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А.П. Будина, А.С. Соловьев

УДК: 616-056.57-006 А.П. Будина1, А.С. Соловьев2

Введение
Опухолевый супрессор ARF (от ан-

глийского Alternative Reading Frame) коди-
руется INK4a/ARF локусом, который нахо-
дится на 9 хромосоме и подвергается му-
тациям в 40% опухолей человека [1, 3, 6]. 
Уровень ARF (белок p14 у человека и p19 
у мышей) в нормальных клетках очень ни-
зок. Однако в ответ на активацию онкоге-
нов, таких как ras, myc, E2F1, E1a, v-Abl и 
других, экспрессия ARF значительно уве-
личивается. Активированный ARF стаби-
лизирует опухолевый супрессор p53, что 
приводит к остановке клеточного цикла и 
запрограммированной гибели клетки. В то 
же время  ARF может действовать как опу-
холевый супрессор независимо от присут-
ствия p53 в клетке и повышение его экс-
прессии в опухолевых клетках приводит 
к остановке клеточного цикла и апопто-
зу даже при отсутствии в них опухолево-
го супрессора  p53 [12]. Данные наблюде-
ния привели к активному поиску механиз-
мов, с помощью которых ARF подавля-
ет канцерогенез. Было показано, что ARF 
взаимодействует в ядре с нуклеофосмином 
(B23), что сопровождается ингибировани-
ем синтеза и транспорта рРНК в цитоплаз-
му, уменьшением количества зрелых рибо-

сом и приводит к нарушению роста опухо-
левых клеток [5,11]. Также было показано, 
что ARF регулирует транскрипцию таких 
онкогенов как Myc, E2F1 и DP1 путем не-
посредственного взаимодействия с ними. 
Данная функция ARF не зависит от статуса 
p53 в клетке [9]. 

Было установлено, что ARF локализу-
ется в митохондриях и индуцирует несе-
лективную аутофагию [2, 4]. В последние 
десятилетия, благодаря усовершенствова-
нию технологических приемов, было дока-
зано существование селективной аутофа-
гии [13, 15], в том числе селективной де-
градации митохондрий (митофагии) [14]. 
Оказалось, что митофагия играет важное 
значение в жизни клеток как в нормальных 
условиях, так и при патологии [7, 8]. Од-
нако молекулярные механизмы активации 
митофагии до конца не выяснены. В то же 
время изучение механизмов защиты клет-
ки от дисфункции митохондрий позволит 
найти более эффективные пути борьбы c 
онкологическими и нейродегенеративны-
ми заболеваниями.

Целью исследования явилось изуче-
ние роли транскрипционного фактора ARF 
в процессе селективной деградации мито-
хондрий. 

РОЛь ОПУхОЛЕВОГО СУПРЕССОРА ARF В 
АКТИВАЦИИ СЕЛЕКТИВНОй АУТОФАГИИ

1«Институт Вистар», г. Филадельфия, США
2ГБОУ ВПО «Смоленская государственная медицинская академия», г. Смоленск, Россия

Неуклонный рост частоты онкологических заболеваний диктует необходимость из-
учения молекулярных механизмов канцерогенеза и принципов работы опухолевых су-
прессоров. В данном исследовании была изучена роль опухолевого супрессора ARF  в 
активации селективной деградации митохондрий (митофагии). В экспериментах на клет-
ках остеосаркомы человека было показано, что повышение экспрессии ARF приводит к 
деполяризации мембран митохондрий и активации аутофагии, при которой поврежден-
ные митохондрии целенаправленно доставляются в аутофагосомы и элиминируются в 
процессе митофагии. Одним из возможных механизмов активации ARF – опосредован-
ной митофагии может быть взаимодействие ARF с белком-регулятором митофагии NIX.

Ключевые слова: аутофагия, митохондрии, митофагия, опухолевый супрессор, ARF
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Материал и методы исследования

Объектом исследования служили клет-
ки остеосаркомы человека (U2OS)  с вне-
дренным в них вектором pcDNA 4/TO-ARF. 
Экспрессия гена ARF в данной клеточной 
линии контролируется присутствием в сре-
де доксициклина. Культивирование кле-
ток в присутствии 100 нг/мл доксицикли-
на приводит к увеличению продукции ARF  
до уровня, сравнимого с количеством ARF  
в некоторых опухолях. Локализация транс-
крипционного фактора ARF  в митохондри-
ях подтверждалась выделением митохон-
дриальной фракции из клеток остеосаркомы 
при помощи набора Mitochondria Isolation 
Kit for Cultured Cells (PIERCE, США) и ее 
последующим анализом методом Вестерн 
блоттинга с использованием антител к ARF 
(Abcam, США), GRP75 и PCNA (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, США). 

