåêëà èíêóáè-
ðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ â òîì æå ðàñòâîðå BSA,
ñîäåðæàùåì àíòèòåëà ê ñëåäóþùèì áåëêàì — LC3
(MBL, ÑØÀ), LAMP (Santa-Cruz Biotechnology, ÑØÀ) è
p62/SQSTM1 (BD Transduction Laboratories, ÑØÀ). ×åðåç
1 ñóò ñòåêëà ïðîìûâàëè è èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå âòî-
ðûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ Alexa Flour 488 èëè 586
(Invitrogen, ÑØÀ) â òîì æå ðàñòâîðå BSA â òå÷åíèå 1 ÷
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Äàëåå ñòåêëà ïðîìûâàëè â
PBS è â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå, ïîñëå ÷åãî çàêëþ÷àëè â
ñðåäó ProLong, ñîäåðæàùóþ êðàñèòåëü DAPI (Life Tech-
nologies, ÑØÀ), äëÿ âèçóàëèçàöèè ÿäåð. Ñúåìêó è àíàëèç
ïðåïàðàòîâ ïðîèçâîäèëè íà ìèêðîñêîïå Låica TSC SP5
(Ãåðìàíèÿ).

Ï î ä ñ ÷ å ò ì è ê ð î ÿ ä å ð â êëåòêàõ ïðîèçâîäèëè ñ
ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà Leica TSC SP5 èç ðàñ÷åòà 100 êëå-
òîê íà òî÷êó.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó äàííûõ ïðîâîäè-
ëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà â ïðîãðàììå Micro-
soft Excel 2013. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè
óðîâíå çíà÷èìîñòè Ð < 0.05.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ðîëè MEK/ERK-ïóòè â ðåãóëÿöèè
àóòîôàãèè â îòâåò íà îáëó÷åíèå áûëè âûáðàíû äîçà îáëó-
÷åíèÿ 3 Ãð è êîíöåíòðàöèÿ èíãèáèòîðà ÌÅK-êèíàçû PD
1 ìêÌ. Ñîãëàñíî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà, òàêèå äîçà îáëó÷å-
íèÿ è êîíöåíòðàöèÿ PD ïðèâîäÿò ê íåêîòîðîìó ïàäåíèþ
æèçíåñïîñîáíîñòè ÷åðåç 1 ñóò, îäíàêî ÷åðåç 3 è 5 ñóò
êëåòêè âîññòàíàâëèâàþò æèçíåñïîñîáíîñòü è ïðîëèôåðà-
òèâíóþ àêòèâíîñòü (ðèñ. 1, à, á). Â òî æå âðåìÿ ñîâìåñò-
íîå äåéñòâèå îáëó÷åíèÿ è èíãèáèòîðà PD ñíèæàåò æèçíå-
ñïîñîáíîñòü êëåòîê áîëåå ÷åì â 2 ðàçà (ðèñ. 1, à,
P < 0.005).

Àíàëèç ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ïî êðèâûì êëå-
òî÷íîãî ðîñòà ïîêàçûâàåò, ÷òî îáëó÷åíèå â äîçå 3 Ãð áû-
ñòðî ñíèæàåò åå óæå ÷åðåç 1 ñóò, îäíàêî ÷åðåç 3 ñóò ïðî-
ëèôåðàöèÿ âîññòàíàâëèâàåòñÿ (ðèñ. 1, á). Â òî æå âðåìÿ
ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê, îáëó÷åííûõ â ïðè-
ñóòñòâèè PD, íà 5-å ñóò íèæå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëü-
íûìè êëåòêàìè è êëåòêàìè, êîòîðûå ïîäâåðãàëè òîëüêî
îäíîìó îáëó÷åíèþ (P < 0.05).

