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Резюме 
 
В работе впервые идентифицировано участие малой ГТФазы Arf6 в стимуляции пролиферации и авто-

номного роста клеток глиобластомы. Показано, что белок Arf6 активирует комплекс mTORС1, и этот процесс 
представляет собой альтернативный, независимый от PI3K/Akt-сигнального каскада, механизм активации 
mTORC1-зависимого пути. Кроме того, обнаружено, что Arf6 является негативным регулятором протеинкиназы 
ERK1/2 в клетках глиобластомы. 
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Abstract 
 
In this study we first identified role of small GTPase Arf6 in stimulation of proliferation and autonomous growth 

of human glioblastoma cells. We revealed that Arf6 activates the mTOR complex 1 (mTORC1) and this process is ap-
peared to be an alternative mechanism of mTORC1-signaling activation, independent of PI3K/Akt-signaling pathway. 
We also showed that Arf6 is a negative regulator of protein kinase ERK1/2 in glioblastoma cells. 
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Введение 
 
В процессе опухолевой прогрессии первично 

трансформированные клетки помимо способности к 
неограниченному делению приобретают целый ряд 
дополнительных характеристик, необходимых для 
их выживания и распространения по организму, 
включая «уход» от апоптоза и других форм про-
граммируемой клеточной гибели, уклонение от им-
мунного надзора, приобретение ряда свойств, обес-
печивающих способность к автономному росту и 
выживанию в условиях гипоксии, приобретение ми-
грационного и инвазивного фенотипа и др. Очевид-
но, что повышенная пролиферативная активность 
является одним из ключевых компонентов формиро-
вания малигнизированного фенотипа опухолевых 
клеток. Ведь именно это свойство в совокупности с 
генетической нестабильностью позволяет образовы-
ваться огромному количеству разнообразных по 
свойствам клонов и создает материал для селекции. 
Несмотря на большие достижения последних лет, 
молекулярные механизмы, регулирующие пролифе-
рацию, остаются не до конца выясненными, и про-
должается поиск новых биологических молекул и 
сигнальных путей, определяющих пролиферативный 
потенциал трансформированных клеток.  

Малая ГТФаза Arf6 (ADP-ribosylation factor 
6) является членом семейства белков Arf, входяще-
го в суперсемейство малых ГТФаз Ras. Arf6, как и 
прочие G-белки суперсемейства Ras, циклирует в 
клетке между ГДФ- и ГТФ-связанным состояния-
ми, которые сопровождаются конформационными 
изменениями белка. Эти структурные изменения 
обеспечивают его компартментализацию и функ-
циональную активность. Белок Arf6 считается пре-
имущественно активным в ГТФ-связанной форме, 
которая обеспечивает его взаимодействие с боль-
шинством эффекторных молекул [1]. Arf6 известен, 
главным образом, как регулятор процессов, связан-
ных с мембранным транспортом, а также с разного 
рода изменениями в цитоплазматической мембране 
клетки и во внутриклеточных мембранных компар-
тментах. В частности, Arf6 опосредует различные 
типы эндоцитоза [2], участвует в экзоцитозе [3] и 
сортировке транспортируемых молекул [4], влияет 
на реорганизацию актинового цитоскелета [5], а 
также регулирует липидный состав [6] и радиус 
кривизны клеточных мембран. Участие в этих про-
цессах обусловливает и роль данного белка в кан-
церогенезе: Arf6 регулирует интернализацию и ре-
циклирование β-интегрина [7] и E-кадгерина [8], 
секрецию опухолевых микрочастиц, содержащих 
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протеазы MMP-2, MMP-9, MT1-MMP и зимогены 
uPA и EMMPRIN [9]. Arf6 также является одним из 
важнейших регуляторов миграции [10] и инвазии 
[11] опухолевых клеток. В то же время, практиче-
ски ничего не известно о возможном участии Arf6 в 
регуляции пролиферативного потенциала транс-
формированных клеток.  

Ранее нами впервые была показана роль ма-
лой ГТФазы Arf6 в усилении пролиферативной ак-
тивности опухолевых клеток на экспериментальной 
модели фибробластов сирийского хомяка, транс-
формированных вирусом саркомы Рауса [12].  

