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В процессе супрессии опухолей человека одну из важнейших функций выполняет белок p53, кодируемый
геном TP53. Мутации в ДНК-связывающем домене р53 приводят к изменению его конформации, способ-
ствуя образованию аберрантных внутриклеточных белковых комплексов, включающих в себя белки теп-
лового шока (Hsp70). Это может провоцировать возникновение агрессивных типов опухолей, включая рак
молочной железы. В связи с этим, изучение механизмов регуляции мутантных форм p53 в составе таких
стабильных комплексов представляется крайне актуальным. Целью настоящей работы являлось изучение
регуляции мутантного по R175H белка р53 (mutр53-R175H) при тепловом стрессе в клетках MDA-MB-231
рака молочной железы in vitro. Было установлено, что тепловой стресс вызывает резкое снижение уровня
белков wtp53 (p53 дикого типа) и mutp53-R175H, который постепенно восстанавливается после снятия
стресса. Также мы обнаружили, что mutp53-R175H повышает внутриклеточный уровень Hsp70 в норме и
снижает его уровень после теплового стресса. При этом сам белок mutp53-R175H меняет свою внутрикле-
точную локализацию, как в нормальных условиях, так и в ответ на тепловой шок, находясь в составе
Hsp70-содержащих белковых комплексов. Таким образом, поведение wtр53 и mutp53-R175H в ответ на
тепловой шок отличаются друг от друга, по-видимому, за счет различного взаимодействия с белковыми
комплексами, которые регулируют их стабильность и внутриклеточную локализацию.
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Белок p53 является транскрипционным факто-
ром, который способен активировать или подавлять
работу большого числа генов, ответственных за оста-
новку клеточного цикла, старение и апоптоз (Rein-
hardt, Schumacher, 2012). Помимо кодирующих ге-
нов, р53 также регулирует транскрипцию генов, не
кодирующих РНК, которые в свою очередь контро-
лируют репрессию сотен других генов (Barlev et al.,
2010). При раковых заболеваниях человека очень ча-
сто выявляются мутации генa TP53, отвечающего за
синтез белка р53 (Petitjean et al., 2007).

Известно, что более 80% мутаций TP53, встреча-
ющихся в опухолях человека, локализовано в ДНК-
связывающем домене (Olivier et al., 2010). Мутации в
ДНК-связывающем домене р53, так называемые му-
тации приобретения функции (gain-of-function mu-
tation; GOF), вызывают локальную денатурацию его
трехмерной структуры таким образом, что меняется
спектр белков-партнеров белка р53 и сила взаимо-
действия с ними, приводя к усилению ракового по-
тенциала клеток. Ярким примером является мута-
ция R175H (замена аргинина на гистидин в 175 поло-

жении) – одна из наиболее часто встречающихся
мутаций при карциноме молочной железы (Olivier et al.,
2006). Было показано, что мутантный по R175H бе-
лок р53 (mutp53-R175H) способен образовывать ста-
бильные комплексы с шаперонными белками теп-
лового шока (БТШ) Hsp40, Hsp70, Hop и Hsp90
(King et al., 2001; Zylicz et al., 2001). Важно отметить,
что повышение уровня экспрессии БТШ наблюда-
ется во многих типах опухолей (Calderwood et al.,
2006). Например, при раке груди повышение уровня
Hsp70 коррелирует с неблагоприятным прогнозом
для больного (Steiner et al., 2006). Поэтому изучение
характера взаимодействия mutр53-R175H с БТШ яв-
ляется важной задачей, решение которой позволит
глубже понять механизмы образования раковых кле-
ток при мутациях белка р53 в ДНК-связывающем
домене, в целом, и при мутации R175H, в частности,
а также разработать новые подходы для борьбы с он-
кологическими заболеваниями, обусловленными
данной мутацией.

В норме р53 имеет короткий период полураспада
благодаря существованию ряда убиквитин-лигаз
(Pirh2, COP-1, WWP1 и др.), которые присоединяют
молекулы убиквитина к белку р53, что приводит к
его дальнейшему узнаванию 19S-субъединичным

Принятые сокращения: БТШ – белок теплового шока, mutp53 –
мутантный белок р53, mutp53-R175H – мутантный по сайту
R175H белок р53.
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комплексом и разрушению в 20S-субъединичном
комплексе протеасом (Momand et al., 1992; Mitten-
berg et al., 2008; Дакс и др., 2013). Ключевую роль в
данном процессе играет E3-убиквитин-лигаза
Mdm2 (Marouco et al., 2013). Важно отметить, что p53
является транскрипционным активатором для гена
MDM2, таким образом, возникает негативная регу-
ляторная обратная петля взаимодействия p53 и
Mdm2 (Haupt et al., 1997), характер которого может
меняться вследствие ряда пост-трансляционных мо-
дификаций р53. При клеточном стрессе происходит
стабилизация p53 за счет его фосфорилирования
протеинкиназами по остаткам серина в положениях
15 и 20, нарушающего взаимодействие р53 с Mdm2
(Meek, Anderson, 2009), вследствие чего р53 накап-
ливается в клетке, где выполняет координацию мно-
жества сигнальных путей в ответ на повреждения
ДНК (Vogelstein et al., 2000).