Ïîëó÷åííûå êðèâûå ðîñòà ïîäòâåðæäàþòñÿ äàííûìè
ïî êëîíîãåííîé âûæèâàåìîñòè êëåòîê, ñîãëàñíî êîòîðûì
÷åðåç 5 ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîñëå îáëó÷åíèÿ è ïðèñóò-
ñòâèÿ PD â ÷àøêàõ íå âûÿâëåíî êëîíîâ, â òî âðåìÿ êàê ÷å-
ðåç 5 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ îäíîãî îáëó÷åíèÿ ïîëîâèíà êëå-
òîê (51 %) ñôîðìèðîâàëà êëîíû (ðèñ. 1, â). Òàêèì îáðà-
çîì, ñîâìåñòíîå äåéñòâèå îáëó÷åíèÿ è èíãèáèòîðà
MEK/ERK-ïóòè îêàçûâàåò áîëåå ñèëüíîå àíòèïðîëèôå-
ðàòèâíîå äåéñòâèå, ÷åì îäíî îáëó÷åíèå.

948 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.



Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü ìåõàíèçì ãèáåëè êëåòîê ïðè
äåéñòâèè îáëó÷åíèÿ è èíãèáèòîðà PD, ïðîâîäèëè ýëåêò-
ðîôîðåç ÄÍÊ â àãàðîçíîì ãåëå. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì ðå-
çóëüòàòàì, â îáëó÷åííûõ êëåòêàõ ÷åðåç 3 ñóò âûÿâëÿåòñÿ
ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ ñ íóêëåîñîìíûì ïîâòîðîì (ðèñ. 2, à).

Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò â ïîëüçó àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè
òðàíñôîðìàíòîâ ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü ÷àñòè ïîïóëÿöèè ìîæíî âèäåòü è
ïðè îáðàáîòêå êëåòîê òîëüêî îäíèì PD ÷åðåç 3 ñóò. Îäíà-
êî â òåõ êëåòêàõ, êîòîðûå ïîäâåðãàëè òîëüêî îáëó÷åíèþ
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Ðèñ 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü (à), ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü (á) è êëîíîãåííàÿ âûæèâàåìîñòü òðàíñôîðìàíòîâ E1A + cHa-ras (â) â
êîíòðîëå (Ê) è ïîñëå ðàçäåëüíîãî è ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð è èíãèáèòîðà PD0325901 (PD, 1 ìêÌ).

à — äîëÿ æèâûõ êëåòîê ïîñëå ðàçäåëüíîãî è ñîâìåñòíîãî äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ (3 Ãð) è PD ïî äàííûì ÌÒÒ-òåñòà; êîëè÷åñòâî îáðàçîâàííîãî ôîðìàçàíà
(ÊÔ) îïðåäåëÿëè îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ ïî ïîãëîùåíèþ ïðè äëèíå âîëíû 572 íì. á — êðèâûå ðîñòà: 1 — êîíòðîëü, 2 — îáëó÷åíèå, 3 — èíãèáèòîð PD,
4 — îáëó÷åíèå è PD ñîâìåñòíî. â — êëîíîãåííàÿ âûæèâàåìîñòü: äîëÿ âûæèâøèõ è ñôîðìèðîâàâøèõ êëîíû êëåòîê ïðè äåéñòâèè îáëó÷åíèÿ (3 Ãð), PD
è îáëó÷åíèÿ è PD ñîâìåñòíî (3 Ãð + PD). Ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòè êîíâåðñèè ôîðìàçàíà (à), ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (á) è êëîíîãåííîé âûæè-

âàåìîñòè (â) íà 5-å ñóò ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè Ð < 0.05.



ëèáî òîëüêî îáðàáîòêå MEK/ERK-èíãèáèòîðîì, ñîõðàíÿ-
åòñÿ ÷àñòü æèçíåñïîñîáíîé ïîïóëÿöèè, ñïîñîáíîé âîñ-
ñòàíàâëèâàòü ïðîëèôåðàöèþ ÷åðåç 5 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ
èëè äåéñòâèÿ PD. Ñîâìåñòíîå äåéñòâèå îáëó÷åíèÿ è PD
ñóùåñòâåííî ñíèæàåò æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê. Òàêæå
ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â ñëó÷àå êëåòîê, ê êîòîðûì ïîñëå
îáëó÷åíèÿ â äîçå 3 Ãð áûë äîáàâëåí PD, íóêëåîñîìíûé
ïîâòîð âûÿâëÿåòñÿ ÷åðåç 1 ñóò, à ïîçæå (3 ñóò) óæå íå âû-
ÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 2, à).

