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Рецепторы семейства эпидермального фактора роста широко экспрессируются в различных тканях ор-
ганизма, в том числе в головном мозге, и играют большую роль в регуляции биологических процессов
(пролиферация, миграция клеток, клеточная смерть и т.д.). Цель работы – изучить участие сигнальных
путей, связанных с выживанием клеток (AKT-, ERK-, NF-kB-каскады), в регуляции апоптоза нейро-
нов гипоталамуса в экспериментальных моделях физиологического и патологического (сверхэкспрес-
сия HER2/neu) старения. Также исследовано влияние цитокинов FASL и TNF-alpha на данные сиг-
нальные каскады. В работе использованы ускоренно стареющие HER2/neu трансгенные мыши, дикий
тип – линия FVB/N. В супраоптическом и паравентрикулярном ядрах гипоталамуса определен уровень
антиапоптотического белка survivin методом иммуногистохимии и экспрессия белков цитокинзависи-
мых каскадов (FASL, TNF-alpha), белков-членов путей выживания: фосфорилированные формы AKT,
ERK и NF-kВ методом Western blotting. Выявлено, что АКТ-, ЕRK-каскады не играют заметной роли
при старении у FVB/N мышей, однако активация FAS-сигнального пути и снижение активности
NF-kB-пути могут привести к увеличению доли гибнущих нейронов. При старении у мышей
HER2/neu устойчивость нейронов к апоптозу обеспечивается сочетанием путей выживания – в супра-
оптическом ядре наблюдается активация ЕRK-пути, в паравентрикулярном – NF-kB- и АКТ-путей.
Кроме того, выявлена супрессия FAS пути, что также приводит к низкому уровню апоптоза.
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ВВЕДЕНИЕ
Как известно, апоптоз играет важную роль в

развитии старения и многих заболеваний, связан-
ных со старением. Старение мозга неизбежно свя-
зано с потерей нейронов, меньшей при физиологи-
ческом старении [1, 2] и значительно большей при
нейродегенеративных заболеваниях [3, 4]. Соот-
ветственно, большое значение приобретает иссле-
дование процессов апоптоза, в том числе изучение
про- и антиапоптотических сигнальных каскадов.

Сигнальные каскады PI3K/Akt (фосфатидили-
нозитол 3-киназа), ERK1/2 и NF-κB (IkappaB ki-
nase (IKK)-ядерный фактор kappaB) – это пути вы-
живания, их активация приводит к снижению апо-
птоза [5–7]. HER2 относится к семейству
рецепторов эпидермального фактора роста (EGFR,
epidermal growth factor receptor). Он широко экс-
прессируется в различных тканях организма, в том
числе в головном мозге, и играет важную роль в ре-
гуляции биологических процессов (пролиферация,
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миграция клеток, клеточная смерть и т.д.).
EGF/EGFR система активирует внутриклеточные
киназные каскады, проводящие антиапоптотиче-
ские сигналы (PI3K/Akt, ERK1/2, NF-κB) [5]. В
настоящее время исследование патологического
старения, а именно ускоренного старения, пред-
ставляет большой интерес как для фундаменталь-
ной биологии, так и для практической медицины.
В нашем исследовании моделью патологического
старения были трансгенные мыши со сверхэкс-
прессией HER-2/neu. Сверхэкспрессия активиро-
ванного HER-2/neu у трансгенной самки мышей
FVB/N приводит к злокачественной трансформа-
ции эпителиальных клеток молочных желез с по-
следующим развитием нескольких аденокарцином
молочных желез [8]. Выявленная гиперинсулине-
мия, гипергликемия, снижение активности анти-
оксидантной системы и репродуктивной системы у
трансгенных мышей HER-2/neu являются биомар-
керами преждевременного старения [9]. Таким об-
разом, трансген HER-2/neu не только инициирует
малигнизацию эпителиальных клеток молочных
желез, но также вызывает гормонально-метаболи-
ческие изменения, характерные для ускоренного
старения [9].