Основываясь на фармакофорной гипотезе взаи-
модействия р53 с Mdm2, происходящего с участием
гидрофобных аминокислот Phe19, Trp23 и Leu26,
был разработан ряд ингибиторов межбелкового вза-
имодействия между р53 и Mdm2 (Davidovich et al.,
2015; Fedorova et al., 2018). В их число входит нутлин
(Vassilev et al., 2004), производные которого плани-
руется использовать для борьбы с различными фор-
мами онкологии, связанными со сверхэкспрессией
Mdm2, и в настоящее время проходят клинические
испытания (Fedorova et al., 2018).

В более ранних исследованиях было показано,
что инактивация Mdm2 происходит в результате его
захвата в тримерный комплекс Mdm2-Hsp90-mutp53
(mutp53 – мутантный р53), при этом связывание с
Hsp90 ингибирует Е3-убиквитин-лигазную функ-
цию Mdm2 (Peng et al., 2001). Вероятно, Hsp90 дей-
ствует аналогично белку Arf, который за счет связы-
вания с Mdm2 подавляет его убиквитин-лигазную
активность (Pomerantz, et al., 1998). В раковых клет-
ках mutp53 вступает в устойчивые взаимодействия с
Hsp90, который эффективно ингибирует не только
Mdm2, но и другую убиквитин-лигазу, CHIP, что при-
водит к аберрантной стабилизации mutp53 (Li et al.,
2011). В норме, шаперон-зависимая E3-лигаза CHIP
связывается с белком Hsp70, являющимся резидент-
ной частью комплекса Hsp90 и обычно способствует
деградации своих белков-клиентов, однако убикви-
тинирующая способность CHIP может быть нару-
шена в опухолевых клетках (Li et al., 2011). В
экспериментах с нокдауном Hsf1 (транскрипцион-
ного фактора, отвечающего за экспрессию многих
БТШ) в клетках, экспрессирующих mutp53, было
продемонстрировано, что в результате резкого сни-
жения уровней Hsp70 и Hsp90 в клетке происходит
быстрая дестабилизация mutp53 и уменьшение пе-
риода его жизни (Li et al., 2011). Это еще раз подтвер-
ждает предположение об участии данных шаперонов
в процессе стабилизации mutp53.

В настоящей работе осуществляется исследова-
ние динамики взаимодействия белка mutр53-R175H
с Hsp70, который активизируется при тепловом шо-
ке, а также внутриклеточной локализации mutр53-
R175H.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
В работе использовали клеточную линию рака

молочной железы человека MDA-MB-231, характе-
ризующуюся мутацией mutр53-R175H, на основе ко-
торой были получены три линии (MDA-MB-231-
mutp53-R175H-GFP, MDA-MB-231-wtp53-GFP,
MDA-MB-231-GFP) путем трансфицирования лен-
тивирусными векторами, кодирующими mutp53-
R175H-GFP, wtp53-GFP и GFP. Линия MDA-MB-
231-GFP служила контрольной. Также были задейство-
ваны клетки рака молочной железы человека MCF7 с
повышенной экспрессией Hsp70. MDA-MB-231 и
MCF7 получены из коллекции биоматериалов ATCC
(American Type Culture Collection, США). В работе
использовали бактериальные клетки E. coli (штамм
BL21), которые подвергли трансформации экспресси-
онными плазмидами. В результате были созданы бакте-
риальные клетки с оверэкспрессией GST, wtp53-GST,
mutp53-GST; причем бактерии E. coli, экспрессирую-
щие GST, применяли в качестве контроля. Исход-
ные клетки E. coli были приобретены в компании
ЗАО Евроген (Россия).