Îáëó÷åíèå âûçûâàåò ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, êîòîðûå
ïðèâîäÿò ê çàïóñêó ðåïàðàöèîííûõ ïðîöåññîâ (Maier
et al., 2016). Îäíèì èç òåñòîâ äëÿ îöåíêè ãðóáûõ ïîâðåæ-

äåíèé ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå ìèêðîÿäåð â îáëó÷åííûõ
êëåòêàõ. Â îáëó÷åííûõ èíòåðôàçíûõ êëåòêàõ âûÿâëÿþòñÿ
ìèêðîÿäðà, â êîòîðûõ èçîëèðóåòñÿ ïîâðåæäåííàÿ, íå ïîä-
ëåæàùàÿ ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÷åðåç 1 ñóò
ìèêðîÿäðà âûÿâëÿþòñÿ â 21 % êëåòîê (â ñðåäíåì
1.9 � 0.9 ìèêðîÿäðà íà 1 êëåòêó). ×åðåç 3 ñóò ìèêðîÿäðà
âûÿâëÿþòñÿ â 36 % êëåòîê, ÷åðåç 5 — â 21 % (ðèñ. 2, á;
ñì. òàáëèöó). Â òîì ñëó÷àå, êîãäà îáëó÷åííûå êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè PD, ÷åðåç 1 ñóò ìèêðîÿäðà
âûÿâëÿþòñÿ ó 57 % êëåòîê, ñðåäíåå ÷èñëî ìèêðîÿäåð íà
1 êëåòêó âîçðàñòàåò äî 2.9 � 2.4. ×åðåç 3 è 5 ñóò äîëÿ êëå-
òîê ñ ìèêðîÿäðàìè ñîñòàâëÿåò 31 è 27 % ñîîòâåòñòâåííî

950 Å. Þ. Êî÷åòêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ôðàãìåíòàöèÿ ÄÍÊ ñ íóêëåîñîìíûì ïîâòîðîì è ôîðìèðîâàíèå ìèêðîÿäåð â êëåòêàõ E1A+cHa-ras ïðè ðàçäåëüíîì è ñî-
âìåñòíîì äåéñòâèè îáëó÷åíèÿ (3 Ãð) è èíãèáèòîðà PD0325901 (PD, 1 ìêÌ).

à — ýëåêòðîôîðåç ÄÍÊ êëåòîê â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå ÷åðåç 1 è 3 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ (3 Ãð), PD è îáëó÷åíèÿ ñîâìåñòíî ñ PD (3 Ãð + PD);
Ê — êîíòðîëü. á — ìèêðîÿäðà (ïîêàçàíû ñòðåëêàìè) â êëåòêàõ ÷åðåç 1 è 3 ñóò ïîñëå îáëó÷åíèÿ (3 Ãð) è îáëó÷åíèÿ ñîâìåñòíî ñ PD; ÿäðà îêðàøåíû

DAPI. Îá.: 40�.



(â ñðåäíåì 1.7 � 1 è 1.8 � 1 ìèêðîÿäðî íà 1 êëåòêó). Òà-
êèì îáðàçîì, îáëó÷åííûå êëåòêè, êîòîðûå îáðàáàòûâàëè
PD, îêàçûâàþòñÿ áîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê îáëó÷åíèþ
óæå ÷åðåç 1 ñóò. Ýòî ñîâïàäàåò ñ äàííûìè ýëåêòðîôîðåçà
ÄÍÊ, êîòîðûé âûÿâèë ó êëåòîê ïîñëå îáëó÷åíèÿ â äîçå
3 Ãð ñ ïîñëåäóþùèì êóëüòèâèðîâàíèåì â ïðèñóòñòâèè
PD ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ ñ íóêëåîñîìíûì ïîâòîðîì óæå
÷åðåç 1 ñóò, â òî âðåìÿ êàê ïîñëå äåéñòâèÿ òîëüêî îáëó÷å-
íèÿ èëè PD õàðàêòåðíàÿ «ëåñåíêà» ïîÿâëÿåòñÿ, íî ïîçæå,
òîëüêî ÷åðåç 3 ñóò.