Очевидно, что при старении функционирова-
ние данных путей может изменяться, однако по-
добных работ в литературе немного. Мозг является
органом с высокой степенью метаболизма, и необ-
ходимы отлаженные регуляторные механизмы для
удовлетворения этой потребности в энергии. Как
известно, гипоталамус является важным регуля-
торным органом, сочетающим нервный и эндо-
кринный аспекты регуляции. Супраоптическое
(СОЯ) и паравентрикулярное (ПВЯ) ядра гипота-
ламуса продуцируют вазопрессин и окситоцин,
кроме других биологически активных веществ,
нейромедиаторов и т.д. Эти ядра обеспечивают ре-
гуляцию множества биологических процессов, в
первую очередь стрессорных ответов организма,
адаптационных реакций. Клетки СОЯ, крупнокле-
точного ядра, регулируют водно-солевой баланс
организма, а также имеются данные об участии
этого центра в регуляции функции щитовидной
железы [10]. ПВЯ является уникальным центром
координации вегетативных функций организма.
Клеточный состав ПВЯ неоднороден: оно состоит
из крупных, средних и мелких клеток, объединяе-
мых в группы на основании общности строения и
цитофизиологии. ПВЯ связано с регуляцией
стресс-реакции организма, адаптивных реакций,
пищевого поведения, лактации, беременности,
c тиреоидной функцией, показано участие этого
нейросекреторного центра в углеводном обмене
[10, 11]. Данные об изменении количества нейро-
нов при старении в различных ядрах гипоталамуса
противоречивы, так, не выявлено изменения числа
нейронов ПВЯ с возрастом у крыс [12], мышей [13]
и у человека [14], но обнаружено увеличение числа

нейронов СОЯ и ПВЯ у самцов обезьян [15]. Дру-
гие авторы показали снижение количества активно
функционирующих нейросекреторных клеток
крупноклеточных ядер гипоталамуса (СОЯ, ПВЯ)
старых (24 мес) крыс (в СОЯ на 25%, в ПВЯ на 21%)
[16, 17]. Гипоталамические ядра вовлечены в пато-
генез болезни Альцгеймера и других нейродегене-
ративных заболеваний, однако изменения в гипо-
таламусе не так значительны по сравнению с поте-
рей нейронов в коре головного мозга и мозжечка
[18]. Очевидно, что изменения нейросекреторных
центров, связанные со старением, будут влиять на
множество функций организма. Таким образом,
исследование инволюционных нарушений СОЯ и
ПВЯ, в том числе механизмов апоптоза клеток этих
ядер, является интересным и актуальным.

Поскольку сигнальные пути PI3K/Akt и AMPK
в нейронах участвуют в регуляции клеточной энер-
гии и метаболизма, изменение их приводит к раз-
личным заболеваниям [19]. Так, показано, что у
мышей с D-galactose-индуцированным старением
наблюдается снижение фосфорилирования PI3K и
AKT, что приводит к потере нейронов гиппокампа.
При этом активация с помощью изучаемых лекар-
ственных трав PI3K/Akt-зависимого пути приво-
дит к улучшению возрастзависимой когнитивной
дисфункции и неврологического дефицита [20]. В
экспериментах на крысах, получавших инъекции
D-galactose, обнаружено значительное поврежде-
ние фосфорилирования PI3K/Akt в нейронах, что
индуцирует апоптоз посредством митохондриаль-
ного и внешнерецепторного путей (повышение
экспрессии Fas, Fas ligand, Fas-associated death do-
main (FADD), t-Bid, Bax, cytochrome c, активиро-
ванной caspase-8, -9, -3) [21]. TNF-alpha и FASL яв-
ляются индукторами апоптоза. Связывание этих
лигандов с их рецепторами вызывает агрегацию ре-
цепторов и образование макромолекулярного ком-
плекса DISC (death-inducing signaling complex), ко-
торый, в зависимости от клеточного состояния,
может привести к апоптозу [22]. В повышении
уровня апоптоза нейронов при старении, показан-
ном нами ранее [2, 17, 23], также может играть роль
изменение экспрессии антиапоптотического белка
survivin, члена семейства белков-ингибиторов апо-
птоза (inhibitors of apoptosis proteins, IAP). Survivin,
мультифункциональный белок, участвует в кон-
троле митоза, апоптоза и клеточного ответа на
стресс. Этот белок активно экспрессируется в ран-
нем онтогенезе, но у взрослых организмов уровень
его в тканях низкий [24].