Целью данной работы стало изучение роли 
Arf6 в изменении пролиферации клеток глиобла-
стомы человека и участия данного белка во внут-
риклеточных сигнальных путях, регулирующих 
пролиферативную активность клеток. 

 
Материалы и методы  
 
Культивирование клеток  
В качестве экспериментальной модели мы 

использовали клеточные линии глиобластомы чело-
века LN229 и U87. Для получения ретро- и лентиви-
русных частиц использовали линии эпителиальных 
клеток GP293 (Clonetech, Япония) и 293FT 
(Invitrogen, США; производные линии HEK-293 – 
линии эмбриональных клеток почки человека). Все 
эукариотические линии культивировали в CO2-
инкубаторе (при 37 °C, в атмосфере 5 %-ного CO2). 
В качестве среды для культивирования применяли 
DMEM c добавлением 0,294 мг/мл L-глутамина и 
10%-ной ТЭС (PAA Laboratories, Австрия), 0,1 мг/мл 
стрептомицина, 100 ЕД/мл пенициллина. Подсчет 
клеток производили с помощью камеры Горяева.  

 
Получение экспрессирующих векторов  
Кодирующие последовательности белка Arf6 

человека (Arf6WT, Arf6(Q67L)), конъюгированные с 
гемагглютининовой меткой (HA-tag), были клониро-
ваны в ретровирусный вектор pLXSN-neo. Плазмида 
pLXSN-neo любезно предоставлена доктором J. Ca-
monis (Институт Кюри, Париж, Франция). 

Мы использовались следующие последова-
тельности малых шпилечных РНК: 

shA Arf6:  
5’-CCGGGCATTATCAATGACCGGGAGACTCGAGTCTCCCGGTCATTGATAATGCTTTTTG-3’;  

shB Arf6:  
5’-CCGGGCTCACATGGTTAACCTCTAACTCGAGTTAGAGGTTAACCATGTGAGCTTTTTG-3’ 

(смысловая и антисмысловая последователь-
ности подчеркнуты).  

Для клонирования каждого конструкта в век-
тор pLKO.1 puro (Addgene, США) синтезировали 
олигонуклеотиды (F и R для каждой конструкции), 
модифицированные липкими концами для соответ-
ствующих рестриктных сайтов. Полученные конст-
рукции проверялись секвенированием. 

 
Трансфекция 
Для получения псевдоретровирусных частиц 

клетки GP293 наращивали до 70 %-ной конфлю-
ентности. Для трансфекции брали 2 мкг ДНК – рет-

ровирусный вектор pLXSN (Clontech, Япония) с 
целевым геном и плазмиду pVSV-G (Clontech, Япо-
ния), кодирующую белок оболочки вируса везику-
лярного стоматита, необходимый для сборки виру-
са и увеличения тропности вирусных частиц к эу-
кариотическим клеткам. Плазмиды смешивали в 
эквимолярном соотношении. Трансфекцию прово-
дили с использованием липофектамина 2000 
(Lipofectamine 2000™ Reagent, Invitrogen, США) 
согласно протоколу производителя. Среду собира-
ли через 24; 48 и 72 ч; центрифугировали 10 мин 
при 1500 g для удаления клеточного дебриса и ис-
пользовали для инфекции. Для получения псевдо-
лентивирусных частиц использовали клеточную 
линию 293FT. Для трансфекции брали 2 мкг плаз-
мидной ДНК – лентивирусный вектор pLKO.1 puro 
(Addgene, США), несущий последовательность ма-
лой шпилечной РНК, pVSV-G и пакующую плаз-
миду pDeltaR8.2, кодирующую вирусные белки, в 
эквимолярном соотношении. В остальном процеду-
ра трансфекции не отличалась от таковой для кле-
ток GP293.  

