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резюме
Обоснование. ERK1 и ERK2 (extracellular signal-regulated kinase) представляют собой родственные про-
теин-серин/треониновые киназы, которые участвуют в регуляции клеточного цикла, миграции и выжи-
вания клеток, дифференциации, метаболизма, пролиферации. Перспективна оценка данного каскада для 
определения возможности воздействия на патологические состояния посредством регуляции ERK1/2.
Цель исследования: оценка вовлечения ERK MAPK каскада в развитие спаечного процесса в брюшной 
полости.
Методы. Эксперименты проводились на самцах крыс линии Вистар. Моделировали спаечный процесс 
в брюшной полости (n = 40). Сроки исследования – от 2 часов до 30 суток. В качестве контроля исследо-
ваны образцы тканей 5 интактных животных. Готовили гистологические срезы, которые окрашивали 
гистохимически на ERK1. Оценивали экспрессию ERK1 и ERK2 с помощью ПЦР. 
Результаты. Методом ПЦР установлено вовлечение в процесс как ERK1, так и ERK2 каскада, причём, судя 
по изменению экспрессии генов, вовлечение последнего в процесс происходит более активно. Гистохимическое 
исследование подтвердило участие ERK каскадов в управлении репарацией при повреждении серозной обо-
лочки. Гистохимически выявлено повышение экспрессии ERK1 с двумя пиками активности – на 1 и 30 суток. 
Заключение. Наши данные устанавливают многоканальное управление репаративным процессом в зоне 
повреждения серозной оболочки с вовлечением как р38, так и ERK MAPK каскадов, что важно учитывать 
при разработке способов воздействия на процесс ранозаживления в брюшной полости.
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abstract
Background. ERK1 and ERK2 (extracellular signal-regulated kinase) are related protein serine / threonine kinases 
that are involved in the regulation of the cell cycle, cell migration and survival, differentiation, metabolism, and pro-
liferation. Evaluation of this cascade is promising to determine the possibility of influencing pathological conditions 
through the regulation of ERK1/2.
Aim of the study. To assess the involvement of the ERK MAPK cascade in the development of adhesions in the abdominal cavity.
Methods. The experiments were carried out on male Wistar rats. The adhesion process in the abdominal cavity was 
simulated (n = 40). The research time is from 2 hours to 30 days. Tissue samples from 5 intact animals were examined 
as a control. Histological sections were prepared and stained histochemically for ERK1. The expression of ERK1 and 
ERK2 was assessed by PCR.
Results. Using the PCR method, the involvement of both the ERK1 and ERK2 cascades in the process was established, 
and, judging by the change in gene expression, the latter is more actively involved in the process. Histochemical study 
confirmed the role of ERK cascades in the management of repair in serous membrane injury. Histochemically revealed 
an increase in ERK1 expression with two peaks of activity – at 1 and 30 days.
Conclusion. Our data establish multichannel control of the reparative process in the area of damage to the serous 
membrane with the involvement of both the p38 and ERK MAPK cascades, which is important to consider when devel-
oping methods of influencing the wound healing process in the abdominal cavity.
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ERK1 и ERK2 (extracellular signal-regulated kinase) 
представляют собой родственные протеин-серин/
треониновые киназы, которые участвуют в каскаде 
передачи сигнала Ras-Raf-MEK-ERK. Этот каскад участвует 
в регуляции большого количества процессов, включая 
адгезию клеток, развитие клеточного цикла, миграцию 
и выживание клеток, дифференциацию, метаболизм, 
пролиферацию и транскрипцию [1].

Показано, что активация ERK каскада играет важную 
роль в процессе заживления ран [2]. Так, за счёт актива-
ции ERK1/2 каскада происходит пролиферация фибро-
бластов под действием фибробластического фактора 
роста [3]. Сходный эффект на активность внеклеточной 
сигнально-регулируемой киназы ERK в отношении почеч-
ных фибробластов оказывает применение интерлейкина-
17A (IL-17A) в дозе 25–100 мкг [4].

