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ВВЕДЕНИЕ
Киназы ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 
1/2) играют ключевую роль в таких важнейших про-
цессах, как пролиферация, выживание и дифферен-
цировка клеток [1, 2]. При этом влияние активации 
ERK на эти процессы часто зависит от типа клеток, 
природы активирующего сигнала, его продолжитель-
ности и динамики активности ERK, что существенно 
затрудняет выявление конкретной роли ERK в кле-

точных процессах. Обычно активация ERK связана 
с сигналами выживания и пролиферации клеток [3]. 
Тем не менее, в зависимости от типа клеток ингиби-
рование ERK может как стимулировать гибель кле-
ток, так и препятствовать ей [4].

Появление различных репортерных систем, по-
зволяющих отслеживать активность ERK в живых 
клетках, стимулировало развитие исследований 
в этой области [5–9]. Тем не менее, пока не суще-
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ствует общепринятой модели, описывающей вли-
яние ERK на дифференцировку клеток. Известно, 
что ERK прямо блокирует активность таких факто-
ров транскрипции, связанных с плюрипотентностью, 
как NANOG, OCT4, KLF2 и KLF4 [10, 11]. Снижение 
активности ERK, например, с помощью ингибиторов 
MEK, стимулирует самообновление эмбриональных 
стволовых клеток посредством блокирования ERK-
зависимой дифференцировки [12]. При этом в ряде 
случаев ингибирование ERK стимулирует диффе-
ренцировку клеток, например, клеток нейроэктодер-
мы или мезенхимальных стволовых клеток костного 
мозга [13, 14]. В процессе дифференцировки клеток 
важную роль играют многие ростовые факторы, та-
кие, как FGF, NGF, PDGF, BDNF, EGF и IGF-1 [15, 
16]. На поздних стадиях дифференцировки часто 
требуются определенные факторы роста, опреде-
ляющие выживание дифференцированных клеток. 
При этом многие факторы роста действуют посред-
ством активации ERK. Таким образом, активация 
ERK может по-разному влиять на процесс диффе-
ренцировки в зависимости от стадии и типа клеток.

Активность ERK повышена в большинстве зло-
качественных опухолей, в частности, за счет акти-
вирующих мутаций в сигнальном каскаде MAPK. 
При этом активирующие мутации в генах RAS 
блокируют дифференцировку эпидермальных кле-
ток [17–19]. Изучение процессов дифференцировки 
злокачественных клеток необходимо для понимания 
процессов онкотрансформации клеток и разработки 
подходов к терапии опухолей. Так, подходы, осно-
ванные на стимуляции дифференцировки клеток 
с помощью ретиноевой кислоты, применяются в те-
рапии нейробластом [20] и некоторых типов лей-
козов [21]. Кроме того, ингибирование сигнального 
каскада RAS-MEK-ERK рассматривается как пер-
спективный подход к терапии рабдомиосарком, 
астроцитом и нейробластом [22–24].

При тестировании эффективности ингибиторов 
ERK на клетках различной природы мы замети-
ли морфологические изменения в некоторых ти-
пах клеток, схожие с изменениями, возникающими 
в процессе дифференцировки. В нашей работе с по-
мощью репортерной системы, которая позволяет 
прижизненно измерять активность ERK в индиви-
дуальных клетках, проведен количественный ана-
лиз взаимосвязи активности ERK и дифференци-
ровки злокачественных клеток различной природы.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные культуры и препараты
Перевиваемые клетки рабдомиосаркомы TE-671, 
астроцитомы U-251, эмбриональные клетки почки 

HEK293T культивировали в среде DMEM (Gibco, 
США), а клетки нейробластомы SH-SY5Y – в сре-
де RPMI-1640 (Gibco), содержащей 10% эмбрио-
нальной сыворотки крупного рогатого скота (FBS), 
100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина, 
1 мМ пируват натрия, 2 мМ L-глутамин, при 370C 
и 5% CO2. Все клеточные линии подарены Heinrich-
Pette Institute – Leibniz Institute for Experimental 
Virology (Гамбург, Германия). В работе использова-
ли полностью транс-ретиноевую кислоту (R2625) 
и краситель ДНК Hoechst 33342 (14533) производ-
ства компании Sigma-Aldrich (США). Использовали 
ингибиторы ERK: SCH772984 (S7101), Ulixertinib 
(S7854) и VX-11e (S7709) производства компании 
Selleckchem (США). Все препараты были изначаль-
но разведены в ДМСО. Использовали также реком-
бинантные факторы роста человека: EGF (ab179628), 
IGF-1 (ab9573), NGF (ab179616) и BDNF (ab206642) 
производства компании Abcam (Великобритания).