Для культивирования клеток эукариот использо-
вали среду DMEM (Gibco, США), содержащую 10%
фетальной бычьей сыворотки (FBS) (HyClone,
США), смесь антибиотиков пенициллина и стрепто-
мицина (Биолот, Россия) и L-глутамин (Биолот, Рос-
сия). Кроме того, в работе использовали фосфатно-со-
левой буфер (PBS, конечная концентрация 10 мкг/мл),
содержащий 10 мМ Na2HPO4, 1.76 мМ KH2PO4,
137 мМ NaCl и 2.7 мМ KCl, pH 7.4 и 0.25%-ный рас-
твор трипсина (Gibco, США) в PBS.

Трансдукция. Стабильные клеточные линии
MDA-MB-231-mutp53-R175H-GFP, MDA-MB-231-
wtp53-GFP, MDA-MB-231-GFP получали с исполь-
зованием нескольких циклов трансдукции лентиви-
русными частицами. Клетки HEK293-T, получен-
ные из коллекции биоматериалов ATCC (США),
трансфицировали плазмидной смесью (15 мкг экс-
прессирующего вектора, несущего одну из вставок:
mutp53-R175H-GFP, wtp53-GFP или GFP, 9.35 мкг
psPAX2 и 5.32 мкг pMD2.G) с применением Turbo-
fect (ThermoFischer, США) в соответствии с реко-
мендациями изготовителя. Среду меняли через 16 ч
после трансфекции, а затем лентивирусные частицы
собирали каждые 24 ч. Собранные частицы концен-
трировали путем ультрацентрифугирования в гради-
енте сахарозы в течение 2 ч при 72000 g. Для зараже-
ния вирусными частицами высевали по 50000 клеток
на лунку 24-луночного планшета, используя среду
RPMI 1640 (Gibco, Великобритания). Спустя 4 ч в
лунки добавляли лентивирусные частицы и полиб-
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рен до конечной концентрации 8 мкг/мл. Клетки с
вирусами инкубировали в течение 24 ч. Через 4 сут
долю трансформированных клеток оценивали с по-
мощью проточного цитометра Guava EasyCyte 8
(EMD Millipore, MA, США), после чего производи-
ли сортировку трансдуцированных клеток на основе
флуоресценции GFP с использованием прибора BD
FACSAria III (BD, США).

Иммуноблотинг. Клетки лизировали по стандарт-
ному протоколу (Laemmli, 1970). Для этого к охла-
жденным клеткам, находящимся в чашках и предва-
рительно промытых PBS, добавляли 5-кратный бу-
фер Laemmli и инкубировали 1 мин при комнатной
температуре. Далее с чашек собирали лизат и выдер-
живали 5 мин при 96°C. Разделение белков проводи-
ли в 13%-ном полиакриламидном геле в денатуриру-
ющих условиях. Затем переносили на PVDF-мем-
брану, которую инкубировали с соответствующими
антителами. Для выявления белков использовали
первичные антитела (в конечной концентрации в
растворе 1 мкг/мл) к белкам: β-актину (Sigma Al-
drich, США), p53 (Millipore, Германия), Hsp70 (Santa
Cruz, США) и Mdm2 (Millipore, Германия), а также
вторичные антитела (Thermo Scientific, США) в ко-
нечной концентрации ~0.2 мкг/мл. Для детекции и
визуализации результатов электрофореза, гели окра-
шивали раствором InstantBlue Protein Stain (Expe-
deon, США) в течение 1 ч. Получение изображений
ПААГ и мембран, окрашенных антителами, прово-
дили при помощи системы для визуализации изоб-
ражений ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad,
США).

Тепловой шок и подготовка препаратов к флуорес-
центной микроскопии. Клетки на покровных стеклах
культивировали до 70%-ной конфлюэнтности и вы-
держивали в сухом СО2-инкубаторе при температуре
43°C в течение 40 мин. Далее часть стекол с клетками
в чашках Петри дважды промывали PBS объемом
1 мл и фиксировали 5%-ным формалином в течение
20 мин, промывали три раза по 1 мл PBS в течение
5 мин. Другую часть клеток на стеклах инкубировали
при 37°C и подвергали фиксации спустя еще 1 или
4 ч. После фиксации удаляли PBS, добавляли рас-
твор детергента тритона-Х100. Фиксированные
клетки окрашивали с помощью 500 мкл раствора
DAPI в PBS в течение 3 мин и промывали PBS два-
жды по 5 мин. Затем покровные стекла с клетками
переворачивали “вниз лицом” и переносили на
предметные, на которые были заранее нанесены
капля глицерина. Визуализацию проводили с ис-
пользованием флуоресцентного микроскопа LSM
5PASCAL (Zeiss, Германия) на длинах волн 470 и
365 нм для визуализации флуоресценции белка GFP
и красителя DAPI.