Нейровоспаление вовлечено в старение мозга и
нейрональную гибель при болезни Альцгеймера
[25]. Например, NF-κB p65 и ERK сигнальные пу-
ти задействованы в регуляции экспериментального
нейровоспаления на модели нейрональной клеточ-
ной культуры SH-SY5Y при введении липополиса-
харида [25]. Провоспалительные цитокинзависи-
мые пути играют важную роль в регуляции апопто-
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за при патологическом старении (сверхэкспрессия
онкогена HER2) [17]. Показано значительное вли-
яние сверхэкспрессии HER2/neu на механизмы ре-
гуляции гибели нейронов, приводящее к высокой
резистентности клеток к возрастзависимому апо-
птозу, и активное участие TNF-сигнальных путей в
данном процессе.

Использованная нами модель для изучения
ускоренного старения – трансгенные мыши
HER2/neu. Сверхэкспрессия данного онкогена
обуславливает значительные изменения во внутри-
клеточных регуляторных механизмах, что находит
выражение в повышенной выживаемости клеток и
является базой для возможного онкогенеза. Одна-
ко почти нет данных об участии AKT-, ERK-, NF-
kB-путей в регуляции клеточной гибели в процессе
старения. В связи с этим целью работы было изучить
участие сигнальных путей выживания (AKT-,
ERK-, NF-kB-опосредованные каскады), в регуля-
ции апоптоза нейросекреторных клеток гипотала-
муса при физиологическом и патологическом
(сверхэкспрессия онкогена HER2/neu) старении.
Кроме того, исследовано влияние проапоптотиче-
ского лиганда FASL и TNF-alpha, cпособного ак-
тивировать пути как гибели, так и выживания кле-
ток, на данные сигнальные каскады.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для оценки влияния сверхэкспрессии гена
HER2/neu использованы ускоренно стареющие
HER2/neu трансгенные мыши-самки разного воз-
раста (2, 10 мес), полученные из Italian National Re-
search Center of Aging; разведение поддерживается в
НИИ онкологии им. Петрова (Санкт-Петербург,
Россия), дикий тип – линия FVB/N (2, 18 мес).
Животные были разделены на группы: молодые
мыши FVB/N (9 особей), старые мыши FVB/N
(8 особей), молодые мыши HER2/neu (9 особей),
старые мыши HER2/neu (8 особей), общее количе-
ство 34 мыши. Масса тела молодых животных –
18–22 г, старых животных – 30–35 г. Животные со-
держались в виварии в стандартных условиях в со-
ответствии с требованиями ГОСТ 33216-2014 по
4‒5 особей в клетке на стандартном рационе при
свободном доступе к воде и пище.

Под золетиловым наркозом (золетил 4 мг/кг
массы) мыши были декапитированы. Всю работу с
животными выполняли в соответствии с Нацио-
нальным стандартом Российской Федерации
ГОСТ Р-53434-2009 “Принципы надлежащей ла-
бораторной практики”, Приказом Минздрава РФ
от 01.04.16 г. № 199н “Об утверждении правил над-
лежащей лабораторной практики”, Протоколом
Комиссии по биоэтике ИЭФБ РАН № 2/2019 от
20.02.2019. После стандартной фиксации в 4% фор-
малине изготавливали свежезамороженные срезы
(7 мкм) гипоталамической области мозга, содержа-

щей СОЯ и ПВЯ. Проводили иммуногистохимиче-
ское определение антиапоптотического белка sur-
vivin (Anti-Survivin antibody [EPR17358] ab182132,
1:500, Abcam, США). В гипоталамических СОЯ и
ПВЯ определен уровень экспрессии survivin с по-
мощью светового микроскопа (20X) (Zeiss Axiolab,
Carl Zeiss Inc., Германия) с последующей денсито-
метрией (VideoTest).

