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Èññëåäîâàëè âêëàä ðàçëè÷íûõ êèíàçíûõ êàñêàäîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ïîääåðæàíèå àâòîíîìíîé ïðî-
ëèôåðàöèè êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, èñïîëüçóÿ ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáè-
òîðû MAP-êèíàç ERK, JNK è p38, à òàêæå PI3K. Ñîãëàñíî ïîëó÷åííûì äàííûì, òîëüêî áëîêàäà êàñêàäà,
çàïóñêàåìîãî PI3K, â êëåòêàõ E1A + Ras ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ðîñò èññëåäóåìûõ êëåòîê, òîãäà êàê ïî-
äàâëåíèå àêòèâíîñòè ëþáîé èç MAP-êèíàç íå âûçûâàåò çàìåòíîãî àíòèïðîëèôåðàòèâíîãî ýôôåêòà. Ïî-
äàâëåíèå PI3K ñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì LY294002 âûçûâàåò íàêîïëåíèå èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñè-
ìûõ êèíàç p27Kip1, íî íå p21Waf1. Íàêîïëåíèå p27Kip1 â êëåòêàõ E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ LY294002, ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ ïàäåíèåì àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ öèêëèí A—Cdk2 è öèêëèí E—Cdk2, ÷òî âëå÷åò çà ñîáîé
óìåíüøåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà Rb, íàõîäÿùåãîñÿ â êîìïëåêñå ñ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì
E2F, è óñèëåíèå êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ìåæäó Rb è E2F. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñâÿçûâàíèå E2F è ãèïîôîñ-
ôîðèëèðîâàíîãî Rb ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ òðàíñàêòèâèðóþùåé ôóíêöèè E2F è ñíèæåíèþ óðîâíÿ
òðàíñêðèïöèè ãåíîâ-ìèøåíåé E2F, êîòîðûå íåîáõîäèìû äëÿ ïåðåõîäà êëåòîê â ôàçó S êëåòî÷íîãî öèêëà
è ñèíòåçà ÄÍÊ. Òàêèì îáðàçîì, îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè àâòîíîìíîé ïðîëèôåðàöèè êëåòîê
E1A + Ras èãðàåò PI3K-çàïóñêàåìûé êàñêàä, ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè êîòîðîãî ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ
èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p27Kip1 è êàê ñëåäñòâèå — áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îíêîãåíû E1A è ras, êàñêàä PI3K-Akt, èíãèáèòîð öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ
p27Kip1, òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð E2F.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: MAP-êèíàçû — àêòèâèðóåìûå ìèòîãåíàìè ïðîòåèíêèíàçû, PI3K —
ôîñôîèíîçèòîë-3-êèíàçà, ï.í. — ïàðû íóêëåîòèäîâ.

Èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêàõ ìíîãèõ òèïîâ îïóõîëåé íà-
ðóøåíî ôóíêöèîíèðîâàíèå ðåãóëÿðíûõ ïóòåé, êîíòðî-
ëèðóþùèõ ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, â òîì ÷èñëå MAP-êè-
íàçíûõ êàñêàäîâ è êèíàçíîãî êàñêàäà PI3K—Akt (Mas-
sague, 2004). Ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû,
òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras, õàðàê-
òåðèçóþòñÿ íåðåãóëèðóåìîé ñêîðîñòüþ ïðîëèôåðàöèè
(Ïîñïåëîâà è äð., 1990). Èçâåñòíî, ÷òî îíêîãåííûé Ras
àêòèâèðóåò êèíàçíûé êàñêàä Ras—Raf—MEK—ERK, à
òàêæå ÷åðåç äðóãèå ÃÒÔ-ñâÿçûâàþùèå áåëêè ïîâûøàåò
àêòèâíîñòü êèíàçû MEKK1, ïðèíèìàþùåé íåïîñðåäñò-
âåííîå ó÷àñòèå â àêòèâàöèè ñòðåññ-êèíàç JNK è p38 (Qiu
et al., 1995). Êðîìå ýòîãî, èçâåñòíî, ÷òî áåëîê Ras â
ÃÒÔ-ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè ñïîñîáåí íåïîñðåäñòâåííî
àêòèâèðîâàòü PI3Ê, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ åå êàòàëèòè÷åñêîé
ñóáúåäèíèöåé p110 (Rodriguez-Viciana et al., 1994). Ïîý-
òîìó â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ êîíñòèòóòèâíî àêòèâ-
íûé Ras, ÷àñòî èìååò ìåñòî êîíñòèòóòèâíàÿ àêòèâíîñòü
PI3K-çàâèñèìûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé. Èçâåñòíî, ÷òî îâåð-
ýêñïðåññèÿ êèíàçû Akt, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ íåïîñðåäñòâåí-
íîé ìèøåíüþ äëÿ PI3K, ìîæåò ïðèâîäèòü ê çëîêà÷åñò-
âåííîìó ïåðåðîæäåíèþ êëåòîê. Òàê, ñ äîñòàòî÷íî âû-
ñîêîé ÷àñòîòîé âñòðå÷àåòñÿ óñèëåíèå àêòèâíîñòè Akt2
â îïóõîëÿõ ïîäæåëóäî÷íîé è ìîëî÷íîé æåëåç (Cheng
et al., 1996). Îñíîâíîé ôóíêöèåé êèíàçíîãî êàñêàäà

PI3K—Akt ÿâëÿåòñÿ ïðåäîòâðàùåíèå àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè (Franke et al., 2003). Îäíàêî ýòî íå ÿâëÿåòñÿ åäèíñò-
âåííîé ôóíêöèåé êèíàçû Akt â êîíòðîëå êëåòî÷íîé
ïðîëèôåðàöèè. Ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ Akt ìîæåò
ñòèìóëèðîâàòü ïðîãðåññèþ êëåòî÷íîãî öèêëà (Ahmed
et al., 1997; Brennan et al., 1997).

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â êëåòêàõ E1A + Ras
íàáëþäàåòñÿ íåçàâèñèìàÿ îò âíåøíèõ ñèãíàëîâ àêòèâ-
íîñòü îñíîâíûõ MAP-êèíàçíûõ êàñêàäîâ ERK è p38 (Ku-
kushkin et al., 2002). Îäíàêî ïîêà íåÿñíî, êàêèå èìåííî
êàñêàäû îòâå÷àþò çà àâòîíîìíóþ ïðîëèôåðàöèþ òðàíñ-
ôîðìèðîâàííûõ êëåòîê E1A + Ras è âîçìîæíû ëè òîð-
ìîæåíèå ðîñòà è ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê ïðè èñïîëü-
çîâàíèè ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ.

Îñíîâíàÿ öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû ñîñòîÿëà â òîì,
÷òîáû îïðåäåëèòü, êàêèå ñèãíàëüíûå ïðîòåèíêèíàçíûå
êàñêàäû îòâå÷àþò çà íåçàâèñèìóþ îò ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíà-
ìè E1A è cHa-ras. Äëÿ ýòîãî îöåíèâàëè ýôôåêò èíãè-
áèðîâàíèÿ îòäåëüíûõ êèíàç ñïåöèôè÷åñêèìè èíãèáè-
òîðàìè íà ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîðìàíòîâ, à òàêæå àíà-
ëèçèðîâàëè, êàêèå èçìåíåíèÿ ïðîèñõîäÿò ñ áåëêàìè,
ðåãóëèðóþùèìè ïðîõîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, ïðè
ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè òîé èëè èíîé êèíàçû. Ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â àâòîíîìíîé ïðîëèôåðà-
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öèè êëåòîê E1A + Ras èãðàåò êàñêàä, çàïóñêàåìûé PI3K,öèè êëåòîê E1A + Ras èãðàåò êàñêàä, çàïóñêàåìûé PI3K,
à åãî ñïåöèôè÷åñêàÿ áëîêàäà ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ðîñò
èññëåäóåìûõ êëåòîê, âûçûâàÿ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà íà
ãðàíèöå ôàç G1/ S. Ìû òàêæå ïðåäñòàâèëè äîêàçàòåëüñò-
âà òîãî, ÷òî ýòà îñòàíîâêà îáóñëîâëåíà íàêîïëåíèåì èí-
ãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p27Kip1 è ïîäàâëåíèåì
àêòèâíîñòè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è. Â ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ñïîíòàííî èì-
ìîðòàëèçîâàííûå ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðûñû
(ëèíèÿ REF52) è êëåòêè REF, òðàíñôîðìèðîâàííûå îíêî-
ãåíàìè E1A àäåíîâèðóñà 5-ãî òèïà ÷åëîâåêà è cHa-ras (ëè-
íèÿ E1A + Ras; Ïîñïåëîâà è äð., 1990). Êëåòêè îáðàáàòû-
âàëè èíãèáèòîðàìè êèíàç MEK (PD98059, 50 ìêÌ), p38
(SB203580, 20 ìêÌ), JNK (SP600125, 10 ìêÌ), PI3K
(LY294002, 5—20 ìêÌ) è GSK3â (BIO, 5 ìêÌ) â òå÷åíèå
24—72 ÷. Âñå èíãèáèòîðû — ôèðìû Calbiochem (ÑØÀ).

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ñ î ä å ð æ à í è þ
Ä Í Ê èçó÷àëè ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòîôëóîðèìåòðèè (Ðî-
çàíîâ, 1988). Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ðàñòâîðîì Âåðñåíà,
ïåðìåàáèëèçîâûâàëè ñàïîíèíîì (Sigma, ÑØÀ) â êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 0.01 % â òå÷åíèå 0.5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-
ðàòóðå è ìíîãîêðàòíî îòìûâàëè îò ñàïîíèíà ðàñòâîðîì
PBS (0.14 M NaCl, 2.7 ìM KCl, 6.5 ìM Na2HPO4 è 1.5 ìM
KH2PO4, pH 7.2). Çàòåì äîáàâëÿëè ÐÍÊàçó À (100 ìêã/ìë),
èîäèä ïðîïèäèÿ (10 ìêã/ìë) (ICN, ÑØÀ), èíêóáèðîâàëè
15 ìèí ïðè 37 °Ñ è àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîôëó-
îðèìåðå ATC300 (Brucker, Ôðàíöèÿ).

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ ï ë à ç ì è ä í û ì è Ä Í Ê è à í à ë è ç
ë þ ö è ô å ð à ç í î é à ê ò è â í î ñ ò è. Äëÿ àíàëèçà àêòèâíî-
ñòè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F êëåòêè E1A + Ras
ðàññåâàëè â 12—24-ëóíî÷íûå ïëàòû è òðàíñôèöèðîâàëè
ïëàçìèäíîé ÄÍÊ (0.5—0.8 ìêã íà 1 ÿ÷åéêó), êîäèðóþ-
ùåé ëþöèôåðàçó ïîä ïðîìîòîðîì ãåíà e2f-1 (prE2F-luc)
èëè ïîä ïðîìîòîðîì, ñîäåðæàùèì ñàéò äëÿ ñâÿçûâàíèÿ
òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F (E2F-luc), ñ ïîìîùüþ
ëèïîôåêòàìèíà-2000 (Gibco Life Technologies, ÑØÀ) ñî-
ãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. ×åðåç 5 ÷ ñðå-
äó çàìåíÿëè íà ñâåæóþ, äîáàâëÿëè èíãèáèòîðû è ïðî-
äîëæàëè èíêóáèðîâàòü â òå÷åíèå 16 ÷. Êëåòêè ëèçèðîâà-
ëè, àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû èçìåðÿëè â êëåòî÷íûõ
ýêñòðàêòàõ ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ
(Promega, ÑØÀ).