Получение репортерных клеточных линий 
ERK-KTR
Лентивирусные частицы, направляющие экспрес-
сию гена, кодирующего репортерный белок ERK-
KTR, получены с помощью кальций-фосфатной 
трансфекции клеток HEK293T с использованием 
набора ProFection® Mammalian Transfection System 
(Promega, США, E1200). Использовали упаковыва-
ющие плазмиды третьего поколения pMDLg/pRRE, 
pRSV-Rev и плазмиду, кодирующую белок оболоч-
ки VSV-G. Лентивирусный вектор pLentiCMV Puro 
DEST ERKKTRClover получен из Addgene (#59150). 
Клетки TE-671, SH-SY5Y и U-251 после лентиви-
русной трансдукции отбирали на антибиотике пу-
ромицине (Sigma-Aldrich, P7255) до получения бо-
лее 80% клеток, позитивных по репортерному белку. 
После лентивирусной трансдукции проводили се-
лекцию клеток TE-671, SH-SY5Y и U-251 на средах, 
содержащих пуромицин (0.5–2 мкг/мл), что позволи-
ло получить популяцию клеток, более 80% которых 
содержали репортерный белок.

Программная обработка изображений клеток 
и расчет активности ERK и длины клеток
Микрофотографии клеток получали на автоматизи-
рованном флуоресцентном микроскопе Leica DMI8 
(Германия). Изображения обрабатывали с помощью 
программного обеспечения CellProfiler 4. Для опре-
деления сегментации ядер, окрашенных красителем 
Hoechst 33342, использовали алгоритм бинаризации 
полутоновых изображений методом Оцу. Границы 
цитоплазмы определяли по наличию сигнала флу-
оресцентного репортера ERK-KTR, используя поло-
жение ядер для определения границ клеток с помо-
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щью алгоритма бинаризации изображений Sauvola 
Thresholding. Для расчета длины цитоскелета и кле-
точных отростков сначала задавали тело клетки (об-
ласть радиусов в 3–5 пикселей вокруг ядра), после 
чего проводили бинаризацию цитоскелета по нали-
чию сигнала флуоресцентного репортера. Параметры 
бинаризации подбирали на всех этапах для каждо-
го типа клеток. Неправильно распознанные клетки, 
устранение выбросов и артефактов, последующую 
обработку данных проводили с помощью оригиналь-
ных алгоритмов в Python 3.8. Использованные про-
токолы для CellProfiler доступны по ссылке: https://
github.com/CancerCellBiology/ActaNaturae-2021.

Измерение экспрессии генов
Суммарную РНК выделяли методом хлороформ-
тризольной экстракции реагентом TRIzol (Thermo 
Scientific, США, 15596018) согласно протоколу 
производителя. Суммарную РНК (1 мкг) исполь-
зовали для получения кДНК с помощью набора 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 
Scientific, K1622) согласно протоколу производителя. 
Экспрессию анализировали методом ПЦР в реаль-
ном времени с использованием набора qPCRmix-
HS SYBR («Евроген», Россия, PK147L) на приборе 
Bio-Rad CFX96 (США). Результаты обрабатывали 
с помощью программного обеспечения Bio-Rad CFX 
Manager 3.1 и GraphPad Prism 9.1. Список прайме-
ров приведен в таблице.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Создание клеточных линий, экспрессирующих 
репортер ERK-KTR
Роль ERK в дифференцировке клеток мы изучали 
на трех линиях злокачественных клеток различной 
природы, способных к дифференцировке in vitro: 
клетках нейробластомы SH-SY5Y, астроцитомы 
U-251 MG и рабдомиосаркомы TE-671. С помощью 
лентивирусной трансдукции клеток этих линий по-
лучены клетки, экспрессирующие репортер активно-
сти ERK – ERK-KTR (kinase translocation reporter) – 
химерный белок, состоящий из участка белка ELK1, 
с которым связываются киназы ERK1/2, сигналов 
ядерной локализации NLS (nuclear localization signal) 
и ядерного экспорта NES (nuclear extraction signal), 
а также зеленого флуоресцентного белка mClover 
[25]. Сигнал NLS в составе химерного белка акти-
вирован в отличие от NES, что обеспечивает пре-
имущественно ядерную локализацию репортерного 
белка. Активированные киназы ERK1/2 попадают 
в ядро клетки, где связываются с участком белка 
ELK1 и фосфорилируют участки NLS и NES. Это 
приводит к активации сигнала экспорта из ядра 