Трансформация бактериальных клеток экспресси-
онными плазмидными векторами, индукция экспрес-
сии генов и очистка рекомбинантного белка. Пробир-
ки с клетками E. coli размораживали на льду и добав-

ляли по 10 нг экспрессионной плазмиды pGEX-5X-1,
содержащей GST-таг, или слитый с wtр53 GST-таг,
или слитый с mutр53 GST-таг. Инкубировали на
льду 15 мин. Затем подвергали тепловому шоку в те-
чение 1 мин при температуре 42°C. Далее пробирки
с клетками помещали в лед на 5 мин. Затем добавля-
ли по 1 мл среды LB (Amresco, США), инкубировали
1 ч при 37°C и постоянном перемешивании. После
этого пробирки с клетками бактерий центрифугиро-
вали при 4000 g и 4°C в течение 30 с. Осадок, содер-
жащий бактериальные клетки, ресуспендировали,
наносили на чашки Петри с LB-агаром с ампицил-
лином (1 : 1000). Чашки Петри помещали на 1 сут в
термостат при температуре 37°C. Прошедшие на
чашках селекцию бактерии перемещали в пробирки
с жидкой средой LB с ампициллином (1 : 1000) и на-
ращивали в шейкере в течение 12 ч при 37°C. Далее
культуру разводили средой LB (1 : 100) и оставляли
при 37°C, наращивали клетки до значений оптиче-
ской плотности OD600 = 0.7–0.8. Добавляли ИПТГ
(изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозид) до фи-
нальной концентрации 0.4 мМ/л и проводили ин-
дукцию экспрессии таргетных генов в течение 10 ч
при температуре 16°C (понижение температуры по-
могает увеличить стабильность белка р53) до OD600 =
1.5–2.0. Далее суспензию бактерий центрифугиро-
вали при 3000 g в течение 5 мин при 4°C, затем ресус-
пендировали в среде LB и добавляли лизирующий
буфер (1 : 50). Пробы соницировали на льду 4 раза по
15 с с перерывами по 30 с. Затем образцы центрифу-
гировали 15 мин при 3000 g при 4°C и отбирали су-
пернатант.

GST-pull-down-анализ. К пробам, содержащим
очищенный рекомбинантный белок бактерий, до-
бавляли по 300 мкл суспензии, состоящей из гранул
глутатион-сефарозы (100 мкл гранул на пробу) и
PBS, включающий в себя 0.6% детергента NP40 (Но-
нидет P-40). Пробы перемешивали в течение 1 ч при
4°C и центрифугировали 1 мин при 1000 g и комнат-
ной температуре. Осадки трижды промывали PBS,
содержащим 1 мМ PMSF и 0.6% NP40, и центрифуги-
ровали при тех же условиях. Далее осадки снова про-
мывали в PBS с PMSF и добавляли по 1 мл PBS с
PMSF, тщательно ресуспендировали. Затем отбирали
по 200 мкл и центрифугировали в течение 10 с при
1000 g. Осадки промывали в 1 мл буфера С следующего
состава (мМ): 20 TrisCl, 420NaCl, 1.5 MgCl2, 0.2 EDTA,
1 PMSF и 25% глицерина от общего объема; pH бу-
фера доводили до 8.0 с помощью NaOH и добавляли
в осадки по 620 мкл экстракта MCF7, предваритель-
но отцентрифугировав их при 1000 g при комнатной
температуре в течение 10 с. Далее получившиеся сус-
пензии инкубировали при постоянном перемешива-
нии в течение 1.5 ч при 4°C и центрифугировали 10 с
при 1000 g, отбирали супернатант с несвязавшимися
белками. Осадок с гранулами и провзаимодейство-
вашими с ними белками трижды промывали буфе-
ром С, центрифугируя при 1000 g в течение 10 с при
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комнатной температуре. После этого гранулы, свя-
завшиеся с белками ресуспендировали в 20 мкл PBS.