В СОЯ и ПВЯ гипоталамуса оценивали экспрес-
сию белков цитокинзависимых каскадов (FAS-,
TNF-зависимых): FAS лиганд (FASL, CD178) Anti-
body (PA1-21019, 1 μg/mL, Thermo Fisher Scientific,
USA) и TNF-alpha (ab9739, 0.1 μg/ml, Abcam,
США), и белков-членов путей выживания: актив-
ные (фосфорилированные) формы AKT, ERK и
NF-kВ (р-AKT (Thr308, 1:1000), р-ERK
(Thr202/Tyr204, 1:1000), Cell Signaling, США),
р-NF-kВ (ab90532, 1:500, Abcam, США), (Western
blotting). Ткани гомогенизировали в лизатном бу-
фере, содержащем ингибиторы протеазы и фосфа-
тазы (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, США). Белки из
геля переносили на нитроцеллюлозную мембрану.
Мембраны инкубировали в 3% обезжиренном мо-
локе в Трис буфере (0.1% Твин 20, 0.2 мМ Трис,
137 мМ NaCl) в течение 30 мин, а затем инкубиро-
вали в течение ночи с первичными антителами. За-
тем мембраны инкубировали с вторичными анти-
телами, кролик (1:8000; Sigma-Aldrich, США) или
мышь (1:80 000; Sigma-Aldrich, США), с последую-
щей усиленной хемилюминесцентной детекцией
(Amersham, GE Healthcare, Little Chalfont, Bucking-
hamshire, UK), далее проводили денситометрию
(ImageJ). Для контроля количества белка в пробах
проводили Western blotting с антителами к GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, ab9485,
1:2000, Abcam, США).

С учетом малого количества единиц наблюде-
ния для проверки гипотезы нормальности распре-
деления использовали W-тест Шапиро–Уилка для
малых выборок, который является наиболее эффек-
тивным, так как он обладает большей мощностью
по сравнению с альтернативными критериями про-
верки нормальности. В связи с тем, что производит-
ся множественное сравнение, использовали тест
Тьюки, так как распределение нормальное и груп-
повые дисперсии однородны. Различия считали
статистически значимыми при p < 0.05 (компью-
терная программа Microsoft Office Excel 2007).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Старение связано с системным воспалением и
клеточным апоптозом, индуцированным появля-
ющимися физиологическими дисфункциями [26].
В настоящее время показано, что роль цитокинза-
висимого TNF-сигнального каскада в апоптозе не-
однозначна – помимо индукции клеточной гибели
с участием caspase-8, -3 [22], наблюдается антиапо-
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птотическое действие TNF, связанное с активаци-
ей независимых путей выживания – NF-kВ,
MAPK-EGFR пути [27, 28], либо PI3K-AKT пути
[27].

Было исследовано участие лигандов – FAS Li-
gand (CD178, FasL) и TNF-alpha – в активации сиг-
нальных путей, связанных с выживанием клеток
(NF-KB-, AKT-, ERK-каскады), в регуляции апо-
птоза нейронов гипоталамуса у мышей дикого типа
и ускоренно стареющих HER2/neu трансгенных
мышей при старении. По данным литературы
TRAIL, FASL (FAS Ligand), FAS, FADD являются
проапоптотическими факторами, тогда как TNFR1
(TNF-receptor 1), TRADD также могут оказывать
антиапоптотическое действие через пути выжива-
ния клеток - NF-kB- и р38-MAPK-EGFR пути [22].