 
Инфекция псевдовирусными частицами  
Среду клеткам-мишеням заменяли на смесь 

вирусного супернатанта и обычной среды в соот-
ношении 1 : 1 с добавлением полибрена (Sigma, 
США) до конечной концентрации 8 мкг/мл. Ис-
пользовали 24–; 48– и 72–часовые инокуляты виру-
са. Для контроля селекции использовали неинфи-
цированные клетки. В случае ретровирусной ин-
фекции селекцию проводили на G418 (1200 мкг/мл, 
Sigma, США) в течение 8–9 дней. В случае ленти-
вирусной инфекции отбор проводили с добавлени-
ем пуромицина (4,5 мкг/мл, Sigma, США) в течение 
5 дней. Для дальнейших экспериментов использо-
вали свежеразмороженные аликвоты полученных 
клеточных линий. 

 
Иммуноблоттинг  
Клеточные лизаты получали из субконфлю-

ентного монослоя клеток с использованием буфера 
RIPA, содержащего смесь ингибиторов протеаз 
(25× protease cocktail inhibitor, Roche, Швейцария) и 
фосфатаз (Thermo Scientific, США). Полученные 
лизаты нормализовали по количеству белка, ис-
пользуя метод Бредфорд, на гель наносили 20 мкг 
белка. Белки разделяли в SDS-полиакриламидном 
геле, после чего переносили на PVDF мембрану 
(Millipore, США) методом мокрого переноса по 
стандартному протоколу (прибор Mini Trans-Blot, 
Bio-Rad Laboratories Inc., США). Мембрану инку-
бировали в 0,5 %-ном р–ре обезжиренного молока 
(Bio-Rad Laboratories Inc., США) в течение 1 ч. За-
тем мембрану инкубировали в течение 12 ч с соот-
ветствующими первичными антителами при +4 °С, 
с последующей стандартной отмывкой, после чего 
мембрану инкубировали 1–1,5 часа при комнатной 
температуре с вторичными антителами, конъюги-
рованными с пероксидазой хрена. После стандарт-
ной отмывки мембрану проявляли с помощью реа-
гента для хемилюминесцентной реакции ECL 
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(Milipore, США). Хемилюминесцентную реакцию 
регистрировали на приборе Kodak GelLogic 2200 
Imaging system с последующей обработкой с помо-
щью программы Kodak Molecular Imaging Software 
SE ver. 5.0.1.27. 

В работе использовали следующие антитела: 
anti-Arf6 (Clone ARFAG) A5230 (Sigma, США), 
anti-HA-tag 2367 (Cell Signaling, США), anti-ERK1/2 
4696S (Cell Signaling, США), anti-pERK-1/2 
(T202/Y204) 9106S (Cell Signaling, США), anti-
p70S6K1 2708S (Cell Signaling, США), anti-p-
p70S6K1 (T389) 9205S (Cell Signaling, США), anti-
S6 2217S (Cell Signaling, США), anti-pS6 (S235/236) 
4858S (Cell Signaling, США), anti-Akt (pan) 4691S 
(Cell Signaling, США), anti-pAkt (S473) 4060S (Cell 
Signaling, США), anti-beta-actin ab8227 (Abcam, Ве-
ликобритания). 

 
Стимуляция EGF 
Клетки рассеивали на 6-луночные плашки в 

количестве 4х105 на лунку. На следующий день 
среду меняли на бессывороточную и инкубировали 
в течение суток. Далее кондиционированную бес-
сывороточную среду меняли на бессывороточную 
среду с EGF (концентрация 50 нг/мл) и инкубиро-
вали 2 минуты. После этого клетки лизировали. 

 
Анализ динамики роста клеток  
Для анализа скорости пролиферации клетки 

каждой культуры рассеивали на 6-луночные плаш-
ки (по 2×104 клеток на лунку в 2 повторностях для 
каждой временнóй точки). Клетки культивирова-
лись в стандартных условиях. Для анализа еже-
дневно из двух лунок снимали клетки раствором 
Версена. Полученную клеточную суспензию сме-
шивали с 0,4 %-ным раствором трипанового синего 
в отношении 1 : 1 и подсчитывали количество кле-
ток в камере Горяева.  