Статистическую обработку результатов проводили
с использованием программ ImageJ 1.50i и GraphPad
Prism 6.01. Программу ImageJ применяли для опре-
деления яркости свечения белка GFP в ядерной об-
ласти клеток после проведения теплового шока. По-
лученные значения анализировали в GraphPad Prism
путем сравнения групп данных по U-критерию
Манна–Уитни при уровне значимости 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Р53 – зависимое повышение уровня Hsp70. В рабо-

те использовали клеточную линию рака молочной
железы человека MDA-MB-231, характеризующую-
ся наработкой mutp53-R175H в результате мутации
гена ТР53, присутствующую одновременно в обеих
аллелях. Эта линия была стабильно трансфицирова-
на лентивирусными векторами, в результате чего
были получены 3 вариации линии: MDA-MB-231-
mutp53-R175H-GFP, MDA-MB-231-wtp53-GFP и
MDA-MB-231-GFP. После проведения иммунобло-
тинга с использованием антител, специфичных к
р53 и Hsp70, нами установлено, что в клеточных ли-
ниях, содержащих экзогенный р53 (особенно
mutp53-R175H), увеличено содержание белка Hsp70
(рис. 1). Повышение уровня Hsp70 при усилении экс-
прессии эктопического TP53 может свидетельство-
вать о существовании механизма регуляции тран-
скрипционной активности гена HSPA1 за счет p53.
Другим объяснением этого феномена может служить
их взаимная стабилизация на белковом уровне.

Анализ динамики локализации mutp53-R175H и
wtp53, сшитых с зеленым флуоресцентным белком

(GFP). Известно, что активация экспрессии HSPA1 и
функций Hsp70 происходит при тепловом стрессе. В
связи с этим, опухолевые клетки линий MDA-MB-231-
GFP, MDA-MB-231-wtp53-GFP и MDA-MB-231-
mutp53-R175H-GFP подвергали воздействию тепло-
вого шока.

Белок wtp53 до теплового шока распределялся в
клетке диффузно (рис. 2а, A), а сразу после стресса
концентрировался в ядре (рис. 2а, Д). Спустя 4 ч он
снова равномерно распределялся во внутриклеточ-
ном пространстве (рис. 2а, З). Белок mutp53-R175H
вел себя противоположным образом: до теплового
шока он в основном выявлялся в ядре (рис. 2а, В),
после теплового шока его количество в ядре и цито-
плазме выравнивалось (рис. 2а, Е), а спустя 4 ч снова
наблюдали его повышенное содержание в ядре
(рис. 2а, И). Статистический расчет яркости свече-
ния GFP в составе wр53-GFP и mutp53-R175H-GFP
в анализируемых трех клеточных линиях, получен-
ных в результате трансфекции различными вектора-
ми (рис. 2б) показывает статистически достоверное
повышение уровня wр53-GFP в клетках линии
MDA-MB-231-wtp53-GFP и понижение уровня
mutp53-R175H-GFP в клетках линии MDA-MB-231-
mutp53-R175H-GFP после теплового шока (Р < 0.0001).
Через 4 ч после теплового шока происходит непол-
ное восстановление уровней wtp53 (P = 0.0145) и
mutp53-R175H (P = 0.0035). Это вероятно связано с
тем, что для восстановления прежних значений
уровней р53 клеткам требуется больше времени.

В норме, белок Mdm2 связывается с p53 и обеспе-
чивает присоединение убиквитина к его С-концу и
способствует деградации p53, в результате чего про-
исходит снижение концентрации p53, и, как след-
ствие, уменьшение транскрипционной активности
гена MDM2. Снижение уровня белка Mdm2 в клетке
приводит к восстановлению содержания р53. Таким
образом, осуществляется взаимная регуляция p53 и
Mdm2 (Vogelstein et al., 2000). Этим объясняется сни-
жение уровня р53 через 4 ч после теплового шока
(рис. 2а, З), в то время, когда, по-видимому, осу-
ществляется усиление работы гена MDM2, вызван-
ное увеличением уровня wtp53.

Повышение концентрации mutp53-R175H в ядре
в нормальных условиях, вероятно, связано с его уси-
ленным импортом в ядро, обусловленным повыше-
нием сродства к белкам-переносчикам, вследствие
нарушения третичной структуры mutp53-R175H.
Скорее всего, в данном процессе принимает участие
Hsp70, поскольку известно, что Hsp70 способен
обеспечивать транспорт p53 из цитоплазмы в ядро
(Narayanan et al., 2006). Согласно литературным дан-
ным по изучению внутриклеточной локализации
p53, в отсутствие Mdm2 и Hsp70, белок mutp53 рас-
пределяется в клетке диффузно, а при повышенном
уровне Hsp70 белок mutp53 распределяется преиму-
щественно в цитоплазме; при этом сверх-экспрес-

Рис. 1. Сравнение уровней белков р53 и Hsp70 в клетках
линий MDA-MB-231-GFP (дорожка 1), MDA-MB-231-
wtp53-GFP (2), MDA-MB-231-mutp53-R175H-GFP (3),
полученных путем трансфицирования лентивирусными
векторами, кодирующими mutp53-R175H-GFP, wtp53-
GFP и GFP, из линии рака молочной железы человека
MDA-MB-231 с мутацией R175H в гене р53 (mutр53-
R175H). 
p53-GFP включает в себя р53 дикого типа, сшитый GFP
(wtp53-GFP) и mutр53-R175H, сшитый с GFP (mutр53-
R175H-GFP). Данные получены с помощью Вестерн-
блот-анализа.
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сия MDM2 приводит к тому, что большая часть
mutp53 перемещается в ядро (Wiech et al., 2012).