In vitro продемонстрировано, что добавление аргини-
на в среду культивирования клеток активировало ERK1/2 
каскад, что значительно увеличивало пролиферативный 
потенциал фибробластов [5]. Потеря ERK1 и ERK2 в гене-
тически модифицированных эмбриональных клетках 
приводит к полной остановке пролиферации фибробла-
стов, связанной с остановкой клеточного цикла в стадии 
G(1) и преждевременным репликативным старением [6].

Показано, что ряд эффектов лекарственных средств 
на развитие соединительной ткани связан с опосредо-
ванным ингибированием ERK каскада. Так, COX-2 инги-
битор целекоксиб вызывает подавление пролиферации 
активированных фибробластов и экспрессию коллагена, 
что связывают с ингибированием регулируемой внекле-
точными сигналами ERK1/2 [7]. А апигенин ингибирует 
пролиферацию, дифференциацию и синтетическую функ-
цию в культуре клеток почечных фибробластов за счёт 
снижения фосфорилирования ERK1/2 [8].

На математической модели показано, что фосфори-
лирование ERK и активация связанного с ним каскада 
происходит под действием проангиогенных факторов 
(VEGF – vascular endothelial growth factor, FGF – fibroblast 
growth factor), причём при одновременном воздействии 
обеих факторов эффект многократно возрастает [9].

Кроме этого, ERK MAPK вовлечены в перестройку 
соединительной ткани через регуляцию секреции ма-
тричных металлопротеиназы (ММP), которые играют 
ключевую роль в ремоделировании тканей, разрушая 
компоненты внеклеточного матрикса. Этот механизм во-
влечён во множество физиологических и патологических 
клеточных процессов, включая заживление ран. ERK1 
и ERK2 участвуют в  индуцированной IL-1β экспрессии 
ММР3 [10]. 

Ранее нами была отмечена активация ERK каскада 
при хроническом, но не при остром аппендиците [11].

ЦЕЛь ИссЛЕдоВАНИя 

Оценка вовлечения ERK MAPK каскада в развитие 
спаечного процесса в брюшной полости.

МАтЕРИАЛы И МЕтоды

Эксперименты проводились на 45 животных – самцах 
крыс линии Вистар. Моделировали спаечный процесс 
в брюшной полости разработанным нами способом [12, 13].

Выведение животных из эксперимента проведено на 2, 
6, 12 часов, 1-е, 3-и, 7-е, 14-е и 30-е сутки. В качестве кон-
троля исследованы образцы тканей 5 интактных животных.

Материал из зоны формирования спаек фиксиро-
вали раствором FineFix (Milestone, Италия), проводку 
и заливку в парафин осуществляли по классической 
методике [14, 15].

Готовили срезы, которые окрашивали иммуно-
гистохимическим способом [16]. В качестве первич-
ных антител применяли антитела к p44 MAPK (ERK1) 
(MAPK3) Rabbit Monoclonal Antibody (Epitomics, Clone 
ID: EP4967, Cat. N 3739-1, Lot YH111626, рабочее раз-
ведение 1:200).

Кроме этого проведена оценка экспрессии генов 
MAPK каскадов ERK1 и ERK2 в зоне заживления раны, 
с помощью набора для ПЦР MAP Kinase Signaling Pathway 
RT²-Profiler™ PCR Array (Qiagen GmbH, Германия; кат. 
№ PARN-061Z). Результаты представлены по отношению 
к экспрессии генов в области серозно-мышечного слоя 
слепой кишки у интактных животных.

Все исследования проведены с соблюдением прин-
ципов гуманного обращения с животными и одобрены 
комитетом по этике ИНЦХТ.

РЕзуЛьтАты ИссЛЕдоВАНИя

Исследована экспрессия p44 MAPK (ERK1), являюще-
гося одним из основных компонентов ERK MAPK каскада. 
Как известно, цитоплазматическая форма p44 фосфо-
рилируется с участием белка передачи сигнала ras при 
активации тирозинкиназных рецепторов и интегринов. 
Фосфорилированная форма в цитоплазме участвует 
в управлении апоптозом и трансляцией, а также транс-
лоцируется в ядро, где регулирует транскрипцию.

Установлено, что через 2 часа после повреждения 
брюшины наблюдается минимальная экспрессия р44 
в зоне повреждения. Через 6 часов и 12 часов экспрессия 
р44 усиливалась до умеренной.