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ. Äëÿ èììóíîïðåöèïèòà-
öèè êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 7.4, 150 ìÌ NaCl, 0.5 % NP-40, 1 % Òðèòî-
íà X-100, à òàêæå èíãèáèòîðû ïðîòåàç (1 ìÌ PMSF, ïî
10 ìêã/ìë ëåóïåïòèíà, ïåïñòàòèíà A è àïðîòèíèíà; Sig-
ma, ÑØÀ) è èíãèáèòîðû ôîñôàòàç (1 ìÌ îðòîâàíàäàòà
íàòðèÿ, 5 ìÌ EGTA (Serva, Ãåðìàíèÿ) è 10 ìÌ ôòîðèäà
íàòðèÿ). Êëåòî÷íûå ëèçàòû èììóíîïðåöèïèòèðîâàëè ñî-
îòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè ïðè 8 °Ñ ïðè ïîñòîÿííîì
ïåðåìåøèâàíèè â òå÷åíèå 2 ÷ èëè íî÷è. Ê ïðîáàì äîáàâ-
ëÿëè ñóñïåíçèþ ïðîòåèí À-ñåôàðîçû (Boehringer, Ãåðìà-
íèÿ) è ïðîäîëæàëè èíêóáèðîâàòü åùå 1 ÷ ïðè 8 °Ñ ñ ïå-
ðåìåøèâàíèåì. Ïîñëå èíêóáàöèè ïðåöèïèòàòû äâàæäû
ïðîìûâàëè â áóôåðå äëÿ âûäåëåíèÿ êëåòî÷íûõ ýêñòðàê-
òîâ ñ èíãèáèòîðàìè ïðîòåàç è ôîñôàòàç. Çàòåì èììóí-
íûå êîìïëåêñû, ñîðáèðîâàííûå íà ïðîòåèí À-ñåôàðîçû,
èñïîëüçîâàëè êàê èñòî÷íèê êèíàç â ðåàêöèè ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ in vitro èëè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè â ïî-
ëèàêðèëàìèäíîì ãåëå (ÏÀÀÃ).

À í à ë è ç ñ î ä å ð æ à í è ÿ á å ë ê î â ì å ò î ä î ì è ì -
ì ó í î á ë î ò è í ã à. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â PBS-áóôåðå, ñî-
äåðæàùåì 1 % NP40 (Sigma, ÑØÀ), 0.5 % äåçîêñèõîëàòà
íàòðèÿ, 0.1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (SDS), èíãèáèòî-
ðû ïðîòåàç è ôîñôàòàç. Áåëêè ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêè â 10—12%-íîì ÏÀÀÃ è ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåë-
ëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Bio-Rad, ÑØÀ). Ìåìáðàíû ñî ñâÿ-
çàííûìè áåëêàìè ïðîìûâàëè â PBST (PBS, ñîäåðæàùèé
0.5 % Tween 20) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â
5%-íîì îáåçæèðåííîì ìîëîêå, ïðèãîòîâëåííîì íà
PBST. Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â PBST,
ñîäåðæàùåì 1 % BSA è ñîîòâåòñòâóþùèå ñïåöèôè÷å-
ñêèå àíòèòåëà. Ìåìáðàíû îòìûâàëè â PBST è èíêóáèðî-
âàëè 30 ìèí â PBST ñ 5%-íûì ìîëîêîì, ñîäåðæàùèì
âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðå-
íà, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Áåëêè íà ìåìáðàíàõ âû-
ÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåíèÿ õåìîëþìèíåñöåíöèè ñîãëàñíî
èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (NEN, ÑØÀ) è ýêñ-
ïîíèðîâàëè ñ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Äëÿ àíàëèçà áåëêîâ êëåòî÷íîãî öèêëà áûëè
èñïîëüçîâàíû àíòèòåëà ïðîòèâ öèêëèíîâ A, D1, E, öèê-
ëèíçàâèñèìûõ êèíàç Cdk2, Cdk4 è ïðîòèâ èíãèáèòîðîâ
êëåòî÷íîãî öèêëà p21Waf1 è p27Kip1, p16INK, à òàêæå E2F-1,
E2F-4, Rb, Akt (Santa Cruz, ÑØÀ), phospho-Akt (Ser-473)
(Cell Signaling, ÑØÀ).

Ô î ñ ô î ð è ë è ð î â à í è å á å ë ê î â i n v i t r o. Èììóí-
íûå êîìïëåêñû, ñâÿçàííûå ñ ïðîòåèí À-ñåôàðîçîé, èñïîëü-
çîâàëè â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà êèíàç â ðåàêöèè ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ in vitro ãèñòîíà H1. Êèíàçíóþ ðåàêöèþ ïðîâîäèëè
â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 20 ìÌ HEPES-KOH, pH 7.9, 1 ìÌ
ÄÒÒ, 20 ìÌ MgCl2, 2ìÌ MnCl2, 25 ìêÌ ATR (Sigma,
ÑØÀ) è 90 êÁê[ã-32P]-ÀÒÔ (ÃÈÏÕ, Ðîññèÿ) ïðè 30°C â òå-
÷åíèå 1 ÷. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì áóôåðà
äëÿ ïðîá (250 ìÌ òðèñ-HCl, pH 6.7, 6 % SDS, 20 % ãëèöå-
ðèíà, 8 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà è 0.25 % áðîìôåíîëîâîãî ñè-
íåãî), ïðîáû êèïÿòèëè 10 ìèí è íàíîñèëè íà 10—12%-íûé
ÏÀÀÃ. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü ôèêñèðîâàëè, âûñóøèâà-
ëè è ýêñïîíèðîâàëè ñ ðåíòãåíîâñêîé ïëåíêîé.

À í à ë è ç ó ð î â í ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è è ã å í î â ì å ò î -
ä î ì R T - P C R. Îáùóþ êëåòî÷íóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè ãóà-
íèäèíòèîöèîíàòíûì ìåòîäîì (Chomczynski et al., 1987).
Ðåàêöèþ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè (RT) ïðîâîäèëè, èñïîëü-
çóÿ 2 ìêã ÐÍÊ 1 ìêã ñëó÷àéíûõ ãåêñàïðàéìåðîâ (Roche,
Ôðàíöèÿ). Ðåàêöèþ àìïëèôèêàöèè (PCR) ïðîâîäèëè â
ïðèñóòñòâèè âñåõ íåîáõîäèìûõ êîìïîíåíòîâ, à òàêæå
100 íã ñîîòâåòñòâóþùèõ ïðàéìåðîâ ê êÄÍÊ îäíîãî èç
ãåíîâ êðûñû. Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû: ê
ãåíó cyc l inD1 — 5� -TGTTCGTGGCCTCTAAGA
TG-3�/5�-TCTGGAAAGAAAGTGCTTG-3�, ê ãåíó cycli-
nE — 5�-ACCCTCCAAAGTTGCACCAG-3�/5�-CCATC-
TCCCGGATAACCATG-3�, ê ãåíó c-myc — 5�-CCCAA-
ATCCTGTACCTCG-3 R/5�-TCTTGGCAGCTGGATA
GTC-3�, ê ãåíó cdc25A — 5�-GACTGCCGATACCCA-
TATG-3�/5�-CAGGACATACAGCTCAGGG-3�, ê ãåíó
p21waf1 — 5R-GCCGTGATTGCGATGCGCTCA-3R/5R-AC
AGCGACAAGGCCACGTGGT-3R, ê ãåíó p27kip1 — 5�-
ACTTGGAGAAGCACTGCC-3�/5�-TTCCTCATCCCTG-
GACAC-3�è ãåíó e2f1 — 5�-TGGTAGCAGTGGGC-
CATTCC-3�/5�-GCCGTTTCTGCACCTTCAGC-3�. PCR â
ïðåäåëàõ ëèíåéíîé àìïëèôèêàöèè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ
ïðîäîëæàëàñü â òå÷åíèå 25 öèêëîâ, êàæäûé èç êîòîðûõ
âêëþ÷àë â ñåáÿ äåíàòóðàöèþ ïðè 95 °Ñ â òå÷åíèå 1 ìèí,
îòæèã â òå÷åíèå 1 ìèí ïðè 56 °Ñ (cyclinE, e2f-1), èëè
56.5 °Ñ (cyclin D1, c-myc è p27kip1), èëè 54 °Ñ (cdc25A),
èëè 65 °Ñ (p21waf1), ïîëèìåðèçàöèþ ïðè 72 °Ñ (2 ìèí).
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Ñïåöèôè÷åñêèé ïðîäóêò ðåàêöèè àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 2%-íîì àãàðîçíîì ãåëå íà 40 ìÌ
Òðèñ-àöåòàòíîì áóôåðå (pH 7.8). Â êà÷åñòâå ìàðêåðà èñ-
ïîëüçîâàëè íàáîð ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, êðàòíûõ 100 ï. í.
(Gibco BRL, ÑØÀ). Êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóþùèéñÿ
ãåí ãëèöåðàëüäåãèä-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (gapdh) êðû-
ñû áûë âûáðàí â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî êîíòðîëÿ
(5�-TGTGATGGGTGTGAACCACG-3�/5�-CCAGTGAG-
CTTCCCGTTCAG-3�).

À í à ë è ç ô ð à ã ì å í ò à ö è è ê ë å ò î ÷ í î é Ä Í Ê. Äëÿ
âûäåëåíèÿ òîòàëüíîé õðîìîñîìíîé ÄÍÊ êëåòêè ñíèìàëè
ñ ÷àøåê ðàñòâîðîì PBS è ëèçèðîâàëè 3 ÷ ïðè 50 °Ñ â áó-
ôåðå, ñîäåðæàùåì 0.25 M EDTA è 0.25 % ñàðêîçèëà, â
ïðèñóòñòâèè ïðîòåèíàçû K (0.1 ìêã/ìêë). Ïîñëå ïîñëå-
äîâàòåëüíîé äåïðîòåèíèçàöèè ôåíîëîì, ñìåñüþ ôåíîëà
ñ õëîðîôîðìîì, à òàêæå ñìåñüþ õëîðîôîðìà ñ èçîàìèëî-
âûì ñïèðòîì íóêëåèíîâûå êèñëîòû îñàæäàëè äâóìÿ îáú-
åìàìè 96%-íîãî ýòàíîëà â ïðèñóòñòâèè 0.25 Ì àöåòàòà
íàòðèÿ ïðè –20 °C. Îñàäîê ðàñòâîðÿëè â áóôåðå TE
(10 ìÌ Òðèñ-HCl è 1ìÌ EDTA, pH 8.0), äîáàâëÿëè NaCl
äî 150 ìÌ è ÐÍÊàçó À äî 200 ìêã/ìë è èíêóáèðîâàëè 3 ÷
ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå ýòîãî äîáàâëÿëè NaCl äî 1 Ì è SDS äî
1 %. Ïîñëå äåïðîòåèíèçàöèè ÄÍÊ îñàæäàëè 96%-íûì
ñïèðòîì è ðàñòâîðÿëè â áóôåðå TE. Êîëè÷åñòâî ÄÍÊ â
ïðîáàõ óðàâíèâàëè ïîñëå îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå. Ïðîâîäèëè âåðòèêàëüíûé ýëåêòðîôî-
ðåç â 1.5%-íîì àãàðîçíîì ãåëå.

Ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í à ÿ î ê ð à ñ ê à õ ð î ì à ò è í à. Äëÿ
àíàëèçà ôðàãìåíòàöèè ÿäåð, âîçíèêàþùåé ïðè àïîïòîòè-
÷åñêîé ãèáåëè, êëåòêè ñåÿëè íà ïîêðîâíûå ñòåêëà, ôèê-
ñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì â òå÷åíèå
10 ìèí. Îòìûòûå îò ïàðàôîðìàëüäåãèäà êëåòêè îáðàáà-
òûâàëè 0.2%-íûì Òðèòîíîì X-100 â òå÷åíèå 30 ìèí.
Êëåòêè ïðîìûâàëè íåñêîëüêî ðàç PBS è èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 15 ìèí â PBS, ñîäåðæàùåì 100 íã/ìë ôëóîðî-
õðîìíîãî êðàñèòåëÿ DAPI (4�, 6-diamidino-2-phenylindo-
le). Ïðåïàðàòû çàêëþ÷àëè â 5%-íûé ïðîïèëãàëàò â ãëè-
öåðèíå è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà Axioscope (Zeiss), îáîðóäîâàííîãî CCD-êà-
ìåðîé.

Ðåçóëüòàòû

Â ë è ÿ í è å è í ã è á è ò î ð î â ê è í à ç M E K / E R K ,
J N K , p 3 8 è P I 3 K í à ï ð î ë è ô å ð à ö è þ ò ð à í ñ ô î ð -
ì è ð î â à í í û õ ê ë å ò î ê E 1 A + R a s îöåíèâàëè ïî èç-
ìåíåíèþ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ìåòîäîì ïðîòî÷-
íîé öèòîìåòðèè. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, à, á, äîáàâëåíèå ê
êëåòêàì E1A + Ras èíãèáèòîðà PI3K LY294002 ïðèâîäè-
ëî ê óìåíüøåíèþ ñîäåðæàíèÿ êëåòîê â ôàçå ñèíòåçà
ÄÍÊ è íàêîïëåíèþ êëåòîê â ôàçå G1 (áëîê G1/S). Èíãè-
áèòîð êèíàçû p38 SB203580 òàêæå âûçûâàë ñíèæåíèå
äîëè êëåòîê â S-ôàçå, íî â ìåíüøåé ñòåïåíè. Ïîäàâëåíèå

Ðîëü ðàçëè÷íûõ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras 1073

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ êèíàç íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè Å1À è ñÍa-Ras.

a — ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà äî (K) è ïîñëå îáðàáîòêè ñïåöèôè÷åñêèìè èíãèáèòîðàìè êè-
íàç MEK (PD, 20 ìêÌ), p38 (SB, 20 ìêÌ), JNK (SP, 10 ìêÌ) è PI3K (LY, 10 ìêÌ) â òå÷åíèå 24 èëè 48 ÷. á — èçìåíåíèå äîëè S-ôàçíûõ êëåòîê ïîñëå îá-
ðàáîòêè èíãèáèòîðàìè êèíàç òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras â òå÷åíèå 24 ÷. â — êðèâàÿ ðîñòà òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå áåç (1)

èëè â ïðèñóòñòâèè (2) 10 ìêÌ LY294002.

Fig. 1. Cell cycle response of E1A + Ras transformants to kinase inhibitor treatment.

a — cell cycle phase distribution of E1A + Ras transformants after treatment with inhibitors for kinase MEK (50 ìM PD), p38 (20 ìM SB), JNK (10 ìM SP) and
PI3K (10 ìM LY) for 24 or 48 h. á — ñhanges of S-phase cell percentage after treatment of E1A + Ras transformants with kinase inhibitors for 24 h. â — growth

curve of E1A + Ras transformants untreated (1) or treated with 10 ìM LY294002 (2).



àêòèâíîñòè êèíàç ERK è JNK íå îêàçûâàëî çàìåòíîãî
âëèÿíèÿ íà ïðîõîæäåíèå òðàíñôîðìàíòîâ ïî êëåòî÷íîìó
öèêëó èëè íà ÷èñëî êëåòîê â S-ôàçå. Àíàëèç êðèâûõ ðîñ-
òà êëåòîê, êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå áåç èíãèáèòîðîâ èëè
â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ, ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
òîëüêî èíãèáèðîâàíèå PI3K ïðèâîäèò ê ïîëíîé îñòàíîâ-
êå ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìàíòîâ (ðèñ. 1, â). Ïðè ýòîì
îáðàáîòêà êëåòîê E1A + Ras èíãèáèòîðîì p38 êèíàçû
SB203580 íå ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè
òðàíñôîðìàíòîâ, ñðàâíèìîé ñ äåéñòâèåì èíãèáèòîðà
PI3K LY294002.

Êàê ñëåäñòâèå â ôèáðîáëàñòàõ E1A + Ras, ýêñïðåññè-
ðóþùèõ àäåíîâèðóñíûé áåëîê E1A è êîíñòèòóòèâíî àê-
òèâíûé Ras, íàáëþäàåòñÿ íåðåãóëèðóåìàÿ àêòèâíîñòü
îñíîâíûõ MAP-êèíàçíûõ êàñêàäîâ, âåäóùèõ ê êèíàçàì
KRK, JNK è p38 (Kukushkin et al., 2002). Êðîìå ýòîãî, èç-
âåñòíî, ÷òî áåëîê Ras â GTP-ñâÿçàííîì ñîñòîÿíèè ñïîñî-
áåí íåïîñðåäñòâåííî àêòèâèðîâàòü PI3K, âçàèìîäåéñò-
âóÿ ñ åå êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöåé p110 (Rodrigu-
ez-Viciana et al., 1994). Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras, ýêñïðåññèðóþùèõ êîíñòèòó-
òèâíî àêòèâíûé Ras, íàáëþäàåòñÿ íåðåãóëèðóåìàÿ àê-
òèâíîñòü êèíàçû Akt (ðèñ. 2, à). Îíà çàìåòíî âûøå, ÷åì

áàçàëüíàÿ àêòèâíîñòü Akt â ãîëîäàþùèõ êîíòðîëüíûõ
êëåòêàõ REF, â êîòîðûõ, îäíàêî, Akt ñïîñîáíà àêòèâè-
ðîâàòüñÿ ïðè äîáàâëåíèè ñûâîðîòêè (ðèñ. 2, à). Ïîäàâ-
ëåíèå àêòèâíîñòè PI3K ñïåöèôè÷íûì èíãèáèòîðîì
LY294002 ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ñîäåðæàíèÿ ôîñôî-
ôîðìû êèíàçû Akt (ðèñ. 2, á), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá
ó÷àñòèè PI3K â ðåãóëÿöèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Akt â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras. Òàêèì îáðàçîì, â êëåòêàõ
E1A + Ras, ýêñïðåññèðóþùèõ àäåíîâèðóñíûé áåëîê E1A
è ïîñòîÿííî àêòèâèðîâàííûé Ras, íàáëþäàåòñÿ íåðåãó-
ëèðóåìàÿ àêòèâíîñòü îñíîâíûõ MAP-êèíàç è êèíàçû
Akt. Êèíàçà Akt, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ íèæåëåæàùèé ìèøå-
íüþ äëÿ PI3K, ìîæåò ñòèìóëèðîâàòü ïðîãðåññèþ êëåòî÷-
íîãî öèêëà (Ahmed et al., 1997; Brennan et al., 1997). Ýòè
äàííûå ñîîòâåòñòâóþò ðåçóëüòàòàì, ïîëó÷åííûì ñ ïðè-
ìåíåíèåì èíãèáèòîðà àêòèâíîñòè PI3K, ïðèâåäåííûì
âûøå, è â ñîâîêóïíîñòè ïðåäïîëàãàþò âàæíóþ ðîëü ñèã-
íàëüíîãî ïóòè PI3K—Akt â ïîääåðæàíèè àâòîíîìíîé
ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras.

È ñ ñ ë å ä î â à í è å à ï î ï ò î ò è ÷ å ñ ê î é ã è á å ë è
ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò î â E 1 A + R a s ï ð è è í ã è á è ð î â à -
í è è P I 3 K. Äëèòåëüíàÿ îáðàáîòêà èíãèáèòîðîì PI3K
ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà òðàíñôîðìàíòîâ, ÷òî ñâè-
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Ðèñ. 2. Àêòèâíîñòü êèíàçû Akt â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ REF52 è â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras.

à — ãèñòîí H2B (H2B), ôîñôîðèëèðîâàííûé in vitro êèíàçîé Akt, ïðåöèïèòèðîâàííîé (IP) èç êîíòðîëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê REF52 è òðàíñôîðìàíòîâ
E1A + Ras, ãîëîäàþùèõ â òå÷åíèå 24 ÷ (0.1 % ñûâîðîòêè FCS) èëè ñòèìóëèðîâàííûõ ïîñëå ãîëîäàíèÿ â òå÷åíèå 20 ìèí äîáàâëåíèåì 10 % FCS.

á — èììóíîáëîòèíã áåëêîâ èç êëåòîê E1A + Ras, íå îáðàáîòàííûõ (K) è îáðàáîòàííûõ 10 ìêÌ LY294002 (LY) â òå÷åíèå 24 ÷, ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ êè-
íàçû Akt, ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî Thr-473, à òàêæå ïðîòèâ íåôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû êèíàçû.

Fig. 2. Kinase activity associated with Akt in REF52 and E1A + Ras cells.

a — histone H2B (H2B) phosphorylated in vitro by Akt precipitated (IP) from lysates of REF52 and E1A + Ras cells starving for 24 h, or treated with 10 % FCS
for 20 min. á — immunoblotting of proteins from E1A + Ras cells untreated (K), or treated with 10 ìM LY294002 (LY) for 24 h with antibodies to Akt both

Thr-473 phosphorilated and non-phosphorilated form.