Êëåòêè ìîãëè ñïðàâèòüñÿ ñî ñòðåññîì îò îáëó÷å-
íèÿ, àêòèâèðîâàâ ïðîöåññ àóòîôàãèè. ×òîáû îöåíèòü
àóòîôàãè÷åñêèé ïðîöåññ ïîñëå îáëó÷åíèÿ è ïðè èíãè-
áèðîâàíèè MEK/ERK-ïóòè ñ ïîìîùüþ PD, ìåòîäîì
èììóíîôëóîðåñöåíöèè áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ìàðêå-
ðû àóòîôàãèè — áåëêè LC3 è LAMP (Klionsky et al.,
2012), èõ êîëîêàëèçàöèÿ, à òàêæå áåëîê p62/SQSTM1,
ïåðåíîñÿùèé óáèêâèòèíèðîâàííûå ïîâðåæäåííûå áåëêè
â àóòîôàãîñîìû (Johansen, Lamark, 2011; Bitto et al.,
2014).

Îáëó÷åíèå âåäåò ê óñèëåíèþ èíòåíñèâíîñòè ñèãíà-
ëîâ LC3 è LAMP (ðèñ. 3). Îäíàêî êîëîêàëèçàöèè LC3 ñ
LAMP ÷åðåç 1 è 3 ñóò íå íàáëþäàåòñÿ, îíà âûÿâëÿåòñÿ
ëèøü ÷åðåç 5 ñóò ó ÷àñòè êëåòîê. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà îá-
ëó÷åííûå êëåòêè ïîäâåðãàëè äåéñòâèþ PD, ÷åðåç 1 ñóò
íàáëþäàåòñÿ âûðàæåííàÿ êîëîêàëèçàöèÿ LAMP ñ ìèêðî-
ÿäðàìè è ñ LC3. ×åðåç 3 è 5 ñóò êîëîêàëèçàöèè LAMP ñ
LC3 ëèáî ñ ÿäåðíûì ìàòåðèàëîì óæå íåò (ðèñ. 3). Òàêèì
îáðàçîì, ìèêðîÿäðà â ñëó÷àå äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ è èíãè-

áèòîðà PD, ïî âñåé âèäèìîñòè, äåãðàäèðóþò àóòîôàãè÷å-
ñêèì ïóòåì.

Áåëîê p62/SQSTM1 ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè ìíîãèõ
ïðîöåññîâ â êëåòêå, â òîì ÷èñëå àóòîôàãèè. Â õîäå àóòî-
ôàãèè îí êîíòðîëèðóåò ïîãðóçêó óáèêâèòèíèðîâàííîãî
ãðóçà â àóòîôàãîñîìû (Bitto et al., 2014). Ïðè ñëèÿíèè
àóòîôàãîñîì ñ ëèçîñîìàìè ð62/SQSTM1 äåãðàäèðóåò
âìåñòå ñ ãðóçîì, ïîýòîìó åãî èñ÷åçíîâåíèå ñâèäåòåëüñò-
âóåò î çàâåðøåíèè àóòîôàãè÷åñêîãî ïðîöåññà (Komatsu,
Ichimura, 2010; Johansen, Lamark, 2011). Ïðè îáëó÷åíèè
êëåòîê â äîçå 3 Ãð ÷åðåç 1 ñóò íàáëþäàåòñÿ âûðàæåííàÿ
êîëîêàëèçàöèÿ p62/SQSTM1 ñ LC3 (ðèñ. 4). ×åðåç 3 ñóò
p62/SQSTM1 âûÿâëÿåòñÿ â âèäå êðóïíûõ êëàñòåðîâ, êî-
ëîêàëèçóþùèõñÿ ñ LC3. ×åðåç 5 ñóò ó ÷àñòè êëåòîê
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Äîëÿ êëåòîê ñ ìèêðîÿäðàìè (Ìß) è ñðåäíåå ÷èñëî Ìß
íà 1 êëåòêó ÷åðåç 1 è 3 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ (3 Ãð)

è îáëó÷åíèÿ ñîâìåñòíî ñ PD0325901 (PD)