Через сутки после повреждения брюшины резко 
повышалась экспрессия p44 в серозном и субсерозном 
слоях. Через 3 суток сохранялась умеренная экспрессия 
р44 в зоне формирования спайки (рис. 1).

Рис. 1. 3-и сутки эксперимента. Умеренная экспрессия р44 в зоне 
повреждения. Иммуногистохимия, первичные антитела – 
p44 MAPK (ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1 : 200, докрашивание 
гематоксилином

Fig.  1. 3rd  day of the experiment. Moderate expression of p44 in the 
damaged area. Immunohistochemistry, primary antibodies – p44 
MAPK (ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1  :  200, counterstaining with 
hematoxylin

На 7-е и 14-е сутки экспрессия р44 снижалась (рис. 2, 3).



ActA BiomedicA ScientificA, 2020, Vol. 5, N 6     east Siberian Biomedical Journal

256                Experimental researches

Рис. 2. 7-е сутки эксперимента. Незначительная экспрессия р44 
в зоне повреждения. Иммуногистохимия, первичные 
антитела – p44 MAPK (ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1:200, до-
крашивание гематоксилином

Fig. 2. 7th day of the experiment. Insignificant expression of p44 in the dam-
aged area. Immunohistochemistry, primary antibodies – p44 MAPK 
(ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1 : 200, counterstaining with hematoxylin

Рис.  3. 14-е  сутки эксперимента. Незначительная экспрессия 
р44 в зоне повреждения. Иммуногистохимия, первичные 
антитела – p44 MAPK (ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1  : 200, 
докрашивание гематоксилином

Fig. 3. 14th day of the experiment. Insignificant expression of p44 in the dam-
aged area. Immunohistochemistry, primary antibodies – p44 MAPK 
(ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1 : 200, counterstaining with hematoxylin

К 30-м  суткам экспрессия р44 вновь повышалась 
(рис. 4).

Рис. 4. 30-е сутки эксперимента. Умеренная экспрессия р44 в зоне 
повреждения. Иммуногистохимия, первичные антитела – 
p44 MAPK (ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1 : 200, докрашивание 
гематоксилином

Fig.  4. 30th day of the experiment. Moderate expression of p44 in the 
damaged area. Immunohistochemistry, primary antibodies – p44 
MAPK (ERK1) (MAPK3) (Epitomics), 1  : 200, counterstaining with 
hematoxylin

При оценке экспрессия генов ERK2 и ERK1 уста-
новлено, что уровень экспрессии ERK2 был повышен 
весь период наблюдения – с 12 часов до 14 суток. Пик 
активности генов ERK2 приходился на 3-и сутки, ERK1 – 
на 7-е  сутки. Статистическая значимость различий по 
сравнению с интактными животными (р < 0,05) для ERK1 
установлена на 12 часов, 1 и 7 суток, для ERK2 – на 12 ча-
сов, 1, 3 и 7 суток (рис. 5).

Таким образом, нами установлено, что наряду с р38 
МАРК (mitogen-activated protein kinase) каскадом [17] 
в спаечный процесс в брюшной полости вовлекается ERK 
каскад. Методом ПЦР установлено вовлечение в процесс 
как ERK1, так и ERK2 каскада, причём, судя по изменению 
экспрессии генов, вовлечение последнего в процесс 
происходит более активно (рис. 5). Гистохимическое ис-
следование подтвердило участи ERK каскадов в управле-
нии репарацией при повреждении серозной оболочки. 

Рис. 5. Экспрессия ЕRK в зоне повреждения. Экспрессия в контроле во всех случаях принята за 1. * – статистическая значимость раз-
личий по сравнению с интактными животными (р < 0,05) 

Fig. 5. Expression of ERK in the damaged area. Expression in control in all cases was taken as 1. * – statistical significance of differences compared with 
intact animals (p < 0.05)
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Гистохимически выявлено повышение экспрессии ERK1 
с двумя пиками активности – на 1 и 30 суток. 

Наши данные устанавливают многоканальное управ-
ление репаративным процессом в зоне повреждения 
серозной оболочки с вовлечением как р38, так и ERK 
MAPK каскадов, что важно учитывать при разработке 
способов воздействия на процесс ранозаживления 
в брюшной полости.
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