Изменения трансмембранного элек-
трохимического потенциала митохондрий 
(Δψ) выявляли методом проточной цито-
метрии с использованием красителя JC-1 
(Guava Mitochondrial Depolarization Kit, 
Millipore, США). Этот катионный флуо-
рохром встраивается в митохондрии и об-
разует красные агрегаты с максимумом 
флюоресценции при длине волны 590 нм. 
Однако JC-1 способен изменять свои спек-
тральные характеристики в зависимости 
от величины Δψ. Регистрация подобных 
изменений в клетках остеосаркомы до и 
после индукции ARF осуществлялась на 
проточном цитометре производства Guava 
Technologies. В качестве положительно-
го контроля деполяризации митохондрий 
использовался известный разобщитель 
окислительного фосфолирирования CCCP 
(Abcam, США) в концентрации 10мкМ.

Способность ARF индуцировать ауто-
фагию/митофагию изучалась после повы-
шения экспрессии ARF следующими ме-
тодами: 1) количественный анализ марке-
ров аутофагии и белков митохондрий про-
водили методом иммуноблоттинга по стан-
дартной методике с использованием ан-
тител к белкам p62/SQSTM1 (Santa Cruz 
Biotechnology, Inc, Santa Cruz, США), LC3 

(Novus Biologicals, США), актин (Sigma, 
США), p53 (Calbiochem, США) и белкам 
митохондрий BAK NT (Upstate, США) и 
NIX (Sigma, США); 2) методом иммуно-
цитофлюоресцентного анализа, в котором 
клетки выращивали на покровных стеклах 
размером 18×18 мм, помещенных в сте-
рильные шестилуночные планшеты. За-
тем для визуализации аутофагосом, содер-
жащих митохондрии, клетки трансфециро-
вали плазмидой, кодирующей маркер ауто-
фагии белок LC3, меченный зелёной флю-
оресцентной меткой, и маркер митохон-
дрий MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, 
США). Для микроскопии клеточные куль-
туры фиксировали 4% раствором парафор-
мальдегида в течение 10 минут. Клетки на 
покровных стеклах переносили на пред-
метное стекло. Полученные препараты 
анализировали с помощью конфокальной 
микроскопии, используя микроскоп Nikon 
E600. Последующая оценка количества 
окрашенных митохондрий проводилась с 
помощью программы ImageJ. 

Существование ARF-NIX комплекса 
подтверждалось методом иммунопреципи-
тации по ранее описанной методике с по-
следующей детекцией преципитирован-
ных белков методом иммуноблоттинга [1].

Для всех полученных результатов были 
подсчитаны средние арифметические значе-
ния и их стандартные ошибки. Полученные 
данные обрабатывались статистически по 
t-критерию Стьюдента. Данные представле-
ны в виде M±m, где M – cреднее арифмети-
ческое значение, а m – cтандартная ошиб-
ка среднего. Значимыми считались разли-
чия при уровне значимости p<0,05. В каж-
дом случае проводили не менее 3 измере-
ний. Построение графиков и диаграмм про-
водили в программе Microsoft Excel, на гра-
фиках указаны стандартные отклонения. 
Обработку изображений проводили в про-
грамме Adobe Photoshop 7.0.

Результаты исследования 

Исследования показали, что увеличение 
экспрессии ARF в клетках остеосаркомы со-
провождалось деградацией белка p62 (вхо-
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дит в состав аутофагосомы и деградирует в 
процессе аутофагии) и накоплением расще-
пленной формы белка LC3, что свидетель-
ствует об активации ARF-опосредованной 
аутофагии. Наблюдалось также повышение 
экспрессии p53 в результате индукции ARF, 
что соответствует хорошо изученной роли 
ARF по стабилизации опухолевого супрес-
сора p53 (рисунок 1A). Для доказательства 
митохондриальной локализации белка ARF 
была выделена митохондриальная фракция 
из клеток остеосаркомы до и после индукции 
ARF. Вестерн блоттинг анализ показал, что 
часть белка ARF действительно локализуется 
в митохондриях (рисунок 1Б). Отсутствие в 
этой фракции цитоплазматического/ядерного 
белка PCNA и присутствие митохондриаль-
ного белка GRP75 служили контролем чисто-
ты митохондрий в данном эксперименте. 