 
Тест на образование колоний в условиях раз-

реженной популяции (клоногенность) 
Культуры клеток рассаживали по 200 шт 

клеток на 60 мм культуральные чашки Петри в 
стандартных условиях. Спустя 10 дней образовав-
шиеся колонии фиксировали 96 %-ным спиртом, 
окрашивали водным раствором кристаллического 
фиолетового и фотографировали. Размер колоний 
оценивали с помощью программы ImageJ. 

 
Результаты 
 
Arf6 стимулирует рост клеток  
глиобластомы  
В качестве экспериментальной модели были 

выбраны две линии клеток глиобластомы человека, 
LN229 и U87. Для исследования влияния Arf6 на 
динамику роста клеток были получены производные 
данных линий с гиперэкспрессией экзогенного (рис. 
1. А) или подавлением эндогенного Arf6 (рис. 1, Б). 
Гиперэкспрессию Arf6 осуществляли с помощью 
трансдукции последовательностей, кодирующих 
Arf6 "дикого" типа (Arf6 WT) либо белок 

Arf6(Q67L), являющийся активированной мутантной 
формой (с заменой глутамина на лейцин в 67 поло-
жении, обеспечивающей конститутивную связь бел-
ка с ГТФ). Для облегчения детекции экзогенного и 
эндогенного Arf6 последовательности были конъю-
гированы с гемагглютининовой меткой. Подавление 
экспрессии эндогенного Arf6 осуществляли при по-
мощи двух различных малых шпилечных РНК – shA 
Arf6 и shB Arf6 (последовательности приведены в 
разделе «Материалы и методы»). Трансдукцию экзо-
генных последовательностей Arf6 в векторе pLXSN 
проводили методом ретровирусной инфекции, 
трансдукцию малых шпилечных РНК в векторе 
pLKO.1-puro – методом лентивирусной инфекции. В 
качестве контроля изменения уровня продукции 
Аrf6 при его гиперэкспрессии здесь и далее исполь-
зовали производные линии LN229 и U87, экспресси-
рующие «пустой» вектор pLXSN. В качестве кон-
троля специфичности подавлении эндогенного Arf6 
малыми шпилечными РНК использовали производ-
ные линий LN229 и U87, экспрессирующие малые 
шпилечные РНК к зеленому флуоресцентному белку 
GFP (shGFP). Анализ изменения экспрессии прово-
дили методом вестерн-блот гибридизации. По ре-
зультатам сравнительного анализа продукции Arf6 
важно отметить, что, в отличие от производных ли-
нии LN229, где наблюдался равно высокий уровень 
экспрессии обеих форм экзогенного Arf6, в произ-
водных линии U87 (в трех независимых повторах 
получения линий) экспрессия активированного Arf6 
оказывалась существенно ниже, чем экспрессия Arf6 
"дикого" типа. Это не позволяло оценить роль акти-
вации Arf6 на данной линии клеток. Таким образом, 
при сравнительной оценке результатов эксперимен-
тов для линии U87 необходимо учитывать различия 
в уровне экспрессии Arf6(Q67L) и Arf6 "дикого" 
типа. В случае подавления экспрессии Arf6 малыми 
шпилечными РНК, как в линии LN229, так и в линии 
U87, shB Arf6 снижал продукцию эндогенного Arf6 
более эффективно, в то время как эффект shA на 
экспрессию Arf6 был менее выражен.  