Âîçäåéñòâèå
Äîëÿ êëåòîê ñ Ìß,

%
×èñëî Ìß
íà 1 êëåòêó

3 Ãð, 1 ñóò 21 1.9 � 0.9

3 Ãð, 3 ñóò 36 2.3 � 1.5

3 Ãð, 5 ñóò 21 2.0 � 1.2

(3 Ãð + PD), 1 ñóò 57 2.9 � 1.4

(3 Ãð + PD), 3 ñóò 31 1.7 � 0.9

(3 Ãð + PD), 5 ñóò 27 1.9 � 0.9

Ðèñ. 3. Ýêñïðåññèÿ è êîëîêàëèçàöèÿ áåëêîâ LAMP è LC3 â êëåòêàõ E1A+cHa-ras ÷åðåç 1, 3 è 5 ñóò ïîñëå ðàçäåëüíîãî è ñîâìåñò-
íîãî äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ (3 Ãð) è èíãèáèòîðà PD0325901 (PD, 1 ìêÌ).

Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ ñ àíòèòåëàìè ê LC3 (çåëåíûé) è LAMP (êðàñíûé). ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). Îá.: 40�.



ïî-ïðåæíåìó âûÿâëÿþòñÿ êîëîêàëèçóþùèåñÿ ñ LC3 êëàñ-
òåðû, îäíàêî â äðóãèõ êëåòêàõ ð62/SQSTM1 óæå íå âûÿâ-
ëÿåòñÿ. Òàêèì îáðàçîì, àóòîôàãèÿ, àêòèâèðóþùàÿñÿ ïðè
îáëó÷åíèè, ó ÷àñòè êëåòîê íå çàâåðøàåòñÿ â òå÷åíèå 5 ñóò
â îòëè÷èå îò àóòîôàãèè, àêòèâèðóåìîé äåéñòâèåì èíãè-
áèòîðà PD. Â ñëó÷àå PD òàêæå íàáëþäàþòñÿ âûðàæåííàÿ
êîëîêàëèçàöèÿ ÷åðåç 1 ñóò è êëàñòåðû ð62/SQSTM1 ÷åðåç
3 ñóò, îäíàêî ÷åðåç 5 ñóò ð62/SQSTM1 óæå íå âûÿâëÿåòñÿ.

Â òîì ñëó÷àå, êîãäà îáëó÷åííûå êëåòêè êóëüòèâèðî-
âàëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà PD, êîëîêàëèçàöèÿ
ð62/SQSTM1 ñ LC3 â 1-å ñóò åäâà âûðàæåíà. Êðîìå òîãî,
÷åðåç 3 è 5 ñóò íå âûÿâëÿþòñÿ êîëîêàëèçîâàííûå ñ LC3
êëàñòåðû, êîòîðûå âèäíû ïîñëå îäíîãî îáëó÷åíèÿ. Áåëîê
ð62/SQSTM1 âûÿâëÿåòñÿ â âèäå ìàññèâíûõ ñêîïëåíèé â
êðóïíûõ ïîëîñòÿõ, ïðîèñõîæäåíèå êîòîðûõ ïîêà íåÿñíî.
Â ýòèõ ïîëîñòÿõ ð62/SQSTM1 íå êîëîêàëèçóåòñÿ ñ LC3,
ò. å. ð62/SQSTM1 â äàííîì ñëó÷àå íàêàïëèâàåòñÿ, íî íå
äåãðàäèðóåò àóòîôàãè÷åñêèì ïóòåì.

Îáñóæäåíèå

Àóòîôàãèÿ — ýòî ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûé ïðî-
öåññ, íåîáõîäèìûé äëÿ ïîääåðæàíèÿ æèçíåñïîñîáíîñòè
è ãîìåîñòàçà êëåòîê. Àóòîôàãèÿ ìîæåò áûòü àêòèâèðîâà-
íà â îòâåò íà ñòðåññ, ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ, íåõâàòêó ðîñòî-
âûõ ôàêòîðîâ èëè àìèíîêèñëîò è ñïîñîáñòâóåò âûæèâà-
íèþ êëåòêè. Ïîêàçàíî, ÷òî ê àêòèâàöèè àóòîôàãèè ìîãóò
ïðèâåñòè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Kang et al., 2009). Ðîëü àóòî-

ôàãèè â îòâåòå êëåòîê íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (DDR-îòâå-
òå) ïîêà íåÿñíà (Czarny et al., 2015). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî
äàííûå î ðîëè àóòîôàãèè â DDR-îòâåòå êëåòîê ðàçíÿòñÿ,
ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî àóòîôàãèÿ èãðàåò öèòîïðîòåê-
òèâíóþ (çàùèòíóþ) ðîëü äëÿ êëåòîê ïðè ïîâðåæäåíèè
ÄÍÊ.