Мыши дикого типа
У молодых мышей дикого типа уровень FASL в

обоих изучаемых ядрах гипоталамуса невысок и
увеличивается при старении в ПВЯ, содержание
TNF-alpha не изменяется в СОЯ старых FVB/N
мышей и снижается в ПВЯ (рис. 1). При этом в
СОЯ и ПВЯ возрастают экспрессия FAS рецепто-

ра, адапторных белков FADD, TRADD, caspase-8,
-3 и уровень апоптоза [17]. Ранее мы показали, что
у мышей дикого типа апоптоз (метод TUNEL) при
старении возрастает в СОЯ в 6.8 раза, а в ПВЯ
в 9.4 раза [17]. Таким образом, в нейросекреторных
клетках данных ядер гипоталамуса наблюдается
возрастзависимая активация FAS-сигнального
пути (табл. 1).

Уровень р-NF-kB в нейронах гипоталамуса мы-
шей FVB/N на поздних этапах онтогенеза снижает-
ся как в СОЯ, так и в ПВЯ, и параллельно умень-
шается экспрессия survivin, антиапоптотического
белка (рис. 1, 2), являющегося одной из мишеней
NF-kB-пути [29]. Это соотносится с повышением
уровня апоптоза клеток [17]. Нет изменений в со-
держании фосфорилированных форм AKT и ERK
(p-AKT, p-ERK) (рис. 3) Очевидно, что сигналь-
ные каскады, связанные с выживанием (АКТ,
ЕRK), не играют заметной роли в обоих нейроэн-
докринных центрах при старении у FVB/N мы-
шей, а пониженная активность NF-kB может при-
вести к возрастанию клеточной гибели нейросек-
реторных клеток гипоталамуса старых мышей
(рис. 1–3), [17] (табл. 1).

Рис. 1. Экспрессия FASL и TNF-alpha в нейросекреторных клетках супраоптическом (СОЯ) и паравентрикулярном
(ПВЯ) ядрах мышей FVB/N и HER2/neu (Western blotting). Ось ординат – оптическая плотность FASL (М ± m) и TNF-
alpha в (М ± m) СОЯ и ПВЯ мышей FVB/N и HER2/neu. Здесь и далее: обозначения – м – молодые мыши, с – старые
мыши. Оптическая плотность представлена в условных единицах. (*) – достоверность различий между показателями мо-
лодых и старых мышей одной линии (p ≤ 0.05), и (о) – значение различий между индексами старых мышей FVB/N и
HER2/neu (p ≤ 0.05), молодых мышей FVB/N и HER2/neu (p ≤ 0.05). Молодые мыши FVB/N, n = 9, старые мыши FVB/N,
n = 8, молодые мыши HER2/neu, n = 9, старые мыши HER2/neu, n = 8.
Fig. 1. Expression of FASL and TNF-alpha in neurosecretory cells of the supraoptic (SON) and paraventricular (PVN) nuclei in
FVB/N and HER2/neu mice (Western blotting). Ordinate – optical density of FASL (M ± m) and TNF-alpha in (M ± m) in the SON
and PVN of FVB/N and HER2/neu mice. Hereinafter: y – young mice, a – aged mice. Optical density is expressed in arbitrary units.
* – significance of differences between indices of young vs. aged mice of the same line (p ≤ 0.05); о – significance of differences be-
tween indices of aged FVB/N vs. HER2/neu mice (p ≤ 0.05), young FVB/N vs. HER2/neu mice (p ≤ 0.05). Young FVB/N mice
(n = 9), aged FVB/N mice (n = 8), young HER2/neu mice (n = 9), aged HER2/neu mice (n = 8).