Ðèñ. 3. Èíäóêöèÿ àïîïòîçà â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras ïîñëå îáðàáîòêè èíãèáèòîðîì PI3K 10 ìêÌ LY294002 â òå÷åíèå 24 ÷
(LY).

a — ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ èç êëåòîê E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ 5, 10 èëè 20 ìêÌ LY294002 â àãàðîçíîì ãåëå; Ì — ìàðêåð-
íûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ, êðàòíûå 100 ï. í. á — ôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ôðàãìåíòàöèè ÄÍÊ. Êëåòêè ôèêñèðîâàëè è îêðàøèâàëè ôëóîðîõðîìîì DAPI.

Fig. 3. Induction of apoptotic response after treatment with 10 ìM LY294002 for 24 h (LY) in transformants E1A + Ras.

a — electrophoretic analysis of oligonucleosomal DNA fragmentation in cells. á — DAPI stained fixed cells.



äåòåëüñòâóåò î ãèáåëè êëåòîê (ðèñ. 1, â). Àíàëèç ðàñïðåäåëå-
íèÿ êëåòîê ïî ñîäåðæàíèþ ÄÍÊ òàêæå ïîêàçûâàåò, ÷òî äîëÿ
òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras, ñîäåðæàùèõ ñóáäèïëîèäíîå êî-
ëè÷åñòâî ÄÍÊ, óâåëè÷èâàåòñÿ ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà
PI3K, è ýòî ãîâîðèò î äåãðàäàöèè ÄÍÊ è àïîïòîòè÷åñêîé ãè-
áåëè êëåòîê (ðèñ. 1, à). Äëÿ òîãî ÷òîáû îõàðàêòåðèçîâàòü õà-
ðàêòåð êëåòî÷íîé ãèáåëè, âûçâàííîé LY294002, ìû èññëå-
äîâàëè ìîðôîëîãèþ ÿäåð, îêðàøåííûõ ôëóîðåñöèðóþùèì
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùèì àãåíòîì DAPI. Ïîñëå îáðàáîòêè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + Ras èíãèáèòîðîì LY294002 â òå÷åíèå
24 ÷ çíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ êëåòîê èìåëà êîíäåíñèðîâàííûå è
ôðàãìåíòèðîâàííûå ÿäðà — ïðèçíàê àïîïòîòè÷åñêîé ãèáå-
ëè (ðèñ. 3, á). Ïîäîáíûõ èçìåíåíèé ìîðôîëîãèè ÿäåð ìû íå
îáíàðóæèëè â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ, íå îáðàáîòàííûõ
LY294002. Ïðè ýòîì àíàëèç ÄÍÊ èç êëåòîê E1A + Ras, îá-
ðàáîòàííûõ LY294002 â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ â òå÷å-
íèå 24 ÷, ïîêàçàë, ÷òî ÄÍÊ ïîäâåðãàåòñÿ îëèãîíóêëåîñîì-
íîé ôðàãìåíòàöèè (ðèñ. 3, à), è ýòî õàðàêòåðíî äëÿ êëåòîê,
ãèáíóùèõ àïîïòîòè÷åñêè (Darzynkiewicz et al., 1997). Ýòî
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî èíãèáèðîâàíèå PI3K â òðàíñôîð-
ìàíòàõ E1A + Ras âûçûâàåò èõ àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü.

È ç ì å í å í è å à ê ò è â í î ñ ò è ö è ê ë è í - ê è í à ç í û õ
ê î ì ï ë å ê ñ î â â ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò à õ E 1 A + R a s , î á -
ð à á î ò à í í û õ è í ã è á è ò î ð î ì P I 3 K. Äëÿ ÷åòêîãî ïðî-

õîæäåíèÿ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà íåîáõîäèìû àêòèâà-
öèÿ ðàçëè÷íûõ êîìïëåêñîâ öèêëèíîâ ñ öèêëèíçàâèñèìûìè
êèíàçàìè è ôîñôîðèëèðîâàíèå èìè ñâîèõ ìèøåíåé. Èíè-
öèàöèÿ è íà÷àëî ôàçû G1 êîíòðîëèðóþòñÿ êîìïëåêñàìè
êèíàçû Cdk4 èëè Cdk6 ñ öèêëèíîì D1. Äëÿ àêòèâàöèè ãå-
íîâ, íåîáõîäèìûõ äëÿ ñèíòåçà ÄÍÊ, â ñðåäíåì è ïîçäíåì
ïåðèîäàõ ôàçû G1 òðåáóåòñÿ ôîðìèðîâàíèå àêòèâíûõ êîì-
ïëåêñîâ êèíàçû Cdk2 ñ öèêëèíîì E (ïåðåõîä G1/S) è ñ öèê-
ëèíîì À â ïîçäíåì ïåðèîäå ôàçû G1 è ïðè ïåðåõîäå G1/S.
Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, êàêèå áåëêè è áåëêîâûå êîìï-
ëåêñû ó÷àñòâóþò â LY294002-èíäóöèðîâàííîé îñòàíîâêå
ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras, ìû àíàëèçèðî-
âàëè àêòèâíîñòü êèíàçû Cdk2 è öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåê-
ñîâ, ñîäåðæàùèõ öèêëèí E èëè A. Âèäíî, ÷òî îáðàáîòêà
òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras èíãèáèòîðîì PI3K âûçûâàëà
çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè êèíàçû Cdk2, à òàêæå
àêòèâíîñòè, àññîöèèðîâàííîé ñ öèêëèíîì A è öèêëèíîì E
(ðèñ. 4, à). Ïðè ýòîì îêàçàëîñü, ÷òî ïàäåíèå àêòèâíîñòè
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ñîïðîâîæäàåòñÿ íåêîòîðûì
óâåëè÷åíèåì ïóëà öèêëèíîâ è öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç â
êîìïëåêñå ñ èíãèáèòîðàìè öèêëèí-êèíàçíîé àêòèâíîñòè
p21Waf1 è p27Kip1 (ðèñ. 4, á).

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ð å ã ó ë ÿ ò î ð î â ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê -
ë à â ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò à õ E 1 A + R a s , î á ð à á î ò à í -
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Ðèñ. 4. Àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ, ñîäåðæàùèõ öèêëèíû è öèêëèíçàâèñèìûå êèíàçû, è èõ âçàèìîäåéñòâèå ñ öèêëèí-êèíàçíûìè èí-
ãèáèòîðàìè â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ E1A + Ras (K) è â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ 10 ìêÌ LY294002 (LY) â òå÷åíèå 24 ÷.

à — ãèñòîí H1 (HH1), ôîñôîðèëèðîâàííûé in vitro â ïðèñóòñòâèè áåëêîâ, êîïðåöèïèòèðóþùèõñÿ ñ êèíàçîé Cdk2, öèêëèíîì E èëè À (IP). á — èììó-
íîáëîòèíã áåëêîâ, êîïðåöèïèòèðóþùèõñÿ ñ èíãèáèòîðàìè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ð21Waf1 èëè p27Kip1; áåëêè èììóíîïðåöèïèòèðîâàëè ñîîò-
âåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè èç êëåòîê E1A + Ras (IP), ðàçäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ è ïðîâîäèëè èììóíîáëîòèíã ñ àíòèòåëàìè ê öèê-
ëèíó Å è êèíàçå Cdk2. â — RT-PCR -àíàëèç òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ð21waf1 èëè p27kip1. ã — èììóíîáëîòèíã áåëêîâ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ èíãèáèòîðîâ öèê-

ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ð21Waf1, p27Kip1 è ð16INK.

Fig. 4. Kinase activity associated with cyclins and cyclin-dependent kinases, and interaction of cyclin-kinases complexes with inhibitors of
cyclin-kinases in control E1A + Ras cells (K), and after treatment with 10 ìM LY294002 (LY) for 24 h.

a — histone H1 phosphorylated in vitro by proteins coprecipitated with kinase Cdk2, cyclin E or A (IP). á — immunoblotting of proteins coprecipitated with
p21Waf1 or p27Kip1. Cell lysates were immunoprecipitated with antibodies to p21Waf1 or p27Kip1 (IP), protein complexes were separated by electrophoresis, pro-
bed with antibodies to cyclin E and Cdk2. â — RT-PCR analysis of p21Waf1 and p27Kip1 gene transcription. ã — immunoblotting of proteins from E1A + Ras cells

with antibodies to inhibitors of cyclin-kinases p21Waf1, p27Kip1 and p16INK.



í û õ è í ã è á è ò î ð î ì P I 3 K. Àêòèâíîñòü öèêëèíçàâèñè-
ìûõ êèíàç â êîìïëåêñå ñ öèêëèíàìè êîíòðîëèðóåòñÿ íà
óðîâíå ðåãóëÿöèè ýêñïðåññèè êîìïîíåíòîâ öèêëèí-êè-
íàçíûõ êîìïëåêñîâ, à òàêæå ðåãóëÿòîðîâ èõ àêòèâíî-
ñòè — èíãèáèòîðîâ öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ è ìî-
äèôèöèðóþùèõ ôåðìåíòîâ (Sherr, Roberts, 1999).

Áåëêè p21Waf1 è p27Kip1 ÿâëÿþòñÿ óíèâåðñàëüíûìè èí-
ãèáèòîðàìè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ. Ìåòîäîì
RT-PCR ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê E1A + Ras
èíãèáèòîðîì LY294002 âûçûâàåò óìåíüøåíèå òðàíñ-
êðèïòîâ ãåíà p21waf1 è íå îêàçûâàåò âëèÿíèÿ íà òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíà p27kip1 (ðèñ. 4, â). Ïðè ýòîì ìû îáíàðóæè-
ëè íàêîïëåíèå áåëêà p27Kip1 ïîñëå äîáàâëåíèÿ èíãèáèòî-
ðà LY294002 ê êëåòêàì E1A + Ras (ðèñ. 4, ã). Òàêîå
íàêîïëåíèå áåëêà p27Kip1 ïðè íåèçìåííîì óðîâíå òðàíñ-
êðèïöèè ìîæíî îáúÿñíèòü ñíèæåíèåì åãî äåãðàäàöèè.
Ìû íàáëþäàëè òàê æå íåêîòîðîå íàêîïëåíèå áåëêà
p16INK1, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ èíãèáèòîðîì êîìïëåêñîâ öèê-
ëèí D—Cdk4 (ðèñ. 4, ã).