Отсутствие деградации mutp53-R175H внутри яд-
ра может быть следствием того, что Hsp70 защищает
mutp53-R175H от воздействия Mdm2. Это косвенно
подтверждается тем, что инактивация Mdm2 проис-
ходит в результате образования тримерного ком-
плекса Mdm2-Hsp90-mutp53, при этом связывание с

Hsp90 ингибирует Е3-убиквитин-лигазные функ-
ции Mdm2 (Peng et al., 2001). Комплекс Hsp90 –
сложный многокомпонентный шаперонный аппа-
рат клетки, включающий Hsp70; и есть все основа-
ния предполагать, что Hsp70 в составе комплекса
Mdm2-Hsp70-mutp53 играет аналогичную роль, что
и в комплексе Mdm2-Hsp90-mutp53 относительно
взаимодействия р53 и Mdm2.

Рис. 2. Иммуноцитохимическая окраска клеток линий MDA-MB-231-GFP, MDA-MB-231-wtp53-GFP, MDA-MB-231-
mutp53-R175H-GFP, не подвергавшихся тепловому шоку (К – контроль), сразу после теплового шока (ТШ) и через 4 ч после
него (а), а также интенсивность флюоресценции (ИФ) белка GFP ядерной области этих же клеток в тех же условиях (б).
б: данные представлены в виде медиан и квартилей; значение Р < 0.001 показано четырьмя звездочками.
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При изучении действия ингибиторов Hsp90 на
регуляцию стабильности комплексов с mutp53 было
показано, что ингибирование шаперонных функций
Hsp90 таким агентом, как 17AAG (17-N-аллилами-
но-17-деметоксигельданамицин) приводит к быст-
рой деградации mutp53 в результате его высвобожде-
ния из комплексов, включающих в себя Hsp90, и ре-
активации убиквитин-лигаз, входящих в состав
таких комплексов (Li et al., 2011). По-видимому, в
этом процессе участвуют, как Mdm2, так и убикви-
тин-лигаза, CHIP (carboxy-terminus of Hsc70 interact-
ing protein). Доказательством этому служит тот факт,
что нокдаун Mdm2 или CHIP вызывает значительное
снижение активности процесса деградации mutp53, а
нокдаун по обеим убиквитин-лигазам практически
прекращает этот процесс (Li et al., 2011).

Ранее в экспериментах с эктопической экспрес-
сией CHIP было показано возможное участие CHIP,
как альтернативной E3-лигазы, в процессах убикви-
тинирования и деградации mutp53 (Lukashchuk,
Vousden, 2007; Muller et al., 2008). Кроме того, отно-
сительно недавно было установлено, что триоксид
мышьяка, используемый при лечении лейкемии,
может взаимодействовать с ингибиторами Hsp90 и
способствовать запуску деградации mutp53 E3-убик-
витин-лигазой Pirh2 (Yan et al., 2014). Таким обра-
зом, согласно данным из литературы, в настоящее

время можно говорить о возможном участии уже
трех убиквитин-лигаз: Mdm2, CHIP и Pirh2 в обра-
зовании комплексов с белками теплового шока и
mutp53, а также в быстрой деградации mutp53 при
ингибировании Hsp90. По-видимому, в дальнейшем
этот список может расширяться. Дальнейшие иссле-
дования должны определить правомочность наших
предположений.

Выход mutp53-R175H из ядра, в отличие от wtp53,
сразу после воздействия тепловым шоком (рис. 2a, Д, Е)
можно объяснить тем, что в ядре активизируется де-
убиквитиназа HAUSP (Brooks et al., 2007) и замещает
собой Mdm2 в комплексе Mdm2-Hsp70-mutp53-
R175H. При этом, Mdm2, высвобождаясь из ком-
плекса, осуществляет автоубиквитинирование и де-
градирует в протеосомах (Dai, Gu, 2010). Можно пред-
положить, что в отсутствие Mdm2 комплекс Hsp70-
mutp53-R175H (HAUSP-Hsp70-mutp53-R175H) по
каким-то причинам покидает ядро. Поэтому при за-
мещении Mdm2 на HAUSP вновь образовавшийся
комплекс HAUSP-Hsp70-mutp53-R175H не является
стабильным и теряет HAUSP, что приводит к выходу
Hsp70-R175H из ядра. В качестве альтернативного
объяснения можно выдвинуть предположение о
том, что mutp53-R175H накапливается в ядре из-за
пост-трансляционных модификаций Mdm2 в ре-
зультате стресса. Ковалентные модификации ослаб-