0

2

4

6

8

10

12

сояFVB/Nм сояFVB/Nс пвяFVB/Nм пвяFVB/Nс сояHER2/neu м сояHER2/neu c пвяHER2/neu мпвяHER2/neu с

Группы животных

О
пт

ич
. п

ло
тн

., 
ус

л.
 е

д.
FASL
TNF-�

*

*

о

о



ЖУРНАЛ ЭВОЛЮЦИОННОЙ БИОХИМИИ И ФИЗИОЛОГИИ  том 56  № 6  2020

АKT-, ERK-, NF-KB-СИГНАЛЬНЫЕ КАСКАДЫ В НЕЙРОНАХ 451

Трансгенные мыши

У молодых трансгенных животных уровень апо-
птоза (метод TUNEL) в СОЯ и ПВЯ невысокий и
не отличается от данного показателя у мышей ди-
кого типа, при этом нет отличий между изучаемы-
ми нейросекреторными центрами [17]. У мышей
этой линии не изменяется уровень FASL в нейро-
секреторных клетках СОЯ и ПВЯ гипоталамуса
при старении, и содержание данного лиганда в
ПВЯ старых HER2/neu мышей ниже, чем у мы-
шей дикого типа (рис. 1). Синтез рецептора FAS
в изучаемых центрах у старых HER2/neu мышей
ниже по сравнению с диким типом, экспрессия
FADD не изменяется [17]. Таким образом, при па-
тологическом старении (у HER2/neu мышей) на-
блюдается супрессия FAS пути в гипоталамусе
(СОЯ и ПВЯ) (рис. 1), что приводит к низкому
уровню апоптоза у старых HER2/neu мышей [17].
Доля гибнущих клеток в СОЯ и ПВЯ гипоталамуса
у мышей этой линии не отличается от уровня дан-
ного показателя у молодых мышей и значительно
ниже (в СОЯ в 5 раз, в ПВЯ – в 2.5 раза), чем у ста-
рых мышей FVB/N [17] (табл. 1).

У старых трансгенных животных уровень TNF-
alpha в обоих изученных гипоталамических ядрах
выше, чем у мышей дикого типа (рис. 1). Связыва-
ние TNF-α с TNF-RI индуцирует образование
мембраносвязанного комплекса, состоящего из
множества молекул, в том числе TRAF-2, TRADD,
IAP и IKKs, который в основном запускает актива-
цию NF-κB и обеспечивает выживание клеток по-
средством регуляции транскрипции ингибитора
caspase-8 c-FLIP [22]. Мы показали, что содержа-
ние р-NF-kB у трансгенных мышей при старении
снижается в СОЯ и увеличивается в ПВЯ, при этом

экспрессия данного фактора больше, чем у мышей
дикого типа (рис. 2). IAP, входящие в состав этого
комплекса – ингибиторы апоптотических протеи-
нов (в том числе survivin), являются триггерами
NF-kB-каскада [22]. Выявлено повышение экспрес-
сии survivin в нейросекреторных клетках изученных
ядер гипоталамуса у мышей HER2/neu при старе-
нии, можно соотнести данное увеличение экспрес-
сии с высоким, по сравнению с данным показате-
лем у старых мышей дикого типа, содержанием
TNF-alpha у трансгенных мышей (рис. 2, табл. 1).

Показано, что TNF-α способен индуцировать
фосфорилирование AKT [27] и ERK-сигнального
пути, зависящего также от уровня экспрессии ро-
стовых факторов и их рецепторов (EGF/EGFR)
[30]. В наших экспериментах в нейронах гипотала-
муса HER2/neu мышей при старении уровень р-ЕRK
возрастает в СОЯ, превышая аналогичный показа-
тель у старых мышей дикого типа, без изменений в
ПВЯ (рис. 3, табл. 1).

