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Аннотация. В статье представлены данные по определению участка белка 
опухолевого супрессора ARF, ответственного за  активацию неселективной 
аутофагии в  клетках человека. В  экспериментах на  клетках остеосаркомы 
показано, что активация неселективной ARF-опосредованной аутофагии 
происходит с  участием С-концевого участка белка p14ARF. Делеция С-кон-
цевого участка нарушает ARF-опосредованную аутофагию в  опухолевых 
клетках.
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Актуальность проблемы

Опухолевый супрессор ARF (от  английского 
Alternative Reading Frame — альтернативная 
рамка считывания) кодируется локусом INK4a/

ARF, который находится на  коротком плече 9 хромосо-
мы человека [4]. Это второй по  частоте встречаемости 
мутантный ген в  опухолях человека после гена TР53, 
кодирующего опухолевый супрессор p53 [13]. АRF чело-
века содержит на своем N-конце два метионина в 1 и 42 
положениях. Инициация трансляции может начинаться 
с любого их них в результате чего могут синтезировать-
ся полноразмерный белок 1–173 ARF и  укороченная 
форма 42–173 ARF. Преимущественной формой р14ARF 
в клетках является белок с размером 14кДа и инициаци-
ей трансляции с  метионина в  42 положении — 42–173 
ARF. Наиболее изученной биологической функцией АRF 
является его роль в стабилизации опухолевого супрес-
сора р53. Индукция АRF стабилизирует опухолевый 
супрессор р53, что приводит к  остановке клеточного 
цикла и запрограммированной гибели клетки [1, 3]. Од-
нако несмотря на имеющееся мнение, что ARF подавляет 
развитие опухоли посредством стабилизации p53, нака-
пливается все больше данных, указывающих на  суще-
ствование p53-независимых функций белка ARF [5,15]. 
Повышение его экспрессии останавливает деление кле-
ток, приводит к  апоптозу при отсутствии в  них р53 [8]. 

Потеря функции опухолевого супрессора ARF является 
необходимым условием трансформации нормальных 
клеток в  опухолевые [4]. Данные наблюдения привели 
к  активному поиску механизмов¸ с  помощью которых 
ARF подавляет развитие опухолей.

В последние годы активно изучается участие опухо-
левых супрессоров в  регуляции аутофагии [5,9,11]. По-
вышенный интерес к изучению аутофагии связан с тем, 
что она вовлечена во многие патологические процессы, 
в том числе канцерогенез [6,11,14]. Показано, что эффек-
тивная работа некоторых опухолевых супрессоров зави-
сит от их способности активировать аутофагию, которая, 
в  свою очередь, обладает различными механизмами 
противоопухолевой защиты [2]. Экспериментальные 
исследования на  опухолевых клетках свидетельствуют 
о влиянии опухолевого супрессора ARF на индукцию ау-
тофагии [5,12]. Однако до настоящего времени нет ясно-
го понимания как ARF регулирует этот процесс, каковы 
молекулярные механизмы ARF-опосредованной аутофа-
гии.

Цель исследования

Целью исследования явилось определение участка 
белка р14ARF, ответственного за  активацию аутофагии 
у человека.
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Summary. The article presents data on the determination of the area 
of the tumor suppressor protein ARF, responsible for the activation 
of non-selective autophagy in human cells. In experiments on 
osteosarcoma cells it was shown that activation of nonselective ARF-
mediated autophagy occurs with the participation of C-terminal 
portion of p14ARF protein. The deletion of the C-terminal area 
disrupts ARF-mediated autophagy in tumor cells.
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Материалы и методы

В работе была использована клеточная линия остео-
саркомы человека U2OS-ARF и клетки аденокарциномы 
поджелудочной железы Сараn2. На основе мРНК, выде-
ленной из клеток Сараn2, получали кДНК р14ARF полно-
размерной формы ARF(1–173). Используя полученную 
кДНК в  качестве матрицы, с  помощью полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) и  специфических праймеров, 
была генерирована укороченная форма ARF, а  также 
два C-концевых делеционных мутанта 1–140 ARF и 1–100 
ARF. Все эти формы клонировали в плазмиду pGЕМ–I Easy 
(pGЕМ–I Easy Vector System, Promega, США). Полученные 
векторы трансфецировали в  клетки остеосаркомы для 
создания четырех различных клеточных линий. Чтобы 
добиться регулируемой экспрессии генов для каждого 
варианта ARF(1–100, 1–140, 42–173, 1–173) были созда-
ны клеточные линии остеосаркомы, содержащие тетра-
циклин-регулируемую систему экспрессии генов. Ин-
кубация U2OS-ARFклеток в  присутствии доксициклина 
приводит к повышению экспрессии гена белка ARF, что 
облегчает изучение этого опухолевого супрессора [12]. 
Экспрессию белков в клеточных лизатах определяли ме-
тодом иммуноблоттинга. Уровень аутофагии оценивали 
иммунофлюоресцентным методом по локализации бел-
ка LC3 меченого флюорохромом GFP и деградации белка 
р62. Известно, что активация аутофагии приводит к де-
градации адаптора аутофагии белка p62, который входит 
в  состав аутофагосомы и  деградирует в  процессе ауто-
фагии. Активация аутофагии приводит к  накоплению 
белка LC3 аутофагосомами, что также свидетельствует 