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ïðè
äåéñòâèè îáëó÷åíèÿ íà E1A+cHa-Ras-òðàíñôîðìàíòû ó
÷àñòè êëåòîê àóòîôàãèÿ çàâåðøàåòñÿ ÷åðåç 5 ñóò êóëüòè-
âèðîâàíèÿ, â òî âðåìÿ êàê ó ÷àñòè êëåòîê àóòîôàãè÷åñêèé
ïðîöåññ èìååò ïðèçíàêè íåçàâåðøåííîñòè. Ó êðóïíûõ
ðàñïëàñòàííûõ êëåòîê âûÿâëåíû êëàñòåðû p62/SQSTM1 â
ïîëîñòÿõ-öèñòåðíàõ ïîêà íåèçâåñòíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.
Âîçìîæíî, ýòî êëåòêè, êîòîðûå ïîñëå îáëó÷åíèÿ àêòèâè-
ðîâàëè ïðîãðàììó ñòàðåíèÿ, êàê ýòî áûëî îïèñàíî äëÿ
îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçíîãî ãèñòîãåíåçà (Jones et al., 2005;
Quick, Gerwitz, 2006). Â òàêîì ñëó÷àå íåçàâåðøåííàÿ
àóòîôàãèÿ ñëóæèò äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãèïåðòðîôíîãî ãè-
ïåðñåêðåòîðíîãî ôåíîòèïà (Narita et al., 2009). Ïðè ýòîì
ñòàðûå êëåòêè ñîõðàíÿþò æèçíåñïîñîáíîñòü, íî ïðîëèôå-
ðàöèÿ â íèõ ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåòñÿ (Rodier, Campisi,
2011).

Ñóäÿ ïî äàííûì êðèâûõ ðîñòà è êëîíîãåííîé âûæè-
âàåìîñòè, ïîñëå îáëó÷åíèÿ ÷àñòü ïîïóëÿöèè íå òîëüêî
âûæèâàåò, íî è âîññòàíàâëèâàåò ñïîñîáíîñòü ê ïðîëèôå-
ðàöèè. Ïî âñåé âèäèìîñòè, ýòî òà ÷àñòü ïîïóëÿöèè, ó êî-
òîðîé â òå÷åíèå 5 ñóò óñïåøíî çàâåðøèëàñü àóòîôàãèÿ.
Òàêèì îáðàçîì, àóòîôàãèÿ, ðàçâèâàþùàÿñÿ ïðè äåéñòâèè
îáëó÷åíèÿ, èãðàåò öèòîïðîòåêòèâíóþ ðîëü, ñïîñîáñòâóÿ
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Ðèñ. 4. Ýêñïðåññèÿ è êîëîêàëèçàöèÿ áåëêîâ LÑ3 è p62/SQSTM1 â êëåòêàõ E1A+cHa-ras ÷åðåç 1, 3 è 5 ñóò ïîñëå ðàçäåëüíîãî è ñî-
âìåñòíîãî äåéñòâèÿ îáëó÷åíèÿ (3 Ãð) è èíãèáèòîðà PD (PD).

Èììóíîôëóîðåñöåíöèÿ ñ àíòèòåëàìè ê LC3 (çåëåíûé) è p62/SQSTM1 (êðàñíûé). ßäðà îêðàøåíû DAPI (ñèíèé). Îá.: 40�.