Сравнение скорости пролиферации клеток с 
модифицированной экспрессией Arf6 по сравнению 
с соответствующими контролями показал, что ги-
перэкспрессия обеих форм белка Arf6 в линии 
LN229 приводит к достоверному увеличению ско-
рости деления клеток, причем в большей степени 
эффект выражен в клетках, экспрессирующих 
Arf6(Q67L) (рис. 1, B). В линии U87 увеличение 
пролиферации наблюдается в клетках, гиперэкс-
прессирующих Arf6 "дикого" типа. В случае подав-
ления экспрессии Arf6 как в клетках линии LN229, 
так и U87, наиболее выраженное снижение проли-
ферации наблюдалось в клетках, экспрессирующих 
shB Arf6. Таким образом, мы показали, что белок 
Arf6 усиливает пролиферацию клеток глиобласто-
мы, причем его влияние прямо пропорционально 
уровню экспрессии Arf6. В то же время, при равном 
уровне экспрессии экзогенных форм Arf6 конститу-
тивная активация белка также вносит дополнитель-
ный вклад в увеличение пролиферативного потен-
циала клеток.  
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Рис. 1. Arf6 стимулирует рост клеток глиобластомы.  
А – экспрессия экзогенного белка Arf6 в линиях LN229 и U87.  
Б – подавление экспрессии эндогенного белка Arf6 в линиях LN229 и U87.  
В – влияние экспрессии различных форм белка Arf6 на пролиферацию клеток.  
Г – влияние экспрессии различных форм белка Arf6 на автономный рост клеток.  
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Рис. 2. Влияние Arf6 на активацию mTOR-зависимого сигнального пути и MAP-киназы ERK1/2.  

А – анализ изменения фосфорилирования киназы p70S6K1.  
Б – анализ изменения фосфорилирования рибосомального белка S6.  
В – анализ изменения фосфорилирования киназы Akt.  
Г – анализ изменения фосфорилирования MAP-киназы ERK1/2. 
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Помимо анализа пролиферации клеток в 
стандартных условиях культивации, мы исследова-
ли влияние Arf6 на динамику клеточного роста в 
условиях сильно разреженной популяции, когда 
имеет место дефицит стимулирующих пролифера-
цию цитокинов, секретируемых клетками микроок-
ружения. Данный тест оценивает формирование и 
рост колоний, образуемых единичными клетками, 
при этом основным критерием способности клеток 
к автономному росту является размер колоний. Ре-
зультаты анализа показали, что в обеих клеточных 
линиях экспрессия Arf6 достоверно увеличивает 
размер колоний по сравнению с контролями, при 
этом в производных линиях LN229 эффект наибо-
лее выражен в клетках Arf6(Q67L), а в производ-
ных U87 – в клетках, экспрессирующих Arf6 WT 
(Рис. 1, Г). Полученные результаты хорошо согла-
суются с данными анализа пролиферации и свиде-
тельствуют о том, что Arf6 усиливает рост клеток – 
как в условиях стандартной культивации, так и при 
недостатке пролиферативных стимулов от клеток 
микроокружения. При этом в обоих случаях проми-
тогенный эффект пропорционален экспрессии экзо-
генного белка Arf6, а его активация дополнительно 
усиливает рост клеток. 

Полученные результаты являются первыми 
доказательствами промитогенной активности Arf6. 
В единственной работе, затрагивающей данную 
тематику и выполненную также на клетках глиоб-
ластомы, продемонстрировано влияние стимуляции 
EGF на Arf6-зависимое усиление EGFR-
опосредованной пролиферации [13]. При этом ав-
торы статьи не исследовали роль собственно белка 
Arf6 в усилении клеточной пролиферации. 

 
Arf6 активирует mTOR-сигнальный путь 
Одним из основных эффекторов малой 

ГТФазы Arf6 является фосфолипаза D, которая, 
согласно некоторым литературным данным, спо-
собна активировать протеинкиназу mTOR [14]. 
Протеинкиназа mTOR является «центральным уз-
лом» одного из ключевых сигнальных каскадов, 
регулирующих пролиферацию и рост клеток в от-
вет на внешние стимулы (ростовые факторы, гор-
моны и пр.). mTOR функционирует в клетке в со-
ставе двух комплексов – mTORC1 и mTORC2, каж-
дый из которых имеет собственные эффекторы. 
«Классическую» активацию комплекса mTORC1 в 
ответ на стимуляцию ростовыми факторами осуще-
ствляет PI3K/Akt-зависимый сигнальный путь. 
Наиболее хорошо изученными субстратами 
mTORC1 являются белки p70S6K (киназы, фосфо-
рилирующие рибосомальный белок S6 (rpS6)) и 
белок 4E-BP1 (белок, связывающий эукариотиче-
ский фактор инициации трансляции eIF4E), при 
помощи которых данный комплекс осуществляет 
регуляцию биосинтеза белка и роста клетки [15]. В 
благоприятных для клетки условиях mTORC1 про-
мотирует белковый синтез, клеточный рост и про-
лиферацию, а в условиях стресса и дефицита пита-
тельных веществ ингибирует процессы биосинтеза 
и инициациирует процесс аутофагии. Нарушения 