Ìåòîäîì RT-PCR è èììóíîáëîòèíãà ìû òàêæå ïðîà-
íàëèçèðîâàëè ýêñïðåññèþ ïîçèòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëå-
òî÷íîãî öèêëà, òàêèõ êàê cyclinD1, cyclinE, cdñ25A è
c-myc â êëåòêàõ E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðîì
PI3K. Îêàçàëîñü, ÷òî â ïðèñóòñòâèè LY294002 ïàäàåò
òðàíñêðèïöèÿ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ öèêëèíû D1 è E, à
òàêæå ôîñôàòàçó Cdc25A (ðèñ. 5, à). Èììóíîáëîòèíã
áåëêîâ òàêæå ïîêàçàë, ÷òî ñîäåðæàíèå öèêëèíà D1 â
êëåòêàõ E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ LY294002, çíà÷èòåëü-
íî ñíèæàåòñÿ (ðèñ. 5, á). Óìåíüøåíèå ñîäåðæàíèÿ öèê-
ëèíîâ D ïîñëå èíãèáèðîâàíèÿ PI3K ìîæíî îáúÿñíèòü
òåì, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ, òðàíñëÿöèÿ è ïîñòòðàíñëÿöèîí-
íûå ìîäèôèêàöèè, à òàêæå ïðîòåîëèç öèêëèíîâ êëàññà D
êîíòðîëèðóåòñÿ ÷åðåç ñèãíàëüíûé ïóòü PI3K—Akt. Òàê,
ýêñïðåññèÿ öèêëèíîâ êëàññà D íàõîäèòñÿ ïîä íåãàòèâ-
íûì êîíòðîëåì òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà
FKHR (Schmidt et al., 2002), àêòèâíîñòü êîòîðûõ íåãà-
òèâíî ðåãóëèðóåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèåì êèíàçíîé Akt
(Brunet et al., 1999). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî òðàíñëÿöèÿ öèê-
ëèíîâ D òàêæå çàâèñèò îò àêòèâíîñòè ïóòè PI3K—Akt

(Muise-Helmericks et al., 1998), à åãî êëåòî÷íàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ è ïðîòåàñîìíàÿ äåãðàäàöèÿ ðåãóëèðóþòñÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèåì êèíàçîé GSK3â (Diehl et al., 1998), êîòîðàÿ
ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ êèíàçû Akt.

Ìû íå îáíàðóæèëè èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ öèêëèí-
çàâèñèìîé êèíàçû Cdk2 â êëåòêàõ E1A + Ras, îáðàáîòàí-
íûõ LY294002 (ðèñ. 5, á). Îäíàêî LY294002 âûçûâàë çà-
ìåòíîå ïàäåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Cdk2 ïî
îñòàòêàì Thr-160, êîòîðîå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì äëÿ
àêòèâíîñòè Cdk2 (ðèñ. 5, â). Íåñêîëüêî ïàäàåò è ñîäåðæà-
íèå àêòèâíîé ôîñôîôîðìû Cdk2 (Thr -160), íàõîäÿùåé-
ñÿ â êîìïëåêñå ñ öèêëèíîì E. Ïî-âèäèìîìó, êèíàçíûå
êàñêàäû, çàïóñêàåìûå PI3K, êàêèì-òî îáðàçîì ñïîñîáíû
ïåðåäàâàòü ñèãíàë íà êèíàçû, ó÷àñòâóþùèå â ôîñôîðè-
ëèðîâàíèè Cdk2. Ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè PI3K ñîîòâåò-
ñòâåííî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ Cdk2 è êàê ñëåäñòâèå — ïàäåíèþ åå àêòèâíîñòè.
Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà
êëåòîê êðîâåòâîðíîãî ðÿäà, âûçâàííàÿ ÄÍÊ-ïîâðåæ-
äàþùèìè àãåíòàìè, êîððåëèðóåò ñ ïàäåíèåì óðîâíÿ àê-
òèâèðóþùåãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Cdk2 ïî îñòàòêàì
Thr-160, è ýòî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì èçìåíåíèÿ àêòèâíî-
ñòè ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, ðåãóëèðóåìîãî PI3K (Eapen
et al., 2001).

Òàêèì îáðàçîì, íàáëþäàåìîå íàêîïëåíèå èíãèáèòî-
ðîâ öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p27Kip1 è p16INK, à òàê-
æå ïàäåíèå ýêñïðåññèè ïîçèòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷-
íîãî öèêëà è ôîñôîðèëèðîâàíèÿ öèêëèíçàâèñèìîé êèíà-
çû Cdk2 ïî îñòàòêàì Thr-160, âûçâàííîå LY294002,
âîçìîæíî, ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé ïàäåíèÿ àêòèâíîñòè, àñ-
ñîöèèðîâàííîé ñ öèêëèí-êèíàçíûìè êîìïëåêñàìè, è
îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê E1A + Ras.

À ê ò è â í î ñ ò ü ò ð à í ñ ê ð è ï ö è î í í î ã î ô à ê ò î ð à
E 2 F ï ð è è í ã è á è ð î â à í è è ð à ç ë è ÷ í û õ ê è í à ç í û õ
ê à ñ ê à ä î â â ò ð à í ñ ô î ð ì à í ò à õ E 1 A + R a s. Òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð E2F ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ðåãóëÿ-
òîðîì ïåðåõîäà êëåòîê â ôàçó S. Ìíîãèå èç ãåíîâ-ìè-
øåíåé ôàêòîðà E2F êîäèðóþò áåëêè, ó÷àñòâóþùèå â ðå-
ãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàêæå â ðåïëèêàöèè ÄÍÊ
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Ðèñ. 5. Ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, êîäèðóþùèõ ðåãóëÿòîðû êëåòî÷íîãî öèêëà, â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ E1A + Ras (K) è â êëåòêàõ, îáðàáî-
òàííûõ 10 ìêÌ LY294002 (LY) â òå÷åíèå 24 ÷.

à — RT-PCR-àíàëèç òðàíñêðèïöèè ãåíîâ ñyclinD1, cyclinE, cdc25 è ñ-myc. á — èììóíîáëîòèíã áåëêîâ ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ öèêëèíîâ D1 è Å, öèêëèíçà-
âèñèìûõ êèíàç Cdk2 è Cdk4. â — èììóíîáëîòèíã òîòàëüíûõ áåëêîâ èç êëåòîê E1A + Ras (WB) è êîïðåöèïèòèðîâàííûõ ñ öèêëèíîì E (IP Cyclin E) ñ àí-

òèòåëàìè ïðîòèâ êèíàçû Cdk2, ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî Thr-160.

Fig. 5. Expression of cell cycle regulators in E1A + Ras cells untreated (K), or treated with 10 ìM LY294002 (LY) for 24 h.

a — RT-PCR analysis of cyclinD1, cyclinE, cdc25 and c-myc gene transcription. á — immunoblotting of proteins with antibodies to cyclins D1, E, cyclin-depen-
dent kinases Cdk2, Cdk4. â — immunoblotting of total proteins from E1A + Ras cells (WB) and precipitated with cyclin E from E1A + Ras cells lysates (IP Cyc-

lin E) with antibodies to Cdk2 phosphorylated on Thr-160.



(Ma et al., 2002). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî LY294002 — èíãèáè-
òîð PI3K — âûçûâàåò îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + Ras, è ýòî ñîïðîâîæäàåòñÿ ïàäåíèåì
àêòèâíîñòè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ, îòâå÷àþùèõ
çà ïåðåõîä èç ôàçû G1 â ôàçó S êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïðè
ýòîì ìû íàáëþäàëè ñíèæåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ãå-
íîâ — ïîçèòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, òðàíñ-
êðèïöèÿ êîòîðûõ íàõîäèòñÿ ïîä êîíòðîëåì ôàêòîðà E2F.
Ïîýòîìó íàñ çàèíòåðåñîâàëî, êàê LY294002, à òàêæå èí-
ãèáèòîðû äðóãèõ êèíàçíûõ ïóòåé ìîãóò ìîäóëèðîâàòü
àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F â êëåòêàõ,
òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A è cHa-ras.

Ìû îáðàáàòûâàëè ðàçëè÷íûìè èíãèáèòîðàìè êëåòêè
E1A + Ras ñî ñòàáèëüíî èíòåãðèðîâàííîé ïëàçìèäîé,
èìåþùåé ãåí ëþöèôåðàçû ïîä ïðîìîòîðîì, ñîäåðæà-
ùèì îáëàñòü äëÿ ñâÿçûâàíèÿ áåëêà E2F, è îïðåäåëÿëè àê-
òèâíîñòü ëþöèôåðàçû â ýêñòðàêòàõ êëåòîê (ðèñ. 6, à). Ìû
íå îáíàðóæèëè äîñòîâåðíîãî ïîäàâëåíèÿ E2F-ðåãóëèðóå-
ìîé àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû ïðè äîáàâëåíèè ê êëåòêàì
E1A + Ras èíãèáèòîðîâ êèíàç ERK è JNK. Êàê ìîæíî
áûëî îæèäàòü, àêòèâíîñòü E2F ïàäàëà ïîñëå îáðàáîòêè
êëåòîê èíãèáèòîðîì êèíàçû p38, íî îñîáåííî çíà÷èòåëü-
íîå ïàäåíèå áûëî ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà PI3K (ðèñ. 6,
á), êîòîðûé, êàê ïîêàçàíî ðàíåå, âûçûâàë áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà è îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè (ðèñ. 1). Êàêèå æå ñèãíà-
ëüíûå êàñêàäû ñâÿçûâàþò PI3K è òðàíñêðèïöèîííûé ôàê-
òîð E2F â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ E1A + Ras?

PI3K èìååò íåñêîëüêî ýôôåêòîâ, èçìåíåíèå àêòèâíî-
ñòè êàæäîãî èç êîòîðûõ ìîæåò ïîòåíöèàëüíî âëèÿòü íà
ôóíêöèîíèðîâàíèå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F.
Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êàñêàä PI3K—Akt ÿâëÿåòñÿ
îñíîâíûì ïóòåì ïåðåäà÷è ñèãíàëà, íåîáõîäèìûì è äî-
ñòàòî÷íûì äëÿ àêòèâàöèè E2F, èíäóöèðîâàííîé IL2
(Brennan et al., 1997). Òðàíñêðèïöèîííàÿ àêòèâíîñòü E2F
çàâèñèò îò óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà
Rb. Ôîñôîðèëèðîâàíèå Rb îñóùåñòâëÿåòñÿ êîìïëåêñà-
ìè, ñîäåðæàùèìè öèêëèíû D, à àêòèâíîñòü ýòèõ êîìï-
ëåêñîâ çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà â êëåòêå èíãèáèòîðà öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p27Kip1. Êàê ýêñïðåññèÿ, òàê è
ñòàáèëüíîñòü öèêëèíîâ D è p27Kip1 ðåãóëèðóþòñÿ áåë-

êàìè, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ íèæåëåæàùèìè ýôôåêòîðàìè
ñèãíàëüíîãî ïóòè PI3K—Akt (Diehl et al., 1998; Mui-
se-Helmericks et al., 1998; Schmidt et al., 2002; Liang, Slin-
gerland, 2003). Ïîýòîìó èçìåíåíèå àêòèâíîñòè PI3K ìî-
æåò ïîâëå÷ü çà ñîáîé èçìåíåíèå âíóòðèêëåòî÷íîé êîí-
öåíòðàöèè áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ ôîñôîðèëèðîâàíèå
Rb, è êàê ñëåäñòâèå — èçìåíåíèå àêòèâíîñòè E2F. Êðîìå
òîãî, ñòàáèëüíîñòü è àêòèâíîñòü ñàìîãî òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà E2F òàêæå çàâèñÿò îò ñòàòóñà åãî ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ (Lin et al., 2001; Stevens, La Thaugue, 2003). Â
íàñòîÿùåå âðåìÿ ïîêà íåò äàííûõ î òîì, ÷òî êîìïîíåíòû
ïóòè PI3K—Akt ìîãóò íåïîñðåäñòâåííî ïðèíèìàòü ó÷àñ-
òèå â ôîñôîðèëèðîâàíèè E2F. Âîçìîæíî, èçìåíÿåòñÿ ñî-
ñòîÿíèå ôîñôîðèëèðîâàííîñòè êàêèõ-òî áåëêîâ-ïîñðåä-
íèêîâ, ÷òî âëå÷åò çà ñîáîé èíãèáèðîâàíèå òðàíñàêòèâè-
ðóþùèõ ôóíêöèé E2F. Íàïðèìåð, èçâåñòíî, ÷òî â-êà-
òåíèí, äåãðàäàöèÿ êîòîðîãî ðåãóëèðóåòñÿ åãî ôîñôîðè-
ëèðîâàíèåì êèíàçîé GSK3â, ñïîñîáåí ñâÿçûâàòüñÿ ñ
E2F-ñîäåðæàùèìè êîìïëåêñàìè è èçìåíÿòü èõ àêòèâ-
íîñòü (Baek et al., 2003).