Праймеры, использованные в ПЦР в реальном времени

Праймер Нуклеотидная последовательность 5’→3’
GAPDH pr1 GAGCCCGCAGCCTCCCGCT
GAPDH pr2 GCGCCCAATACGACCAAATC
PROM1 pr1 CCTGGTCCAACAGGGCTATC
PROM1 pr2 TCGTGGTTTGGCGTTGTACT

RBFOX3 pr1 CAGACAGTGCCGCAGACAG
RBFOX3 pr2 TTCTCTGTAGGGTCGGAGGG
TUBB3 pr1 ATGAGCATGGCATCGACCC
TUBB3 pr2 AGGCACGTACTTGTGAGAAGA
MYOG pr1 TCAGCTCCCTCAACCAGGAG
MYOG pr2 CCGTGAGCAGATGATCCCC
PAX7 pr1 CACTGTGACCGAAGCACTGT
PAX7 pr2 TCCAGCCGGTTCCCTTTGT
EGFR pr1 AGGAGAGGAGAACTGCCAGAA
EGFR pr2 TCTCGGAATTTGCGGCAGAC
IGF1R pr1 CATCCGACGGGGGAATAACA
IGF1R pr2 GCTGCAAGTTCTGGTTGTCG

NTRK1 pr1 CCATCCCTGACACTAACAGCA
NTRK1 pr2 GCACAAGGAGCAGCGTAGAA
NTRK2 pr1 CTGAACCAAGCACGGTTTCC
NTRK2 pr2 CAGGGGCAGAAACTCCAGAA

и деактивации сигнала ядерной локализации, в ре-
зультате чего репортерный белок транспортируется 
из ядра в цитоплазму. В цитоплазме под действием 
клеточных фосфатаз репортерный белок дефосфори-
лируется и переходит обратно в ядро. В зависимости 
от уровня активности ERK устанавливается баланс 
в распределении репортерного белка в ядре и цито-
плазме. Присутствие флуоресцентного белка в со-
ставе репортера позволяет оценить активность ERK 
по соотношению интенсивности сигнала от флуорес-
центного белка в цитоплазме и ядре. Таким образом, 
репортер ERK-KTR позволяет прижизненно опре-
делять активность ERK в индивидуальных клетках 
с помощью флуоресцентного микроскопа.