регуляции mTORC1 и гиперактивация mTOR-
зависимого сигнального каскада характерна для 
целого ряда злокачественных новообразований 
[16], а ингибиторы активности mTOR-ассоцииро-
ванного сигнального пути используются в качестве 
противоопухолевых терапевтических средств. [17]. 
Ранее мы показали, что Arf6 способнен активиро-
вать mTOR-зависимый сигнальный путь на модели 
трансформированных фибробластов сирийского 
хомяка [12]. Данные о возможном влиянии Arf6 на 
этот сигнальный путь в клетках человека в литера-
туре отсутствуют. 

Для изучения влияния Arf6 на активацию 
mTORC1-зависимого сигнального пути в клетках 
глиобластомы мы проанализировали уровень акти-
вирующего фосфорилирования основного эффекто-
ра mTORC1 – киназы p70S6K1 – в полученных про-
изводных клеточных линиях LN229 и U87 с моди-
фицированной экспрессией Arf6. Киназа р70S6K1 
напрямую фосфорилируется белком mTOR, находя-
щимся в составе комплекса mTORC1, по 389 трео-
нину [18], поэтому активирующее фосфорилирова-
ние p70S6K1 по данному сайту является общепри-
знанным маркером активации протеинкиназы mTOR 
[15]. Анализ проводили методом вестерн-блот гиб-
ридизации с использованием антител к фосфорили-
рованной форме р70S6K1(Thr389) в сравнении с 
соответствующими контролями. 

В результате эксперимента установлено, что 
фосфорилирование p70S6K1 значительно усилива-
ется в клетках LN229, гиперэкспрессирующих эк-
зогенный Arf6 как дикого типа, так и его конститу-
тивно-активную форму. Среди производных кле-
точных линий U87 фосфорилирование p70S6K1 
усиливается по сравнению с контролем в клетках, 
гиперэкспрессирующих Arf6 "дикого" типа (рис. 2, 
А). При подавлении экспрессии Arf6 как в линии 
LN229, так и в линии U87, наблюдается сильное 
снижение фосфорилирования p70S6K1, наиболее 
выраженное при экспрессии малой шпилечной РНК 
shB. Соответственно, изменение количества фос-
форилированной формы белка p70S6K1 происхо-
дит пропорционально уровню экспрессии малой 
ГТФазы Arf6.  

Далее мы проанализировали изменение стату-
са фосфорилирования рибосомального белка S6 
(rpS6), являющегося мишенью S6-киназы, для чего 
методом вестерн-блот гибридизации оценили уро-
вень активирующего фосфорилирования двух сайтов 
rpS6: Ser235 и Ser236 (рис. 2, Б). В производных ли-
ниях LN229 и U87 наблюдалось усиление фосфори-
лирования белка S6 по данным сайтам как при экс-
прессии Arf6 дикого типа, так и при экспрессии 
Arf6(Q67L). При подавлении экспрессии эндогенно-
го Arf6 фосфорилирование rpS6 по сайтам 
Ser235/236 снижалось в обеих линиях (при этом эф-
фект выражен сильнее в клетках линии U87). Опи-
санные изменения статуса фосфорилирования бел-
ков p70S6K1 и rpS6 не сопровождались изменением 
общего количества данных белков в клетках, что 
свидетельствует о том, что Arf6 влияет на активацию 
белков-мишеней mTOR, а не на их продукцию. 
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Поскольку основным путем активации 
mTORC1 в ответ на ростовые стимулы считается 
PI3K/Akt-сигнальный каскад, мы проверили воз-
можность влияния Arf6 на данный сигнальный 
путь. Для этого мы проанализировали уровень ак-
тивирующего фосфорилирования киназы Akt 
(Ser473) при гиперэкспрессии Arf6 (рис. 2, В). Ре-
зультаты вестерн-блот анализа не выявили разли-
чий в статусе фосфорилирования Akt в производ-
ных обеих исследуемых линий по сравнению с кон-
трольными линиями. Таким образом, Arf6 активи-
рует mTORC1 независимо от PI3K/Akt-сигнального 
пути. Эти результаты соответствуют данным, полу-
ченным ранее на экспериментальной модели 
трансформированных фибробластов хомяка [12] и 
свидетельствуют об альтернативном механизме 
активации mTORC1 малой ГТФазой Arf6.  