Ìû ïîïûòàëèñü èäåíòèôèöèðîâàòü âåòâü ïåðåäà÷è
ñèãíàëà â êàñêàäå êèíàç, çàïóñêàåìîì PI3K, îòâåòñòâåí-
íóþ çà LY294002-èíäóöèðîâàííîå èíãèáèðîâàíèå àê-
òèâíîñòè E2F è ïðîëèôåðàòèâíûé áëîê. Êèíàçà GSK3â
ÿâëÿåòñÿ íèæåëåæàùåé â ñèãíàëüíîì ïóòè PI3K—Akt, è
åå àêòèâíîñòü íåãàòèâíî ðåãóëèðóåòñÿ ôîñôîðèëèðîâà-
íèåì Akt. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
GSK3â ñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì BIO âûçûâàåò àê-
òèâàöèþ E2F (ðèñ. 6, á). Ìîæíî áûëî áû ïðåäïîëîæèòü,
÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè Akt ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè
GSK3â è èíãèáèðîâàíèþ E2F, ïîñêîëüêó ñïåöèôè÷åñêàÿ
èíàêòèâàöèÿ GSK3â âëå÷åò óâåëè÷åíèå àêòèâíîñòè E2F.
Îäíàêî îêàçàëîñü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå êèíàçû GSK3â
ñïåöèôè÷åñêèì èíãèáèòîðîì íå ñíèìàåò ñóïðåññèðóþ-
ùåãî ýôôåêòà LY294002 íà àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîí-
íîãî ôàêòîðà E2F (ðèñ. 6, á). Ñëåäîâàòåëüíî, ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå PI3K âûçûâàåò ïàäå-
íèå àêòèâíîñòè E2F è êàê ñëåäñòâèå — îñòàíîâêó ïðîëè-
ôåðàöèè, íå çàòðàãèâàÿ ïóòåé, ðåãóëèðóåìûõ êèíàçîé
GSK3â.

Ðîëü ðàçëè÷íûõ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras 1077

Ðèñ. 6. Àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà Å2F è àêòèâíîñòü ïðîìîòîðà ãåíà e2f1 â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras, îáðàáîòàí-
íûõ â òå÷åíèå 24 ÷ èíãèáèòîðàìè êèíàç MEK (PD), JNK (SP), p38 (SB), GSK3â (BIO) è PI3K (LY).

Êëåòêè E1A + Ras áûëè òðàíñôèöèðîâàíû ïëàçìèäîé, ñîäåðæàùåé ãåí ëþöèôåðàçû ïîä E2F-ðåãóëèðóåìûì ïðîìîòîðîì (E2F-luc) (a, á) èëè ïîä ïðî-
ìîòîðîì ãåíà å2f1 (prE2F-luc) (â), çàòåì êëåòêè îáðàáàòûâàëè èíãèáèòîðàìè êèíàç è îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü ëþöèôåðàçû â ëèçàòàõ êëåòîê ÷åðåç 24 ÷.

Çíà÷åíèå àêòèâíîñòè ëþöèôåðàçû â íå îáðàáîòàííûõ êèíàçíûìè èíãèáèòîðàìè êëåòêàõ ïðèíÿòî çà 100 %.

Fig. 6. Activities of E2F and e2f1-gene promoter in E1A + Ras cells untreated (K), or treated for 24 h with kinase inhibitors MEK (PD),
JNK (SP), p38 (SB), GSK3â (BIO) and PI3K (LY) for 24 h.

E2F-driven promoter-luciferase construct (E2F-luc) (a, á) or e2f1-gene promoter-luciferase construct (prE2F-luc) (â) were transfected into cycling E1A + Ras
cells. The transfected cells were treated with kinase inhibitors, and then lysed for luciferase assay. Luciferase values obtained with untreated samples were set to

100 %.



Ì å õ à í è ç ì û ð å ï ð å ñ ñ è è ò ð à í ñ ê ð è ï ö è î í í î -
ã î ô à ê ò î ð à E 2 F â ê ë å ò ê à õ E 1 A + R a s , î á ð à á î -
ò à í í û õ L Y 2 9 4 0 0 2. Ìû àíàëèçèðîâàëè ëþöèôåðàç-
íóþ àêòèâíîñòü â êëåòêàõ E1A + Ras, òðàíñôèöèðîâàí-
íûõ âåêòîðîì, êîäèðóþùèì ëþöèôåðàçó ïîä
ïðîìîòîðîì ãåíà e2f1. Îêàçàëîñü, ÷òî àêòèâíîñòü ïðîìî-
òîðà ãåíà e2f1 íèêàê íå ìåíÿåòñÿ ïðè äîáàâëåíèè
LY294002 (ðèñ. 6, â). Ïðè ýòîì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî èí-
ãèáèðîâàíèå GSK3â çíà÷èòåëüíî àêòèâèðîâàëî ïðîìî-
òîð ãåíà e2f1, ÷òî ãîâîðèò î ñóùåñòâîâàíèè ìåõàíèçìîâ
ðåãóëÿöèè òðàíñêðèïöèè E2F áåëêàìè, àêòèâíîñòü êîòî-
ðûõ êîíòðîëèðóåòñÿ êèíàçîé GSK3â. Âîçìîæíûì êàíäè-
äàòîì íà ýòó ðîëü âûñòóïàåò â-êàòåíèí, îâåðýêñïðåññèÿ
êîòîðîãî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ àêòèâíîñòè ïðîìîòîðà
e2f1 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Â ñâîþ î÷åðåäü èíãèáè-
òîð PI3K LY294002 íå îêàçûâàë íèêàêîãî âëèÿíèÿ íà àê-
òèâèðóþùèé ýôôåêò èíãèáèòîðà êèíàçû GSK3â (ðèñ. 6,
â). Ñ ïîìîùüþ RT-PCR è èììóíîáëîòèíãà ìû ïðîàíà-
ëèçèðîâàëè õàðàêòåð ýêñïðåññèè E2F. Èç äàííûõ, ïðåä-
ñòàâëåííûõ íà ðèñ. 7, à, âèäíî, ÷òî òðàíñêðèïöèÿ e2f1
ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ ïîñëå äîáàâëåíèÿ LY294002 ê
êëåòêàì E1A + Ras. Ïðè ýòîì LY294002 âûçûâàåò íåêî-
òîðîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà áåëêîâ ñåìåéñòâà E2F (E2F1
è E2F4) (ðèñ. 7, á). Îäíàêî òàêîå íåçíà÷èòåëüíîå óìåíü-
øåíèå ñîäåðæàíèÿ â êëåòêå òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
íå ìîæåò ïîâëå÷ü íàáëþäàåìîå ïàäåíèå åãî àêòèâíîñòè
è ýêñïðåññèè ãåíîâ-ìèøåíåé.

Èçâåñòíî, ÷òî àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòî-
ðà E2F çàâèñèò îò óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ñå-

ìåéñòâà Rb, êîòîðûå îáðàçóþò êîìïëåêñ ñ E2F. Â ãèïî-
ôîñôîðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè áåëîê Rb ñâÿçûâàåò è
èíàêòèâèðóåò òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð E2F. Ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå Rb öèêëèí-êèíàçíûìè êîìïëåêñàìè ïðèâî-
äèò ê ïîäàâëåíèþ èíãèáèðóþùèõ ôóíêöèé Rb, ÷òî ïî-
çâîëÿåò E2F àêòèâèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ, íåîáõî-
äèìûõ äëÿ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ (Jones, Kazlauskas, 2001).
Èììóíîáëîòèíã áåëêîâ ïîêàçàë, ÷òî èíãèáèðîâàíèå PI3K
íå ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ ñîäåðæàíèÿ áåëêà Rb â êëåò-
êàõ E1A + Ras (ðèñ. 7, á). Îäíàêî ìû íàáëþäàëè óñèëå-
íèå àññîöèàöèè Rb ñ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì E2F
(ðèñ. 7, â). Êàê âèäíî íà ðèñ. 7, ã, â êîìïëåêñàõ E2F—Rb
äî îáðàáîòêè LY294002 ïðåîáëàäàåò ãèïåðôîñôîðèëè-
ðîâàííàÿ ôîðìà áåëêà Rb. Òàêîé Rb íå ñïîñîáåí ïîë-
íîñòüþ èíãèáèðîâàòü òðàíñàêòèâèðóþùèå ôóíêöèè áåë-
êà E2F. Îäíàêî ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîñëå äîáàâëåíèÿ
LY294002 ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà áåëêà Rb â
êîìïëåêñå Rb—E2F çàìåíÿåòñÿ ãèïîôîñôîðèëèðîâàí-
íîé, ÷òî ïðèâîäèò ê èíàêòèâàöèè E2F è êàê ñëåäñòâèå —
ê ðåàëèçàöèè ïðîëèôåðàòèâíîãî áëîêà.