âûæèâàíèþ êëåòîê, íî ïðè ýòîì ïîïóëÿöèÿ íåîäíîðîäíà
ïî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê îáëó÷åíèþ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
÷àñòü êëåòîê ãèáíåò àïîïòîçîì ÷åðåç 1—3 ñóò, ÷àñòü êëå-
òîê, âîçìîæíî, ïðåòåðïåâàåò ñòàðåíèå, à ÷àñòü íå òîëüêî
âûæèâàåò, íî è âîññòàíàâëèâàåò ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåí-
öèàë.

Íàäî îòìåòèòü, ÷òî èíãèáèòîð PD òàêæå îêàçûâàåò
ñòðåññîðíîå äåéñòâèå íà êëåòêè, ïðîÿâëÿþùååñÿ íà
1-å ñóò â ñíèæåíèè æèçíåñïîñîáíîñòè è àïîïòîòè÷å-
ñêîé ãèáåëè ÷àñòè êëåòîê. Òåì íå ìåíåå è â ýòîì ñëó-
÷àå êëåòêè òàêæå âîññòàíàâëèâàþò æèçíåñïîñîáíîñòü.
×åðåç 1 è 3 ñóò â êëåòêàõ íàáëþäàþòñÿ ïðèçíàêè àóòîôà-
ãèè, êîòîðàÿ çàâåðøàåòñÿ ÷åðåç 5 ñóò. Ïî âñåé âèäèìîñòè,
â ýòîì ñëó÷àå òàêæå àêòèâèðóåòñÿ öèòîïðîòåêòèâíàÿ
àóòîôàãèÿ.

Â ðÿäå èññëåäîâàíèé áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñèãíàëüíûé
ïóòü MEK/ERK ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè àóòîôàãèè (Liu
et al., 2015; Gu et al., 2016). Ñîãëàñíî äàííûì èììóíîôëó-
îðåñöåíöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê LC3, LAMP è
p62/SQSTM1, ïðè ñîâìåñòíîì äåéñòâèè îáëó÷åíèÿ è èí-
ãèáèòîðà PD òå÷åíèå àóòîôàãèè èçìåíÿåòñÿ. Íåñìîòðÿ íà
òî ÷òî ìàòåðèàë ìèêðîÿäåð àêòèâíî äåãðàäèðóåò ïóòåì
àóòîôàãèè, áåëîê p62/SQSTM1 íå äåãðàäèðóåò, à âûÿâëÿ-
åòñÿ â ïîëîñòÿõ â öèòîïëàçìå êëåòîê, ÷òî óêàçûâàåò íà
íåçàâåðøåííîñòü àóòîôàãè÷åñêîãî ïðîöåññà. Èíãèáèðî-
âàíèå MEK/ERK-ïóòè, ïî âñåé âèäèìîñòè, óñèëèâàåò
÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê ê îáëó÷åíèþ èìåííî òàêèì îá-
ðàçîì. Ýòî ïðèâîäèò ê óñêîðåíèþ àêòèâàöèè àïîïòîçà è
óâåëè÷åíèþ äîëè êëåòîê ñ ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ (äîëè êëå-
òîê ñ ìèêðîÿäðàìè).