 
Arf6 негативно регулирует  
фосфорилирование ERK1/2  
Другим хорошо известным сигнальным пу-

тем, регулирующим пролиферацию клеток, являет-
ся каскад MAPK. Данный путь активируется гор-
монами, факторами роста, различными хемокинами 
и нейротрансмиттерами, которые распознаются 
соответствующими рецепторными тирозинкиназа-
ми или рецепторами, ассоциированными с G-
белками, что приводит к передаче сигнала по пути 
Ras-MAPK-ERK1/2. Важно отметить, что ряд бел-
ков МАРК-ERK1/2 сигнального пути способен ак-
тивировать как сам mTORC1-комплекс, так и его 
мишени [19].  

Поэтому мы проанализировали возможное 
влияние Arf6 на активность Erk1/2 как возможного 
посредника Arf6 в стимуляции пролиферации и в 
активации mTOR-сигнального пути. В литературе 
имеется несколько указаний на связь Arf6 c ERK-
путем, однако эти данные противоречивы и свиде-
тельствуют как о возможном стимулирующем [20], 
так и о негативном [21; 22] влиянии белка Arf6 на 
ERK1/2, а также об участии ERK1/2 в активации 
Arf6 [13]. 

В полученных линиях было проанализировано 
влияние белка Arf6 на статус фосфорилирования MAP-
киназы ERK1/2 (активирующее фосфорилирование по 
сайту Thr202/Tyr204) методом вестерн-блот гибриди-
зации. Эксперимент проводился в условиях стимуля-
ции EGF. Установлено, что в клетках линий LN229 и 
U87 при гиперэкспрессии малой ГТФазы Arf6 наблю-
дается снижение уровня фосфорилирования ERK1/2 по 
сравнению с контрольными линиями (рис. 2, Г). В 
свою очередь, подавление экспрессии Arf6 малыми 
шпилечными РНК приводит к усилению фосфорили-
рования ERK1/2. Таким образом, в линиях глиобла-
стом LN229 и U87 малая ГТФаза Arf6 участвует в не-
гативной регуляции MAP-киназы ERK1/2. При этом 
активация белка Arf6 оказывает дополнительный вклад 
в подавление фосфорилирования ERK1/2. Эти резуль-
таты хорошо согласуются с некоторыми литературны-
ми данными, свидетельствующими об увеличении 
фосфорилирования ERK1/2 при подавлении экспрес-
сии Arf6 в эндотелиальных клетках линии EaHY 926 
[21]. Способность снижать фосфорилирование ERK1/2 
также показана для миристоилированного N-концевого 
пептида Arf6 (аминокислотные остатки со второго по 
тринадцатый) в клетках линии меланомы B16-BL6 
[22]. Результаты данной работы свидетельствуют о 
том, что в клетках глиобластомы ERK1/2 также являет-
ся мишенью Arf6, при этом Arf6 осуществляет нега-
тивную регуляцию данной киназы. Таким образом, 
ERK1/2 не может являться посредником Arf6 в прове-
дении промитогенного сигнала, а также не может опо-
средовать Arf6-зависимую активацию mTORС1-
ассоциированного сигнального пути.  

 
Заключение 
 
В работе впервые показано, что Arf6 стиму-

лирует пролиферацию и автономный рост клеток 
глиобластомы, активирует сигнальный путь 
mTORC1-S6K1, однако играет негативную роль в 
регуляции активности протеинкиназы ERK1/2.  

Работа поддержана фондом РФФИ (грант 
№14-04-01706). 
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