Далее мы обработали клетки, экспрессирующие 
репортер ERK-KTR, ингибиторами ERK и полно-
стью транс-ретиноевой кислотой (ATRA), которая 
широко используется для индукции дифферен-
цировки клеток различных типов, а также в те-
рапии нейробластомы. Для первоначального теста 
мы выбрали три ингибитора ERK, которые показа-
ли свою эффективность в клинических испытани-
ях: SCH772984, Ulixertinib и VX-11e. Клетки обра-
батывали ингибиторами ERK (250 нМ) или ATRA 
(10 мкМ) в течение 72 ч, а затем делали фотографии 
на флуоресцентном микроскопе. Все ингибиторы 
существенно снизили активность ERK, что видно 
по изменению распределения флуоресцентного сиг-
нала в ядре и цитоплазме (рис. 1А). Мы также заме-
тили морфологические изменения клеток SH-SY5Y 
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под действием ATRA; TE-671 и U-251 – под дей-
ствием ингибиторов ERK. Наиболее выраженные 
изменения вызывал препарат SCH772984 (рис. 1А). 
Наблюдаемые морфологические изменения включа-
ли удлинение клеточных отростков и цитоскелета 
в целом, особенно в клетках TE-671. Эти изменения 
похожи на описанные ранее морфологические изме-
нения, характерные для дифференцировки клеток. 
Для численного анализа наблюдаемых изменений 
мы создали алгоритмы для программы CellProfiler 4, 
которые позволяют определить ядра клеток (пред-
варительно окрашенные красителем Hoechst 33342) 
и цитоплазму каждой клетки по флуоресценции 
белка mClover (рис. 1Б). На основании медианных 
интенсивностей mClover в ядре и цитоплазме рас-
считана активность ERK в отдельных клетках, а по 
форме цитоплазмы измерена длина цитоскелета 
клеток с учетом отростков. Такой алгоритм позво-
лил оценить изменения средней активности ERK 
и длины цитоскелета при каждом воздействии, 

а также сопоставить активность ERK и изменения 
длины цитоскелета в индивидуальных клетках.

Активность ERK связана с дифференцировкой 
клеток
Воздействие ретиноевой кислоты привело к сниже-
нию активности ERK в клетках всех трех линий: 
SH-SY5Y, U-251 и TE-671. Однако это снижение 
было менее выраженным по сравнению с действием 
ингибиторов ERK SCH772984, Ulixertinib и VX-11e 
(рис. 2А). При этом ретиноевая кислота вызвала уд-
линение отростков только у клеток нейробластомы 
SH-SY5Y. Индукция дифференцировки и, как след-
ствие, удлинение клеточных отростков – хорошо 
известное действие ретиноевой кислоты на клет-
ки нейробластомы. Ингибиторы ERK, в свою оче-
редь, не вызывали удлинения цитоскелета клеток 
SH-SY5Y (рис. 2Б). Интересно, что в клетках U-251 
и TE-671 мы наблюдали обратные эффекты. Так, 
ретиноевая кислота не влияла на длину клеток 

Рис. 1. Клетки 
SH-SY5Y, U-251 
и TE-671, экспрес-
сирущие репортер 
ERK-KTR. А – фото-
графии клеток SH-
SY5Y, U-251 и TE-671 
через 72 ч после 
добавления 10 мкМ 
транс-ретиноевой 
кислоты (ATRA) 
или 250 нМ ингиби-
тора ERK SCH772984 
(SCH). Б – обработка 
фотографий клеток 
с помощью про-
граммного обеспе-
чения CellProfiler 4. 
Фотографии при-
ведены в градиенте 
серого. Зеленым 
выделены границы 
цитоплазмы клеток, 
синим – ядра клеток, 
определенные с по-
мощью окрашивания 
красителем ДНК 
Hoechst 33342

ДМСО ATRA 10 мкМ SCH 250 нМ

SH-SY5Y

U-251 

TE-671 
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А

Б



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 13  № 4 (51)   2021 | ACTA NATURAE | 73

TE-671 и даже уменьшала длину U-251. При этом 
ингибиторы ERK, особенно SCH772984, существен-
но увеличивали длину клеток TE-671 и U-251, 
в том числе за счет удлинения клеточных отрост-
ков (рис. 2Б). Стоит также отметить, что препарат 
SCH772984 оказался наиболее сильным ингибитором 
ERK (рис. 2А), и именно он наиболее сильно влиял 
на длину клеток U-251 и TE-671. 