Ñóäÿ ïî äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíöèè, ñ îäíîé ñòî-
ðîíû, ïîâðåæäåííàÿ ÄÍÊ àêòèâíî ýëèìèíèðóåòñÿ ïî-
ñðåäñòâîì àóòîôàãèè, ñ äðóãîé — íàêàïëèâàåòñÿ
p62/SQSTM1, íå êîëîêàëèçóþùèéñÿ ñ LC3, ÷òî ãîâîðèò î
íåçàâåðøåííîñòè àóòîôàãèè. Íåäàâíî áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
â êëåòêàõ-íîêàóòàõ ïî ãåíó áåëêà Atg3, ó êîòîðûõ íàðó-
øåíî òå÷åíèå àóòîôàãè÷åñêîãî ïðîöåññà, p62/SQSTM1
àêêóìóëèðóåòñÿ è ñâÿçûâàåò ëèãàçó RNF168 T3, íåîáõî-
äèìóþ äëÿ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ãèñòîíà Í2À è ðàçâèòèÿ
DDR-îòâåòà (Wang et al., 2016). Â íàøåì ñëó÷àå íàáëþäà-
åòñÿ íàêîïëåíèå ð62/SQSTM1 â êëåòêàõ, êîòîðûå ïîäâåð-
ãàëèñü ñîâìåñòíîìó äåéñòâèþ îáëó÷åíèÿ è èíãèáèòîðà
PD. Ýòî ïîçâîëÿåò ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî àê-
òèâíûé MEK/ERK-ïóòü íåîáõîäèì äëÿ äåãðàäàöèè
ð62/SQSTM1 â àóòîôàãîñîìàõ â õîäå àóòîôàãèè, àêòèâè-
ðóþùåéñÿ â îòâåò íà îáëó÷åíèå. Òàê êàê ïðè ýòîì íå íà-
áëþäàåòñÿ êëåòîê ñ êîëîêàëèçàöèåé p62/SQSTM1 ñ LC3,
êîòîðûå ïðåäïîëîæèòåëüíî ìîãóò ïðåòåðïåâàòü ñòàðåíèå
â îòâåò íà îáëó÷åíèå, ìîæíî äóìàòü, ÷òî ïîëíîöåííîå
ñòàðåíèå, èíäóöèðîâàííîå îáëó÷åíèåì, òàêæå íåñïîñîá-
íî ðåàëèçîâàòüñÿ ïðè èíãèáèðîâàíèè MEK/ERK-ïóòè.
Ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ýòîì ìîæåò èãðàòü èçìåíåíèå õà-
ðàêòåðà àóòîôàãèè.

Òàêèì îáðàçîì, ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì,
àóòîôàãèÿ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïåðñïåêòèâíóþ ìèøåíü
äëÿ ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê ê îáëó÷åíèþ. Ïðè ýòîì MEK/ERK-ïóòü ìîæåò
ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïîòåíöèàëüíûé ðåãóëÿòîð ïðîöåññà
àóòîôàãèè, ðàçâèâàþùåéñÿ â îòâåò íà ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ
ïðè îáëó÷åíèè, ïîäàâëåíèå êîòîðîé óñèëèâàåò êëåòî÷-
íóþ ãèáåëü.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068; èììó-
íîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç, îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà

ìèêðîÿäåð, ÄÍÊ-ýëåêòðîôîðåç â àãàðîçíîì ãåëå, àíàëèç
êëîíîãåííîé âûæèâàåìîñòè è ÌÒÒ-òåñò) è Ñ.-Ïåòåð-
áóðãñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî óíèâåðñèòåòà (ïðî-
åêò 1.38.247.2014; îáåñïå÷èëè óñëîâèÿ äëÿ êóëüòèâèðî-
âàíèÿ êëåòîê è èññëåäîâàíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíî-
ñòè êëåòîê ïîñëå îáëó÷åíèÿ è äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà PD).
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MEK/ERK-PATHWAY IS REQUIRED TO MAINTAIN CYTOPROTECTIVE AUTOPHAGY PROCESS

IN IRRADIATED E1A+cHa-Ras TRANSFORMANTS

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

V. A. Pospelov, T. V. Pospelova

Institute of Cytology RAS; Saint-Petersburg, 194064;
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Autophagy is a conservative process of misfolded protein and damaged organelle degradation that serves
to support cellular viability. Autophagy is often induced in response to stress, DNA damage, retinoids, starva-
tion and growth factor withdrawal. The aim of the present work was to study autophagic response of
E1A+cHa-Ras-transformed cells to irradiation and to analyze the role of MEK/ERK pathway in regulation
of autophagy induced by irradiation. MEK/ERK suppression has been found to decrease the viability of irradia-
ted cells. Inhibition of MEK/ERK pathway leads to the changes in the autophagy induced by irradiation connec-
ted with disturbances of final stages followed by accumulation of adaptor protein p62/SQSTM1 in autophagic
cavities within cytoplasm. Thus, the data obtained allow to suggest that active MEK/ERK pathway is requi-
red to support, the cytoprotective autophagy which is induced in response to irradiation of transformed
E1A+cHa-ras cells.

K e y w o r d s: autophagy, MEK/ERK pathway, irradiation, E1A+cHa-Ras transformed cells,
p62/SQSTM1.
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