Рис. 3. Сравнение уровней белков mutр53-R175H, р53-GFP (wtр53-GFP, mutр53-R175H-GFP) и Hsp70 в клетках линий MDA-
MB-231-GFP (дорожки 1), MDA-MB-231-wtp53-GFP (2), MDA-MB-231-mutp53-R175H-GFP (3), не подвергавшихся тепло-
вому шоку (К – контроль), сразу после теплового шока (ТШ), через 1 ч (верхняя панель) и через 4 ч (нижняя панель) после ТШ. 
Данные получены с помощью Вестерн-блот-анализа.
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ляют взаимодействие между Mdm2 и mutp53-R175H,
и, как следствие, mutp53-R175H остается в ядре. Это
предположение подтверждается тем фактом, что
фосфорилированный в условиях стресса с помощью
АТМ киназы белок Mdm2 хуже справляется с экс-
портом р53 из ядра (Maya et al., 2001).

Изменение уровней р53 и Hsp70 после теплого
стресса. На следующем этапе исследования мы изу-
чили динамику изменения уровней р53 и Hsp70 в
клетках с помощью вестерн-блот-анализа белков
проб, полученных из клеток тех же линий (MDA-
MB-231-GFP, MDA-MB-231-wtp53-GFP и MDA-
MB-231-mutp53-R175H-GFP), не подвергавшихся
тепловому шоку и на разных сроках после теплового
шока (сразу, через 1 и 4 ч).

Сразу после теплового шока было отмечено резкое
повышение содержания Hsp70 в клеточных линиях
MDA-MB-231-GFP и MDA-MB-231-wtp53-GFP, ко-
торое оставалось на том же уровне как минимум в те-
чение 4-х ч, что отражает нормальную реакцию
клетки в ответ на тепловой стресс (рис. 3). В отличие
от вышеперечисленных клеток, в клетках MDA-MB-
231-mutp53-R175H-GFP через 1 ч после теплового
шока происходило заметное снижение уровня Hsp70
и его неполное восстановление спустя 4 ч. Подобное
изменение уровня Hsp70 может являться следствием
сложных процессов, затрагивающих различные меж-
белковые взаимодействия между mutp53-R175H с
другими белками. Мы предполагаем, что в данных
условиях может происходить активация убиквитин-
лигаз, входящих в состав комплексов с mutp53-
R175H и обусловленная этим протеасомная деграда-
ция Hsp70. В частности, для Hsp-ассоциированной
Е3-убиквитин-лигазы CHIP показана такая способ-
ность к Hsp70-независимой активации под действи-
ем теплового стресса (Younger et al., 2004).

Сразу после теплового шока количество mutp53-
R175H, а также mutp53-R175H-GFP и wtp53-GFP в
клетках снижалось, затем постепенно восстанавли-
валось почти до прежнего уровня. Объяснение этому
факту можно найти в работе, в которой на клетках
рака печени человека было показано, что в условиях
стресса высокоспецифичный шаперон gp96, являю-
щийся гомологом Hsp90, повышает убиквитин-ли-
газную активность Mdm2 и уменьшает эффектив-
ность протеосомного ингибитора MG132 (Wu et al.,
2015). Таким образом, мы предполагаем, что при
тепловом стрессе деградация р53, происходит в ре-
зультате его убиквитинирования и последующей
протеосомной деградации, опосредованной воздей-
ствием шаперона gp96.