Чтобы проверить, связаны ли наблюдаемые мор-
фологические изменения с дифференцировкой 
клеток, мы измерили экспрессию мРНК генов, ко-
дирующих маркеры дифференцировки (рис. 2В). 
Мы измерили экспрессию гена PROM1, который 
кодирует белок CD133, во всех клетках. Экспрессия 
этого гена характерна для недифференцированных 
клеток, в том числе для злокачественных стволовых 
клеток нейробластомы, глиобластомы и недифферен-
цированных клеток рабдомиосаркомы. Также мы вы-
брали гены, экспрессия которых может меняться 
при дифференцировке нейральных клеток: RBFOX3, 
который кодирует белок NeuN [26, 27], а также 
ген β3-тубулина TUBB3 [27]. Поскольку известно, 
что клетки рабдомиосаркомы TE-671 могут диффе-
ренцироваться в мышечные клетки, то для анали-
за дифференцировки этих клеток мы выбрали ген 
миогенина MYOG и транскрипционного фактора 
PAX7 [28]. Миогенин – это один из основных мар-
керов дифференцировки мышечных клеток, а фак-
тор PAX7 является важным регулятором ранней 
дифференцировки таких клеток. Нами обнаружен 
существенный рост экспрессии генов MYOG и PAX7, 
а также снижение экспрессии PROM1 в клетках 
TE-671 после воздействия SCH772984. Ретиноевая 
кислота не вызвала заметных изменений в экспрес-
сии данных генов. Отмечено также небольшое сни-
жение экспрессии PROM1 в клетках U-251, обрабо-
танных SCH772984, и снижение экспрессии TUBB3 
после воздействия ретиноевой кислоты. В клетках 
SH-SY5Y не обнаружено существенных изменений 
экспрессии генов. Интересно, что клетки TE-671, 
длина которых под действием SCH772984 увели-
чилась наиболее сильно, имели низкую активность 
ERK (рис. 2Г). Эти данные указывают на существо-
вание связи между активностью тирозинкиназы 
ERK и дифференцировкой клеток TE-671 на уровне 
как всей популяции, так и индивидуальных клеток.

Ингибирование ERK меняет экспрессию 
рецепторов ростовых факторов
Как ингибитор ERK SCH772984 и ретиноевая кислота 
влияют на чувствительность клеток к ростовым фак-
торам? Чтобы понять это, мы обработали клетки пре-
паратами в течение 72 ч, а затем отмыли от культу-
ральной среды, содержащей препараты, и добавили 

к клеткам среду без сыворотки, поскольку содержа-
щиеся в сыворотке ростовые факторы могут сильно 
влиять на активность ERK. Через 12 ч после смены 
среды к клеткам добавляли ростовые факторы в кон-
центрации 100 нг/мл. Мы выбрали факторы роста, 
которые могут активировать ERK в клетках различ-
ной природы, участвуют в нейральной или миоген-
ной дифференцировке и могут стимулировать вы-
живание клеток: эпидермальный фактор роста (EGF) 
[29], инсулиноподобный фактор роста 1 (IGF-1) [30], 
фактор роста нервов (NGF) [15, 31] и нейротрофиче-
ский фактор мозга BDNF [15]. Все ростовые факторы 
значительно активировали ERK в клетках нейробла-
стомы SH-SY5Y, в том числе после индукции диф-
ференцировки клеток ретиноевой кислотой и обра-
ботки клеток ингибитором ERK SCH772984 (рис. 3А). 
Ростовые факторы также активировали ERK в кон-
трольных клетках астроцитомы U-251 (обработанных 
только ДМСО) и клетках, обработанных SCH772984 
(рис. 3А). Однако обработка клеток U-251 ретиноевой 
кислотой привела к менее выраженному эффекту 
EGF, IGF-1 и BDNF. Интересно, что мы не обнаружи-
ли статистически значимого влияния ростовых фак-
торов на контрольные клетки TE-671 и клетки, об-
работанные ретиноевой кислотой. Дифференцировка 
клеток TE-671, вызванная SCH772984, сделала клет-
ки чувствительными ко всем факторам роста. Важно 
отметить, что недифференцированные клетки TE-
671 в среде без сыворотки имели высокую актив-
ность ERK, сравнимую с активностью в присутствии 
сыворотки, тогда как после обработки ингибитором 
ERK в течение 72 ч базальная активность ERK была 
значительно ниже. Возможно, что изначально высо-
кая базальная активность ERK в TE-671 не позволя-
ет выявлять значимые изменения активности ERK 
под действием ростовых факторов. Тем не менее, 
даже после продолжительного воздействия инги-
битора ERK SCH772984 все клетки либо сохранили, 
либо приобрели способность реагировать на действие 
факторов роста (рис. 3А).