Учитывая, что митохондриальный 
трансмембранный потенциал (Δψm) тесно 
связан с функциональным состоянием ми-
тохондрий в клетке, мы измерили Δψm в 
U2OS-ARF клетках с отсутствием либо по-
вышенным уровнем опухолевого супрес-
сора ARF. Кроме того, в качестве положи-
тельного контроля к данному эксперимен-
ту было проанализировано изменение Δψm  
в клетках остеосаркомы, инкубированных 
с протонофором CCCP (carbonyl cyanide 
m-chlorophenyl hydrazone), способным ра-
зобщать окислительное фосфорилирование 
путем повышения протонной проводимости 
через бислойные участки мембраны. Про-
точный цитометрический анализ выявил, 
что повышение экспрессии ARF в клетке 
приводит к деполяризации митохондрий до 
уровня, сравнимого с CCCP (рисунок 1В).

А – Вестерн блоттинг анализ клеточного лизата, полученного до и после активации ARF  в U2OS-ARF 
клетках, достигнутой  инкубацией их с доксициклином в течение 48 часов; Б - Вестерн блоттинг анализ 

содержания ARF в митохондриальной фракции клеток остеосаркомы после повышения экспрессии белка 
доксициклином; В – количественный анализ клеток содержащих деполяризованные митохондрии в клет-
ках U2OS-ARF с повышенной экспрессией ARF или после их инкубации с протонофором CCCP (в % по 

сравнению с контролем).
Рисунок 1 – Активация опухолевого супрессора ARF индуцирует 

неселективную аутофагию  и деполяризацию мембран митохондрий 
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Известно, что изменение мембранно-
го потенциала митохондрий является клю-
чевым звеном в запуске митохондриально-
го пути каспазного каскада во время апоп-
тоза. В то же время было показано, что ARF 
не активирует митохондриальный путь ак-
тивации апотоза [1]. Учитывая эти данные, 
можно предположить, что опухолевый су-
прессор ARF активирует селективную ау-
тофагию митохондрий, с помощью которой 
клетка элиминируют поврежденные мито-
хондрии. Для проверки данного предполо-
жения был использован метод изучения ми-
тофагии – исследование локализации ауто-
фагосом с митохондриями с помощью кон-
фокальной микроскопии. Активация дегра-
дации митохондрий сопровождается обра-
зованием аутофагосом, в которые достав-
ляются поврежденные митохондрии. Та-
ким образом, при использовании различ-
ных флуоресцентных меток для аутофаго-
сом (например зеленой метки) и для мито-
хондрий (например красной метки) мож-
но наблюдать наложение спектров при ак-
тивации митофагии (в данном случае нало-
жение зеленого цвета на красный дало бы 
желтый цвет). Следуя данной методике, мы 
трансфецировали клетки U2OS-ARF дву-
мя векторами: 1) вектором pDsRed-Mito, 
содержащим ген флуоресцентного белка 
DsRed слитый с сигналом локализациии в 
митохондриях от эукариотической формы 
цитохром с-оксидазы; 2) вектором GFP-
LC3, кодирующим белок аутофагосом LC3, 
меченный зеленой меткой GFP. Внедрение 
вектора pDsRed-Mito в клетки привело к 
флуоресцентному окрашиванию 100% ми-
тохондрий. Результаты конфокальной ми-
кроскопии полученной культуры показали, 
что в клетках с повышенным содержанием 
ARF маркер митохондрий Mito-DsRed ло-
кализован в тех же субклеточных компар-
тментах, что и зеленый белок аутофагосом 
GFP-LC3 (рисунок 2А, наложение спек-
тров указано стрелками). Эти данные гово-
рят об активации деградации митохондрий  
при экспрессии ARF. Для исследования 
влияния ARF – опосредованной аутофагии 
на количество митохондрий проводилось 

культивирование клеток остеосаркомы с 
меченными красным флуорохромом мито-
хондриями в присутствии доксициклина в 
течении 48 часов. Изменение флуоресцен-
ции оценивали методом конфокальной ми-
кроскопии. Было найдено, что количество 
клеток, содержащих митохондрии было 
значительно меньше после индукции ARF 
по сравнению с контролем. Количествен-
ный анализ площади митохондрий показал, 
что в результате экспрессии ARF площадь 
клеток содержащих митохондрии умень-
шилась в 5 раз (рисунок 2В). Митохондрии, 
не подвергшиеся деградации, формирова-
ли взаимосвязанную тубулярную сеть (ри-
сунок 2Б, указано стрелкой). Можно пред-
положить, что изменение морфологии ми-
тохондрий защищает их от митофагии так 
как, по-видимому, размер тубулярных орга-
нелл превышает размер аутофагосом.