Òàêèì îáðàçîì, èç ïîëó÷åííûõ íàìè äàííûõ ìîæíî
ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà E2F çíà÷èòåëüíî ïàäàåò â êëåòêàõ E1A + Ras,
îáðàáîòàííûõ LY294002, â ðåçóëüòàòå èíàêòèâàöèè E2F
â êîìïëåêñå ñ ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûì Rb.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåí àíàëèç ðîëè êèíàç,
ïðèíàäëåæàùèõ ê ðàçëè÷íûì ñèãíàëüíûì ïóòÿì, â ïîä-
äåðæàíèè àâòîíîìíîé ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìèðîâàí-
íûõ êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ E1A è êîíñòèòóòèâíî
àêòèâíûé Ras. Â ðåçóëüòàòå ïîñòîÿííîé ýêñïðåññèè îí-
êîãåíîâ E1A è ras â êëåòêàõ E1A + Ras îáíàðóæåíà íåðå-
ãóëèðóåìàÿ àêòèâíîñòü îñíîâíûõ MAP-êèíàç ERK, JNK
è p38 (Kukushkin et al., 2002), à òàêæå êèíàçû Akt
(ðèñ. 2), ÿâëÿþùåéñÿ ýôôåêòîðîì PI3K. Ìû ïîêàçàëè,
÷òî èíàêòèâàöèÿ òîëüêî êàñêàäà, çàïóñêàåìîãî PI3K,
ïðèâîäèò ê îñòàíîâêå ïðîëèôåðàöèè èññëåäóåìûõ êëå-
òîê, òîãäà êàê ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ëþáîé èç MAP-êè-
íàç íå âûçûâàåò ïîäîáíîãî ýôôåêòà. Íåñïîñîáíîñòü èí-
ãèáèòîðà êèíàçíîãî êàñêàäà MEK—ERK ïîâëèÿòü íà
ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê E1A + Ras ÿâëÿåòñÿ íåîæèäàííîé,
ïîñêîëüêó êèíàçà ERK àêòèâèðóåòñÿ â îòâåò íà ìíîãèå
ðîñòîâûå ôàêòîðû. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî àêòèâíîñòü
ERK-ðåãóëèðóåìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè íåîáõîäèìà äëÿ
ïðîëèôåðàöèè íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ (Cowley et al.,
1994). Ðîñò íåòðàíñôîðìèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ REF52
ïîäàâëÿëñÿ ïðè äîáàâëåíèè èíãèáèòîðà êèíàçû MEK
PD98059 (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû). Îäíàêî íàìè, à òàê-
æå è äðóãèìè àâòîðàìè (Hoshino et al., 2001) áûëà ïîêà-
çàíà ðàçíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê ýòîìó èíãèáèòîðó ó ðàç-
íûõ òèïîâ òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòîê. Èçâåñòíî òàê-
æå, ÷òî íåîáõîäèìîñòü àêòèâíîñòè ERK äëÿ ïðîëè-
ôåðàöèè íåîäèíàêîâà äëÿ ðàçëè÷íûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê
÷åëîâåêà (Hoshino et al., 1999).

Êàêîâà ïðè÷èíà èçìåíåíèÿ âêëàäà ðàçëè÷íûõ êèíàç-
íûõ êàñêàäîâ â ïðîëèôåðàöèþ òðàíñôîðìèðîâàííûõ
êëåòîê? Ôóíêöèîíàëüíî ôàçà G1 êëåòî÷íîãî öèêëà äå-
ëèòñÿ íà äâà èíòåðâàëà, ïðîõîæäåíèå êîòîðûõ êëåòêîé
ðåãóëèðóåòñÿ ðàçëè÷íûìè íàáîðàìè ñèãíàëüíûõ áåëêîâ.
Âî âðåìÿ ïåðâîãî èíòåðâàëà íàèáîëåå âàæíóþ ðîëü èãðà-
åò êàñêàä Ras—Raf—ERK, êîòîðûé àêòèâèðóåò òðàíñ-
êðèïöèþ ãåíîâ ðàííåãî è çàäåðæàííîãî îòâåòîâ, ïðîäóê-

1078 Ì. Â. Àáðàìîâà, Ñ. Á. Ñâåòëèêîâà è äð.

Ðèñ. 7. Ýêñïðåññèÿ E2F è åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ îïóõîëåâûì ñó-
ïðåññîðîì Rb â êîíòðîëüíûõ òðàíñôîðìàíòàõ E1A + Ras (Ê) è

â îáðàáîòàííûõ 10 ìêÌ LY294002 (LY) â òå÷åíèå 24 ÷.

à — RT-PCR-àíàëèç òðàíñêðèïöèè ãåíà e2f1. á — èììóíîáëîòèíã áåëêîâ
êëåòîê E1A + Ras ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ E2F1, E2F4 è Rb. â — èììóíîáëî-
òèíã áåëêîâ, êîïðåöèïèòèðîâàííûõ ñ áåëêîì Rb (IP Rb) èç ëèçàòîâ êëå-
òîê E1A + Ras, ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ E2F1. ã — èììóíîáëîòèíã áåëêîâ,
êîïðåöèïèòèðîâàííûõ ñ áåëêîì E2F1 (IP E2F1) èç ëèçàòîâ êëåòîê E1A +

Ras, ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ Rb.

Fig. 7. E2F expression and interaction with Rb in E1A + Ras cells
untreated (K), or treated with 10 ìM LY294002 (LY) for 24 h.

a — RT-PCR analysis of e2f1-gene transcription. á — immunoblotting of pro-
teins from E1A + Ras cells with antibodies to E2F1, E2F4 and Rb. â — immu-
noblotting of proteins precipitated with Rb (IP Rb) from E1A + Ras cells lysa-
tes with antibodies to E2F1. ã — immunoblotting of proteins precipitated with

E2F1 (IP E2F1) from E1A + Ras cells lysates with antibodies to Rb.



òû êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ âàæíûìè ðåãóëÿòîðàìè êëåòî÷íî-
ãî öèêëà (AP-1, c-Myc, öèêëèí D è äð.). Àêòèâàöèÿ
êèíàçíûõ ïóòåé âòîðîãî èíòåðâàëà, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ
PI3K è PKC, íåîáõîäèìà äëÿ ñòàáèëèçàöèè ïðîëèôåðà-
òèâíûõ áåëêîâ, ñèíòåçèðîâàííûõ âî âðåìÿ ïåðâîãî èí-
òåðâàëà, è äëÿ èíàêòèâàöèè èíãèáèòîðîâ ïåðåõîäà G1/S
(Jones, Kazlauskas, 2001). Íàïðèìåð, áåëêè PI3K-ðåãóëè-
ðóåìîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà ñòàáèëèçèðóþò öèêëèí D1
(Diehl et al., 1998). Ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà c-Myc ïî
îñòàòêó Ser-62 MAP-êèíàçîé ñòàáèëèçèðóåò åãî, îäíàêî
îäíîâðåìåííî ñëóæèò äëÿ èíèöèàöèè ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ êèíàçîé GSK3â ïî Thr-58, ÷òî âûçûâàåò óáèêâèòèí-
çàâèñèìóþ äåãðàäàöèþ c-Myc (Liang, Slingerland, 2003).
Ïîýòîìó àêòèâíîñòü ïóòè PI3K—Akt íåîáõîäèìà äëÿ
ñòàáèëèçàöèè c-Myc ÷åðåç èíãèáèðîâàíèå GSK3â. Äå-
ãðàäàöèÿ è êëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ èíãèáèòîðîâ êëåòî÷-
íîãî öèêëà p21Waf1 è p27Kip1 òàêæå ðåãóëèðóþòñÿ áåëêàìè
ïóòè PI3K—Akt (Liang, Slingerland, 2003). Â êëåòêàõ,
òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A àäåíîâèðóñà è
cHa-ras, ýêñïðåññèÿ ìíîãèõ âàæíûõ ïðîëèôåðàòèâíûõ
ãåíîâ äåðåãóëèðîâàíà (Pospelova et al., 1999), ïî-âèäèìî-
ìó, ïî ïðè÷èíå çíà÷èòåëüíîé ðåîðãàíèçàöèè ñòðóêòóðû
õðîìàòèíà â îáëàñòè ïðîìîòîðîâ ýòèõ ãåíîâ è ïåðåðàñ-
ïðåäåëåíèÿ êîôàêòîðîâ òðàíñêðèïöèè âñëåäñòâèå ýêñï-
ðåññèè îíêîáåëêà E1A (Ben-Israel, Kleinberger, 2002; Ku-
kushkin et al., 2002). Â ÷àñòíîñòè, â òðàíñôîðìàíòàõ
E1A + Ras íà âûñîêîì íåðåãóëèðóåìîì óðîâíå òðàíñ-
êðèáèðóþòñÿ ãåíû cyclinD1 è c-myc (Abramova et al.,
2003; Àáðàìîâà è äð., 2004). Ñîîòâåòñòâåííî â òðàíñôîð-
ìàíòàõ E1A+Ras àêòèâíîñòü ýòèõ áåëêîâ â îñíîâíîì ðå-
ãóëèðóåòñÿ íà óðîâíå ñòàáèëèçàöèè áåëêà, à íå íà òðàíñ-
êðèïöèîííîì óðîâíå. Ïî-âèäèìîìó, ïîýòîìó â êëåòêàõ,
ýêñïðåññèðóþùèõ îíêîáåëîê E1A è ïîñòîÿííî àêòèâíûé
Ras, îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â àâòîíîìíîé ïðîëèôåðàöèè
èãðàåò êàñêàä PI3K—Akt, àêòèâíîñòü êîòîðîãî íåîáõî-
äèìà äëÿ ñòàáèëèçàöèè ïðîëèôåðàòèâíûõ áåëêîâ è äå-
ãðàäàöèè èíãèáèòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ïðîãðåññèÿ ïî êëåòî÷íîìó öèêëó ðåãóëèðóåòñÿ êîîð-
äèíèðîâàííîé àêòèâíîñòüþ ðàçëè÷íûõ öèêëèíçàâèñè-
ìûõ êèíàç (Sherr, Roberts, 1999). Ìû ïîêàçàëè, ÷òî îñòà-
íîâêà ïðîëèôåðàöèè, âûçâàííàÿ LY294002, ñîïðîâîæäà-
åòñÿ ïàäåíèåì àêòèâíîñòè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ.
Ïðè ýòîì ïðîèñõîäèò íàêîïëåíèå èíãèáèòîðà öèêëèíçà-
âèñèìûõ êèíàç p27Kip1. Êëþ÷åâàÿ ðîëü p27Kip1 â êîíòðîëå
íàä àêòèâíîñòüþ öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç è, ñëåäîâà-
òåëüíî, êëåòî÷íîãî öèêëà äàâíî óñòàíîâëåíà (Sherr, Ro-
berts, 1999). P27Kip1 îïîñðåäóåò îñòàíîâêó ïðîëèôåðàöèè
â îòâåò íà ðàçëè÷íûå àíòèìèòîãåííûå ñèãíàëû, òàêèå
êàê òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð â, óäàëåíèå ñûâîðîòêè è
êîíòàêòíîå èíãèáèðîâàíèå. Èíãèáèòîð p27Kip1 ñâÿçûâàåò
è âûêëþ÷àåò êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü G1-ñïåöèôè÷-
íîãî êîìïëåêñà öèêëèí E—Cdk2, êîòîðàÿ íåîáõîäèìà
äëÿ âõîäà êëåòêè â ôàçó S. Îäíîé èç îñíîâíûõ ìèøåíåé
êîìïëåêñà öèêëèí E—ColK2 ÿâëÿåòñÿ áåëîê Rb. Ìû ïî-
êàçàëè, ÷òî íàêîïëåíèå p27Kip1, íàáëþäàåìîå â êëåòêàõ
E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ LY294002, è ïàäåíèå öèê-
ëèí-êèíàçíîé àêòèâíîñòè ñîïðîâîæäàþòñÿ óìåíüøåíè-
åì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà Rb, íàõîäÿùåãîñÿ â êîìï-
ëåêñå ñ E2F, è óñèëåíèåì êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ ìåæäó
Rb è E2F. Â ðåçóëüòàòå èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî
ôàêòîðà E2F, êîòîðàÿ èìååò ìåñòî ïðè îáðàçîâàíèè êîì-
ïëåêñîâ ñ ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûì Rb, ïðîèñõîäèò
ïàäåíèå òðàíñàêòèâèðóþùèõ ôóíêöèé E2F è òðàíñêðèï-
òîâ ãåíîâ-ìèøåíèé E2F. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïîäàâëåíèå
ïðîëèôåðàöèè, âûçâàííîå áëîêàäîé êèíàçíîãî ïóòè