Поскольку действие факторов роста может зави-
сеть как от базальной активности ERK, так и от из-
менения представленности рецепторов факторов 
роста в ходе дифференцировки, мы измерили из-
менение экспрессии мРНК рецепторов. С этой це-
лью выбрали гены NTRK1 и NTRK2, кодирующие 
основные рецепторы использованных факторов 
роста NGF и BDNF (TrkA и TrkB); IGF1R, коди-
рующий рецептор IGF-1; и EGFR, кодирующий 
рецептор EGF. Экспрессия гена NTRK2 – одного 
из основных маркеров дифференцировки клеток 
нейробластомы, существенно увеличилась в клет-
ках SH-SY5Y под действием ретиноевой кисло-
ты (рис. 3Б). Аналогичные изменения экспрессии 
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Рис. 2. Изменения активности ERK и длины клеток под действием ретиноевой кислоты и ингибиторов ERK.  
А – распределения активности (скрипичные диаграммы) ERK в клетках SH-SY5Y, U-251 и TE-671 через 72 ч после 
добавления 10 мкМ транс-ретиноевой кислоты (ATRA) или 250 нМ ингибиторов ERK SCH772984 (SCH), Ulixertinib 
(Ulix) и VX-11e. В качестве контроля к клеткам добавляли ДМСО, поскольку все препараты разведены в ДМСО. 
Каждое измерение проводили для фотографий шести полей, выбранных случайным образом (медианные зна-
чения для каждого поля отмечены точками). На графиках приведены значения отношения интенсивности сигнала 
репортерного белка в цитоплазме к сигналу в ядре. Б – распределения длины клеток (скрипичные диаграммы) 
в пикселях через 72 ч после добавления препаратов. Скрипичные диаграммы построены по результатам из-
мерения активности ERK и длины не менее чем 300 уникальных клеток. Точками указаны медианные значения 
для каждого из шести проанализированных независимых полей, выбранных случайным образом. На скрипич-
ных диаграммах отмечены стандартные отклонения (SD), статистическую значимость определяли непараме-
трическим тестом по U-критерию Манна–Уитни. В – результаты измерения экспрессии генов PROM1 (CD133), 
RBFOX3 (NeuN), TUBB3 (β3-тубулин), MYOG (миогенин) и PAX7 с помощью ПЦР в реальном времени, через 
72 ч после добавления препаратов. Данные ПЦР нормированы на экспрессию гена GAPDH в каждой пробе, 
результаты представлены как логарифм изменения экспрессии гена относительно контроля (клетки, обрабо-
танные ДМСО). Опыты по измерению экспрессии генов выполнены в трех повторах. На графиках показаны 
средние значения изменения экспрессии и 95% доверительный интервал. Статистическую значимость опреде-
ляли методом t-критерия Стьюдента. Г – распределение активности ERK и длины индивидуальных клеток линии 
TE-671 через 72 ч после добавления препаратов. Активность ERK выражена в единицах отношения интенсивности 
сигнала репортерного белка в цитоплазме к сигналу в ядре. Длина указана в количестве пикселей, которые за-
нимает клетка на фотографии.*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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NTRK2 мы обнаружили в клетках TE-671, обра-
ботанных SCH772984. Ретиноевая кислота вызва-
ла небольшой рост экспрессии NTRK1 в клетках 
TE-671 и SH-SY5Y. При этом в клетках U-251 экс-
прессия NTRK1 существенно снизилась после об-

работки ретиноевой кислотой, а экспрессия NTRK2 
снизилась под воздействием и ретиноевой кислоты, 
и SCH772984 (рис. 3Б). Не обнаружено значитель-
ных изменений экспрессии EGFR и IGF1R. Эти дан-
ные указывают на то, что повышенная чувствитель-
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ность клеток TE-671 к ростовым факторам может 
быть связана как со снижением базального уровня 
активности ERK, так и с ростом экспрессии рецеп-
торов, например, в случае TrkA и TrkB.