Если ARF действительно активиру-
ет митофагию, то экспрессия ARF должна 
сопровождаться уменьшением уровня ми-
тохондриальных белков в клетке. Вестерн 
блоттинг анализ подтвердил, что активация 
ARF – опосредованной аутофагии в клет-
ках остеосаркомы человека приводит к де-
градации белков митохондрий, таких как 
NIX, BAK NT и цитохром С (рисунок 3А). 
Полученные результаты свидетельствуют 
о селективном характере ARF – индуциро-
ванной аутофагии. Активация аутофагии 
в U2OS-ARF клетках подвергшихся голо-
данию, достигнутому инкубацией клеток с 
HBSS буфером, носила неселективный ха-
рактер. При этом активация аутофагии не 
сопровождалась изменением уровня мито-
хондриального белка BAK NT (рисунок 3Б). 

Известно, что белки внешней митохон-
дриальной мембраны BNIP3 и NIX/BNIP3L 
способствуют транспорту деполяризован-
ных органелл в аутофагосомы путем не-
посредственного взаимодействия с белком 
аутофагосомальной мембраны LC3 [10]. 
Мы предположили, что одним из потенци-
альных механизмов активации ARF – опо-
средованной митофагии может быть взаи-
модействие ARF с белком-регулятором ми-
тофагии NIX. Наличие комплекса между 
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А и Б – иммуноцитофлуоресцентный анализ клеточной линии U2OS-ARF до и после активации ARF, до-
стигнутой инкубацией клеток с доксициклином в течение 48 часов; В – таблица отражает количествен-

ный анализ площади клеток, содержащих меченные флуорохромом митохондрии в зксперименте.
Рисунок 2 – Опухолевый супрессор ARF активирует 

селективную деградацию митохондрий

А – Вестерн блоттинг анализ уровня митохондриальных белков BAK NT, NIX, цитохром C а также марке-
ра аутофагии p62 до и после инкубации клеток остеосаркомы с доксициклином; Б – количественный ана-
лиз белка митохондрий BAK NT  и маркера аутофагии p62 в U2OS-ARF клетках до и после индукции ме-

таболического стресса буфером HBSS.
Рисунок 3 – ARF активирует деградацию белков 
митохондрий клеток остеосаркомы (U2OS-ARF)
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этими белками было подтверждено мето-
дом иммунопреципитации (рисунок 4). 

Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что повышение экспрес-
сии ARF, по-видимому, запускает NIX-
зависимый путь деградации митохондрий.

Заключение

Полученные данные доказывают роль 
опухолевого супрессора ARF в активации 
селективной деградации митохондрий. 
Увеличение экспрессии ARF сопровожда-
ется деполяризацией мембран митохон-
дрий с последующей активацией аутофа-
гии, при которой поврежденные митохон-
дрии целенаправленно доставляются в ау-
тофагосомы и элиминируются в процессе 
митофагии.  В этом процессе, по-видимому, 
важную роль играет взаимодействие меж-
ду ARF и белком митохондрий NIX.
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Рисунок 4 – Опухолевый 
супрессор ARF взаимодействует с 
митохондриальным белком NIX: 
реакция ко-иммунопреципитации 

белка ARF с белком NIX до и после 
инкубации клеток остеосаркомы с 
доксициклином в течение 24 часов
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THE ROlE OF ARF TuMOR SuPPRESSOR IN 
AcTIVATION OF SElEcTIVE AuTOPHAGY

Increasing cancer incidence creates the necessity to study molecular mechanisms of ma-
lignant tranformation as well as molecular basis of tumor suppression by tumor suppressor 
genes. In this report we established the role of ARF tumor suppressor in activating selective 
degradation of mitochondria (mitophagy). Using osteosarcoma cell line, we showed that ARF 
overexpression leads to mitochondrial membrane depolarization and autophagy activation, in 
which damaged mitochondria are selectively delivered to autophagosomes for degradation by 
the process called mitophagy. One of the possible mechanisms of ARF-mediated mitophagy 
could be the interaction between ARF and a regulator of mitophagy NIX.

Key words: autophagy, mitochondria, mitophagy, tumor suppressor, ARF
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