Содержание р-АКТ у HER2/neu мышей выше
уровня данного белка во всех группах мышей дико-
го типа, за исключением СОЯ старых трансгенных
мышей (рис. 3). Вероятно, повышенная экспрес-
сия TRADD, не меняющаяся в онтогенезе у мышей
HER2/neu [17], участвует в активации NF-kВ, ERK
и AKT путей выживания, т.е. TNF-зависимый путь
при сверхэкспрессии HER2/neu играет важную
роль в обеспечении устойчивости клеток к апо-
птозу. Это подтверждается данными других авто-
ров, показано, что EGF/EGFR система, к которой
относится и HER2, приводит к активации внутри-
клеточных киназных антиапоптотических каска-
дов, таких как PI3K/AKT и NF-kB [5]. Возможно,
ERK и AKT сигнальные пути предупреждают

Таблица 1. Изменения экспрессии изученных про- и антиапоптотических факторов при старении в нейронах СОЯ
и ПВЯ у мышей FVB/N и HER2/neu
Таble 1. Age-related changes in expression of the studied pro- and anti-apoptotic factors in neurons of the SON and PVN of
FVB/N and HER2/neu mice

Примечание: (=) – нет изменений, (+) – увеличение, (–) – уменьшение экспрессии данного фактора по сравнению с молодыми
мышами одной линии.
Note: (=) – no changes, (+) – increase, (–) – decrease in expression of the given factor compared to young mice of the same strain.

Маркер/
Marker

Роль в механизмах апоптоза/
The role in apoptosis mechanisms

Изменения при старении у мышей линии/
Changes during aging in mouse line

FVB/N HER2/neu

СОЯ/SON ПВЯ/PVN СОЯ/SON ПВЯ/PVN

FASL Проапоптотический фактор/Proapoptotic factor = + = =

TNF-alpha Может оказывать как про-, так и антиапоптотическое 
действие/May have both pro- and anti-apoptotic effects = – = =

p-NF-kB Антиапоптотический фактор/Antiapoptotic factor – – – +
survivin Антиапоптотический фактор/Antiapoptotic factor – – + +
р-ЕRK Антиапоптотический фактор/Antiapoptotic factor = = + +
р-АКТ Антиапоптотический фактор/Antiapoptotic factor = = – +
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Рис. 2. Экспрессия р-NF-kB (Western blotting) и survivin (иммуногистохимия) в нейросекреторных клетках СОЯ и ПВЯ
мышей FVB/N и HER2/neu. Левая ось ординат – экспрессия р-NF-kB (оптическая плотность) (М ± m) в СОЯ и ПВЯ мы-
шей FVB/N и HER2/neu. Правая ось ординат – экспрессия survivin (оптическая плотность) (М ± m) в СОЯ и ПВЯ мышей
FVB/N и HER2/neu.
Fig. 2. Expression of p-NF-kB (Western blotting) and survivin (immunohistochemistry) in neurosecretory cells in the SON and PVN
of FVB/N and HER2/neu mice. Left ordinate – p-NF-kB expression (optical density) (M ± m) in the SON and PVN of FVB/N and
HER2/neu mice. Right ordinate – survivin expression (optical density) (M ± m) in the SON and PVN of FVB/N and HER2/neu
mice.
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Рис. 3. Экспрессия р-ЕRK и р-АКТ в нейросекреторных клетках СОЯ и ПВЯ мышей FVB/N и HER2/neu (Western blot-
ting). Ось ординат – оптическая плотность р-ЕRK (М ± m) и р-АКТ (М ± m) в СОЯ и ПВЯ мышей FVB/N и HER2/neu.
Fig. 3. Expression of p-ERK and p-AKT in neurosecretory cells of the SON and PVN in FVB/N and HER2/neu mice (Western blot-
ting). Ordinate – optical density of p-ERK (M ± m) and p-AKT (M ± m) in the SON and PVN of FVB/N and HER2/neu mice.
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DISC-опосредованное проапоптотическое рас-
щепление каспаз [28]. Подобный механизм суще-
ствует в эпителиальных нетрансформированных
клетках молочной железы, когда ингибирование
EGFR-сигнального пути вызывает up-регуляцию
ингибитора caspase-8 FLICE-ингибирующего бел-
ка (FLIP(L)) и делает клетки более чувствительны-
ми к TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand)-индуцированному апоптозу. При
этом важную роль играет ERK-каскад [31].