ОБСУЖДЕНИЕ
В данной работе мы изучили влияние ретиноевой 
кислоты на активность ERK, а также влияние ин-
гибирования ERK на процессы дифференцировки 
злокачественных клеток трех типов. Нами обнару-
жена прямая связь между снижением активности 
тирозинкиназы ERK в клетках астроцитомы U-251 

и рабдомиосаркомы TE-671 и морфологически-
ми изменениями этих клеток, ассоциированными 
с дифференцировкой. Воздействие ингибитора ERK 
SCH772984 в течение 72 ч на клетки TE-671 при-
вело к значительному увеличению экспрессии гена 
миогенина MYOG. Повышенная экспрессия миоге-
нина считается основным маркером дифференци-
ровки скелетных мышц [32]. Обнаружено снижение 
экспрессии гена PROM1, характерного для зло-
качественных стволовых клеток. Совокупность 
изменений в экспрессии генов PROM1 и MYOG 
и значительные морфологические изменения кле-

Рис. 3. Влияние ингибирования ERK и ретиноевой кислоты на действие факторов роста. А – распределения актив-
ности (скрипичные диаграммы) ERK через 30 мин после добавления факторов роста EGF, IGF-1, NGF и BDNF 
(100 нг/мл каждый) к клеткам SH-SY5Y, U-251 и TE-671, предварительно обработанным 10 мкМ ретиноевой 
кислоты (ATRA) или 250 нМ ингибитора ERK SCH772984 (SCH) в течение 72 ч. Обработку клеток ДМСО использо-
вали в качестве контроля. NTC (non-treated control) – клетки, к которым добавляли культуральную среду без ро-
стовых факторов. Точками указаны медианные значения для каждого из шести проанализированных независи-
мых полей, выбранных случайным образом. На скрипичных диаграммах отмечены стандартные отклонения (SD), 
статистическую значимость определяли непараметрическим тестом по U-критерию Манна–Уитни. Б – результа-
ты измерения экспрессии генов EGFR, IGF1R, NTRK1 (TrkA) и NTRK2 (TrkB) с помощью ПЦР в реальном времени 
через 72 ч после добавления препаратов. Данные ПЦР нормированы на экспрессию гена GAPDH в каждой про-
бе, результаты представлены как логарифм изменения экспрессии гена относительно контроля (клетки, обрабо-
танные ДМСО). Опыты по измерению экспрессии генов выполнены в трех повторах. Показаны средние значения 
изменения экспрессии и 95% доверительный интервал. Статистическую значимость определяли с использовани-
ем t-критерия Стьюдента. * p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001
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ток TE-671, обусловленные действием SCH772984, 
указывают на индукцию миогенной дифференци-
ровки. Полученные нами результаты согласуются 
с опубликованными данными, согласно которым 
ингибиторы MEK инициируют дифференцировку 
клеток рабдомиосаркомы [22]. При этом ингибиро-
вание MEK в течение 72 ч приводит к снижению 
экспрессии гена PAX7 [28], тогда как при прямом 
ингибировании ERK наблюдали существенный 
рост экспрессии PAX7. Считается, что PAX7 не-
обходим для инициации миогенной дифференци-
ровки и уровень его экспрессии повышен в ранних 
клетках-предшественниках скелетных мышц [33]. 
На поздних стадиях дифференцировки экспрессия 
PAX7 обычно снижается, однако нет однозначных 
данных о влиянии изменения экспрессии PAX7 
на дифференцировку клеток при подавлении ERK. 
Наблюдаемые различия в экспрессии PAX7 связаны, 
возможно, с различиями в эффектах ингибирования 
MEK и ERK. Мы не обнаружили существенных из-
менений в экспрессии маркеров нейральной диффе-
ренцировки NeuN и β3-тубулина на уровне мРНК 
в клетках SH-SY5Y и U-251, обработанных рети-
ноевой кислотой или ингибитором ERK SCH772984. 
Однако в клетках SH-SY5Y ретиноевая кислота вы-
зывала значительное увеличение экспрессии рецеп-
тора TrkB – основного маркера дифференцировки 
этих клеток. Интересно, что дифференцировка кле-
ток TE-671, вызванная ингибированием ERK, приво-
дила к повышению экспрессии TrkB. Это указыва-
ет на возможное сходство в регуляции экспрессии 
TrkB в этих типах клеток при дифференцировке. 
В случае клеток астроцитомы U-251 требуется 
подбор маркеров дифференцировки, подходящих 
для проведения ПЦР-анализа.