об  активации ARF-опосредованной аутофагии. Все это 
делает белки p62 и LC3 хорошими маркерами для изуче-
ния динамики процесса аутофагии [7,10].

Формирование аутофагосом анализировали с помо-
щью конфокальной микроскопии, используя микроскоп 
NiKon Е 600. Статистическую достоверность различий 
оценивали путем расчета t критерия Стьюдента в  про-
грамме SigmaProt V.10. Различия считали достоверными 
при p<0,05.

Результаты исследования

Для доказательства получения клеточных линий осте-
осаркомы с доксициклинзависимой экспрессией p14ARF 
и его концевых мутантов было проведено определение 
экспрессии генов путем измерения соответствующих 
мРНК методом количественной ПЦР в реальном време-
ни с использованием праймеров, специфичных для этих 
генов. Результаты исследований показали повышение 
уровня экспрессии всех форм p14ARF (рис. 1-А). Опреде-
ление уровня белков методом иммуноблоттинга указы-
вало, что все мутантные гены эксперссируются в клетках 
U2OS-ARF и индуцируют одинаковй уровень стабилиза-
ции p53, что свидетельствует об  их функциональности 
(рис. 1-Б.)

Убедившись, что полученные клеточные линии осте-
осаркомы способны экспрессировать p14ARF и  его 
С-концевые мутанты, в последующих опытах было про-
ведено сравнение уровня аутофагии в клетках U2OS-ARF 

Рис. 1. Оценка индуцируемой доксициклином экспрессии p14 ARF и его мутантных форм в клетках 
остеосаркомы
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Рис. 2. Измерение аутофагии в клетках U2OS-ARF в результате индукции различных форм p14ARF 
доксициклином

Рис. 3. Анализ уровня аутофагии в клетках U2OS-ARF после индукции ARF доксициклином. Цифрами 
указаны средние значения площади аутофагосом по трем повторам и стандартные ошибки среднего
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с доксициклинзависимой экспрессией 1–173 ARF и уко-
роченной формы 42–173 ARF с  уровнем аутофагии, на-
блюдаемым после активации делеционных мутантных 
форм. Была проанализирована динамика изменений 
маркера p62 в клетках U2OS-ARF, инкубированных с док-
сициклином в течение 48 часов методом иммуноблотин-
га. Выявлено, что индукция 1–173 и 42–173 ARF приводит 
к  деградации белка p62, которой не  наблюдалось при 
активации 1–100 ARF (рис. 2-А).

При оценке аутофагии иммунофлюорисцентным ана-
лизом по локализации белка LC3 слитого с флюорохро-
мом GFP установлено, что экспрессия 1–173 и  42–173 
ARF в клетках остеосаркомы увеличивало образование 
ярких, зеленых гранул вследствие вовлечения белка 
LC3-GFP в состав аутофагосом, что подтверждает ARF-о-
посредованный характер аутофагии. В  тоже время 
клетки с  активированным 1–100 или 1–140 ARF сохра-
няли диффузную зеленую окраску (рис.  2-Б). Подсчет 
GFP-LC3-позитивных клеток показал, что 1–173 и 42–173 

ARF способны эффективно стимулировать аутофагию, 
в отличие от мутантной формы 1–140 ARF, которая ока-
залась дефектной по данному процессу (рис. 2-В).

Электронная микроскопия также выявила значи-
тельную аккумуляцию аутофагосом после увеличения 
экспрессии 1–173 и 42–173 ARF, в то время как индукция 
1–100 и 1–140 ARF не активировала формирование ауто-
фагосом (рис. 3).

Заключение

На  основании полученных данных можно конста-
тировать следующее. Делеция концевого участка гена 
опухолевого супрессора p14ARF не  исключает его экс-
прессию в опухолевых клетках. В то же время активация 
неселективной ARF-опосредованной аутофагии у  чело-
века происходит только с участием С-концевого участка 
белка p14ARF, являющегося имманентной составляющей 
этого процесса.
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