Таким образом, резистентность клеток к апо-
птозу при старении у трансгенных мышей со
cверхэкспрессией HER2 обеспечивается не од-
ним фактором, а сочетанием различных путей
выживания – в СОЯ старых HER2/neu животных
повышается содержание р-ЕRK, в ПВЯ – увеличи-
вается уровень р-NF-kB и р-АКТ (рис. 2, 3, табл. 1).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, у старых мышей дикого типа в
нейронах СОЯ и ПВЯ гипоталамуса наблюдается
возрастзависимая активация FAS-сигнального пу-
ти апоптоза. Показано, что АКТ-, ЕRK-сигналь-
ные каскады, связанные с выживанием, не играют
заметной роли при старении в СОЯ и ПВЯ FVB/N
мышей, однако снижение активности NF-kB-пути
(уменьшение уровня р-NF-kB и экспрессии sur-
vivin) может привести к возрастанию апоптоза ней-
росекреторных клеток гипоталамуса старых мы-
шей дикого типа.

У старых мышей HER2/neu устойчивость кле-
ток гипоталамуса к апоптозу обеспечивается соче-
танием различных путей выживания – в СОЯ на-
блюдается активация ЕRK-пути, в ПВЯ – NF-kB-
и АКТ-путей. Предполагается, что в активации
данных путей играет роль повышенная экспрессия
TRADD. Кроме того, при патологическом старе-
нии (сверхэкспрессия HER2/neu) наблюдается су-
прессия FAS пути, что также приводит к низкому
уровню апоптоза в СОЯ и ПВЯ.
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AKT, ERK AND NFKB SIGNALING PATHWAYS IN NEURONS 
OF HYPOTHALAMIC SUPRAOPTIC AND PARAVENTRICULAR NUCLEI

IN TRANSGENIC MICE WITH HER2/NEU OVEREXPRESSION DURING AGING
E. D. Bazhanovaa,b,c,#, D. L. Teplyc, L. K. Khuzhakhmetovad, and V. N. Anisimove

a Institute of Toxicology, Federal Medico-Biological Agency, St. Petersburg, Russia
b Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, St. Petersburg, Russia

c Astrakhan State University, Astrakhan, Russia
d Astrakhan State Medical University, Astrakhan, Russia

e N.N. Petrov National Medical Research Center of Oncology, St. Petersburg, Russia
#e-mail: bazhanovae@mail.ru

Epidermal growth factor receptors are widely expressed in the various tissues, including the brain, and play an
important role in the regulation of such biological processes as proliferation, cell migration, cell death, etc. This
study aimed to study the involvement of signaling pathways related with cell survival (AKT, ERK, NF-kB cas-
cades) in the regulation of hypothalamic neuronal apoptosis in experimental models of physiological and patho-
logical (HER2/neu overexpression) aging, as well as the effect of FASL and TNF-alpha cytokines on these sig-
naling cascades. Experiments were carried out on HER2/neu transgenic mice with accelerated cellular senes-
cence compared to the wild type mice (FVB/N strain). In the hypothalamic supraoptic and paraventricular
nuclei, expression of the antiapoptotic protein survivin was determined by immunohistochemistry, while expres-
sion of proteins of the cytokine-dependent cascades (FASL, TNF-alpha) and protein members of the survival
signaling pathways (phosphorylated AKT, ERK, NF-kB) was assayed by Western blotting. It was found that in
FVB/N mice the AKT, ERK cascades do not play a significant role in aging, whereas activation of FAS signaling
and a decrease in the NF-kB pathway activity can lead to an increased proportion of dying neurons. In
HER2/neu mice, neuronal tolerance to apoptosis during aging is provided by a combination of different survival
signaling pathways: the ERK cascade is activated in the supraoptic nucleus and the NF-kB and AKT cascades in
the paraventricular nucleus. In addition, a suppression of FAS signaling was revealed, also leading to a low level
of apoptosis.

Keywords: apoptosis, neurons, hypothalamus, aging, HER2/neu, AKT, ERK, NF-kB signaling pathways
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