С помощью репортерной системы ERK-KTR 
мы показали, что длина клеток TE-671 зависит 
от уровня снижения активности ERK как во всей 
популяции, так и в каждой отдельной клетке. Это 
указывает на существование прямой взаимосвязи 
между активностью ERK и дифференцировкой кле-
ток. Аналогичные результаты получены для клеток 
астроцитомы U-251. Дифференцировка клеток ней-
робластомы SH-SY5Y с помощью ретиноевой кис-
лоты также привела к снижению активности ERK. 
Однако прямое ингибирование ERK в клетках SH-
SY5Y не приводит к инициации дифференцировки, 
что указывает на вторичную роль снижения ак-
тивности ERK под действием ретиноевой кислоты. 
Некоторые исследования показывают, что активация 
ERK в нейральных стволовых клетках или ранних 
предшественниках инициирует дифференцировку 
в нейроны и подавляет дифференцировку в глиаль-
ные клетки [34, 35]. Следует отметить, что в астроци-

томах [36] и рабдомиосаркомах [37, 38] часто встреча-
ются мутации непосредственно в сигнальном каскаде 
MAPK, приводящие к гиперактивации ERK, тогда 
как в нейробластомах такие мутации находят отно-
сительно редко. Клетки TE-671 содержат мутацию 
в гене NRAS(Q61H) [39, 40], которая приводит к ги-
перактивации ERK, а клетки U-251 – делецию гена 
NF1 [41], который кодирует белок нейрофибромин – 
негативный регулятор активности белков RAS и все-
го сигнального каскада RAS-MEK-ERK [42]. Мутация 
в рецепторной тирозинкиназе ALK(F1174L) тоже 
приводит к активации ERK в клетках SH-SY5Y, од-
нако не регулирует непосредственно сигнальный ка-
скад RAS-MEK-ERK. Возможно, что именно мутации 
в каскаде RAS-MEK-ERK обуславливают инициацию 
дифференцировки клеток TE-671 и U-251 в резуль-
тате ингибирования ERK [40]. 

У нашего исследования имеется несколько огра-
ничений. Хотя мы видим возникновение морфо-
логических изменений и изменений в экспрессии 
генов под действием ингибиторов ERK, но не мо-
жем сказать, до какой именно стадии происходит 
дифференцировка клеток. Кроме того, неизвест-
но, возможна ли дифференцировка клеток TE-671 
в полноценные мышечные клетки при ингибирова-
нии ERK. Тем не менее, ингибирование ERK может 
быть, как минимум, инициирующим событием, кото-
рое не препятствует действию ростовых факторов. 
Также нельзя однозначно утверждать, что наблюда-
емые изменения морфологии клеток U-251 являют-
ся именно дифференцировкой. Поэтому необходимо 
проведение дополнительных опытов, в том числе 
поиск надежных маркеров дифференцировки.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В нашей работе показана связь морфологических 
изменений, ассоциированных с дифференцировкой 
клеток TE-671, U-251 и SH-SY5Y, и активностью ки-
наз ERK, в том числе на уровне отдельных клеток. 
Нами показано, что ингибирование ERK в клетках 
рабдомиосаркомы TE-671 инициирует их миоген-
ную дифференцировку. Дифференцировка делает 
клетки TE-671 более чувствительными к действию 
ростовых факторов потенциально за счет сниже-
ния базальной активности ERK и увеличения экс-
прессии рецептора TrkB. Полученные данные могут 
использоваться для разработки новых протоколов 
дифференцировки клеток, в том числе для фунда-
ментальных исследований и разработки новых под-
ходов к терапии злокачественных заболеваний. 

Исследование выполнено за счет гранта 
Российского научного фонда  

(проект № 19-74-00120).
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