Взаимодействие mutp53-R175H и Hsp70. Для оцен-
ки специфичности этого взаимодействия мы провели
GST-pull-down-анализ. Экспрессированные в E. сoli
рекомбинантные белки GST, сшитые с wtp53, или с
mutp53-R175H, очищали методом аффинной хрома-
тографии на глутатион-сефарозе (субстрат для фер-
мента GST) и затем смешивали с экстрактом клеток

линии MCF7, которые характеризуются повышенной
экспрессией HSPA1. Связавшиеся с GST-химерами
белки анализировали с помощью вестерн-блотинга.
Анализ показал, что Hsp70 связывается с химерны-
ми белками wtp53-GST и mutp53-R175H-GST при-
мерно с равной эффективностью (рис. 4) При этом
связывание было специфичным, поскольку Hsp70
не связывался с контрольным белком GST. Из этого
следует, что мутация R175H в белке p53 не влияет на
силу взаимодействия mutp53-R175H с Hsp70. Таким
образом, преимущественная локализация mutp53-
R175H в ядре при нормальных условиях, как было
показано нами в данной работе скорее всего обу-
словлена не усилением сродства mutp53-R175H к
Hsp70, а повышением экспрессии HSPA1 и, как
следствие, увеличением вероятности образования
комплекса mutp53-Hsp70 и перемещением комплек-
са в ядро. Возможно, что mutp53-R175H также повы-
шает сродство Mdm2 к комплексу mutp53-Hsp70.

Суммируя все вышеописанные результаты, полу-
ченные в ходе настоящей работы, нам удалось устано-
вить, что: mutp53-R175H, в отличие от р53 дикого ти-
па, вызывает повышение уровня Hsp70 скорее всего
за счет усиления экспрессии гена HSPA1, но при теп-
ловом шоке наблюдается падение уровня Hsp70 в
клетках линии MDA-MB-231-mutp53-R175H-GFP.
Также нами было показано, что mutp53-R175H в от-
личие от wtp53, в нормальных условиях локализует-
ся преимущественно в ядре, а при тепловом стрессе
перемещается в цитоплазму, причем после снятия
стрессового воздействия постепенно возвращается в
ядро. Этот процесс не связан напрямую с повышен-
ным сродством mutp53-R175H к Hsp70, а вероятно
происходит из-за взаимодействия с другими белка-
ми, принимающими участие в образовании ком-
плексов, включающих в себя p53 и Hsp70. Наконец,
нами обнаружено резкое уменьшение уровня белков
wtp53 и mutp53-R175H в ответ на тепловой шок, а
также постепенное их восстановление после тепло-
вого стресса.

В итоге можно сделать вывод о том, что поведе-
ние wtр53 и mutp53-R175H в ответ на тепловой шок
различается между собой: mutp53-R175H усиливает
экспрессию гена HSPA1 в нормальных условиях, но
вызывает усиленную деградацию Hsp70 при тепло-
вом шоке, меняя при этом собственную внутрикле-
точную локализацию. В связи с этим представляется
актуальным изучение белкового интерактома
mutp53-R175H при тепловом шоке, поскольку ин-
терактанты, регулирующие стабильность и внутри-
клеточную локализацию mutp53-R175H, будут a pri-
ori являться новыми мишенями для таргетной про-
тивораковой терапии. Одним из таких направлений
может рассматриваться поиск ингибиторов HSPA1
или Hsp70 для предотвращения образования стаби-
лизирующих комплексов типа Mdm2-Hsp70-
mutp53-R175H в раковых клетках.
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THE REGULATION OF p53 PROTEIN FUNCTIONS IN RESPONSE 
TO HEAT SHOCK

S. E. Parfenyeva, A. N. Smotrovaa, M. A. Shkliaevaa, and N. A. Barleva, *
aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064, Russia

*E-mail: nick.a.barlev@gmail.com

In the process of the human tumors suppression p53 protein encoded by TP53 gene performs one of the most im-
portant functions. Mutations in the DNA-binding domain of p53 lead to a change in its conformation which con-
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tributes to the formation of aberrant intracellular protein complexes including heat shock proteins (Hsp70). It can
promote an occurrence of the aggressive types of tumors including breast cancer. Thereby, the study of the regulative
mechanisms of mutant p53 in the composition of such stable complexes seems extremely relevant. The aim of this
work was to study the regulation of mutant R175H protein p53 (mutr53-R175H) under heat stress in MDA-MB-231
breast cancer cells in vitro. In the course of this work, it was found that heat shock causes a sharp decrease in the level
of wtp53 proteins (wild-type p53) and mutp53-R175H, which is gradually restore after stress has been relieved. We
also have found that mutp53-R175H increases the intracellular level of Hsp70 in normal conditions and reduces one
after heat shock. At the same time, mutp53-R175H protein changes its intracellular localization, both in normal
conditions and in response to heat shock being in the composition of Hsp70-containing protein complexes. 
Thus, the behaviors of wtp53 and mutp53-R175H in response to heat shock differ from each other apparently due to
different interactions with protein complexes that regulate their stability and intracellular localization.

Keywords: p53 R175H, mutant p53, heat shock protein, Hsp70, Hsp90, Mdm2



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