PI3K—Akt â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ E1A è àêòèâèðî-
âàííûé Ras, îïðåäåëÿåòñÿ óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ áåë-
êà p27Kip1 ïðè íåèçìåííîì óðîâíå òðàíñêðèïöèè. Îäíîé
èç ïðè÷èí íàêîïëåíèÿ áåëêà p27Kip1 ïðè íåèçìåííîì
óðîâíå òðàíñêðèïöèè ãåíà, âîçìîæíî, ÿâëÿåòñÿ ñíèæå-
íèå àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ öèêëèí E—Cdk2, êîòîðûå
íåïîñðåäñòâåííî ñïîñîáíû ôîñôîðèëèðîâàòü p27Kip1,
ñïîñîáñòâóÿ åãî óáèêâèòèíèðîâàíèþ è ïîñëåäóþùåé
ïðîòåàñîìíîé äåãðàäàöèè (Sheaff et al., 1997; Sherr, Ro-
berts, 1999). Äåãðàäàöèÿ p27Kip1ìîæåò òàêæå ðåãóëèðîâà-
òüñÿ ÷åðåç ñèãíàëüíûé ïóòü PI3K—Akt çà ñ÷åò àêòèâàöèè
êëþ÷åâîãî êîìïîíåíòà óáèêâèòèí-ëèãàçíîãî êîìïëåêñà
SKP2, êîòîðûé îïîñðåäóåò Cdk2-öèêëèí E-çàâèñèìîå
óáèêâèòèíèðîâàíèå è ïðîòåîëèç p27Kip1 (Liang, Slinger-
land, 2003). Ïîýòîìó áëîêàäà ïåðåäà÷è ñèãíàëà ïî ïóòè
PI3K—Akt ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ áåëêà p27Kip1. Ñëåäî-
âàòåëüíî, íàêîïëåíèå p27Kip1, âûçâàííîå LY294002, ÿâëÿ-
åòñÿ ðåçóëüòàòîì ñòàáèëèçàöèè p27Kip1 íà óðîâíå áåëêà.

Ìû ïîêàçàëè òàêæå, ÷òî LY294002-èíäóöèðîâàííàÿ
îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè êëåòîê E1A + Ras ñîïðîâîæäà-
åòñÿ ñíèæåíèåì àêòèâèðóþùåãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
Cdk2 ïî îñòàòêàì Thr-160. Ôîñôîðèëèðîâàíèå Cdk2 îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ êèíàçîé CAK. Ñâÿçûâàíèå Cdk ñ èíãèáèòî-
ðàìè öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p21Waf1 èëè p27Kip1 èíãèáè-
ðóåò åå ôîñôîðèëèðîâàíèå êèíàçîé CAK (Kato et al.,
1994; Aprelikova et al., 1995). Ïîýòîìó âåñüìà âåðîÿòíà
ðîëü áåëêîâ ñåìåéñòâà Cip/Kip â ïðåäîòâðàùåíèè äî-
ñòóïíîñòè äëÿ êèíàç Thr-160 â ìîëåêóëå Cdk2 â êëåòêàõ
E1A + Ras, îáðàáîòàííûõ LY294002, õîòÿ íàì íå óäà-
ëîñü îáíàðóæèòü çíà÷èòåëüíîå íàêîïëåíèå p27Kip1 è
p21Waf1 â êîìïëåêñå ñ öèêëèíîì E è Cdk2. Áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå Cdk4 êèíàçîé CAK in vitro èíãè-
áèðóåòñÿ ñòåõèîìåòðè÷åñêîé àññîöèàöèåé Cdk4 ñ p27Kip1,
÷åãî ìîæíî èçáåæàòü, ïîâûøàÿ êîíöåíòðàöèþ Cdk4 â
ðåàêöèè (Kato et al., 1994).

Òàêèì îáðàçîì, ìû ïîêàçàëè ðåãóëèðóåìûé óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Cdk2 ïî Thr-160 ïðè èíäóöèðîâàííîé
LY294002 îñòàíîâêå E1A + Ras-êëåòîê, ÷òî ÿâëÿåòñÿ âîç-
ìîæíûì íîâûì ìåõàíèçìîì ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîé ïðîëè-
ôåðàöèè ÷åðåç ñèãíàëüíûé ïóòü, ðåãóëèðóåìûé PI3K.

Äîáàâëåíèå LY294002 âûçûâàåò çíà÷èòåëüíîå óâå-
ëè÷åíèå äîëè êëåòîê E1A + Ras ñ êîíäåíñèðîâàííûìè è
ôðàãìåíòèðîâàííûìè ÿäðàìè, ÷òî ãîâîðèò î çàïóñêå
ïðîãðàììû àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè ýòèõ êëåòîê. Êëåòêè,
ýêñïðåññèðóþùèå àäåíîâèðóñíûé îíêîáåëîê E1A, íå
ìîãóò äîëãî äåëèòüñÿ â êóëüòóðå, ïîñêîëüêó äîñòàòî÷íî
áûñòðî ãèáíóò â ðåçóëüòàòå àïîïòîçà (Lowe, Ruley, 1993).
Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî áåëîê E1A àäåíîâèðóñà 5-ãî òèïà ÷å-
ëîâåêà ïîâûøàåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü êëåòîê àïîïòîçó, èí-
äóöèðîâàííîìó ðàçëè÷íûìè ñòèìóëàìè, òàêèìè êàê ôàê-
òîð íåêðîçà îïóõîëåé á, óëüòðàôèîëåòîâîå è ãàììà-îáëó-
÷åíèÿ, à òàêæå ðàçëè÷íûå ïðîòèâîîïóõîëåâûå ïðåïàðàòû.
Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå E1A-çàâè-
ñèìîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê àïîïòîçó, îñòàþòñÿ ïîêà ïîë-
íîñòüþ íå âûÿñíåííûìè. Ðàíåå ïîëàãàëè, ÷òî âûçâàííàÿ
E1A ÷óâñòâèòåëüíîñòü íîðìàëüíûõ äèïëîèäíûõ ôèá-
ðîáëàñòîâ ê p53-çàâèñèìîìó è p53-íåçàâèñèìîìó àïîï-
òîçó îáóñëîâëåíà àêòèâàöèåé ïðîêàñïàç â ðåçóëüòàòå
èíàêòèâàöèè Rb îíêîáåëêîì E1A (Nahle et al., 2002). Ñî-
âñåì íåäàâíî ïîÿâèëèñü äàííûå î òîì, ÷òî E1A-çàâèñè-
ìàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê àïîïòîçó îáóñëîâëåíà, â ÷àñòíî-
ñòè, ïîäàâëåíèåì àêòèâíîñòè êèíàçû Akt êàê â íîð-
ìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ, òàê è â ëèíèÿõ òðàíñôîðìè-
ðîâàííûõ êëåòîê (Liao et al., 2004). Äëÿ ïîäàâëåíèÿ àïîï-
òîòè÷åñêîé ãèáåëè E1A-èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòîê ïðî-

Ðîëü ðàçëè÷íûõ ïóòåé ïåðåäà÷è ñèãíàëà â ïðîëèôåðàöèè òðàíñôîðìàíòîâ E1A + Ras 1079



âîäÿò äîïîëíèòåëüíóþ òðàíñôîðìàöèþ êîìïëåìåíòè-
ðóþùèìè îíêîãåíàìè, òàêèìè êàê E1B 19 êÄà àäåíîâè-
ðóñà, cHa-ras è äð. (Ruley, 1983). Îíêîãåííûé Ras, àêòè-
âèðóÿ àíòèàïîïòîòè÷åñêèé êàñêàä PI3K—Akt, äåëàåò
êëåòêè E1A + Ras ñïîñîáíûìè áåç çíà÷èòåëüíûõ ïîòåðü
ïðîëèôåðèðîâàòü â êóëüòóðå. Áëîêàäà ïåðåäà÷è ñèãíàëà
ïî ïóòè PI3K—Akt, èíäóöèðóåò àïîïòîç â êëåòêàõ
E1A + Ras. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìîæíî îòìåòèòü, ÷òî îâåðýêñ-
ïðåññèÿ p27Kip1 âåäåò ê àïîïòîçó êëåòîê â ðàçëè÷íûõ îïó-
õîëåâûõ ëèíèÿõ (Katayose et al., 1997). Òàêèì îáðàçîì,
íàêîïëåíèå p27Kip1, íàáëþäàåìîå â LY294002-îáðàáîòàí-
íûõ êëåòêàõ E1A + Ras, ìîæåò îò÷àñòè èãðàòü ðîëü â èí-
äóêöèè àïîïòîçà â ýòèõ îïóõîëåâûõ êëåòêàõ.

Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî
îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ïîääåðæàíèè àâòîíîìíîé ïðîëè-
ôåðàöèè êëåòîê, òðàíñôîðìèðîâàííûõ îíêîãåíàìè E1A
è cHa-ras, èãðàåò êàñêàä PI3K—Akt, ïîäàâëåíèå ïåðåäà-
÷è ñèãíàëà ïî êîòîðîìó ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ èíãèáè-
òîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p27Kip1 è êàê ñëåäñòâèå —
áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà è àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè òðàíñ-
ôîðìàíòîâ E1A + Ras.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü Í. Ä. Àêñåíîâó çà
ïðîâåäåíèå öèòîìåòðèè, à òàêæå Å. È. Êîñòûëåâîé çà
ïðåäîñòàâëåíèå ãèñòîíà H2B.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
03-04-49377), ãðàíòà CRDF RB1-2511-ST-03 è ïðîãðàì-
ìû ÐÀÍ ïî ôèçèêî-õèìè÷åñêîé áèîëîãèè «Ýìáðèîíàëü-
íûå ñòâîëîâûå êëåòêè».
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THE ROLE OF DIFFERENT KINASE PATHWAYS OF SIGNAL TRANSDUCTION

IN PROLIFERATION OF E1A + Ras TRANSFORMANTS
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In this paper we have explored the role of different kinase pathways of signal transduction in proliferation
control of E1A + Ras transformants, using specific inhibitors of MAP-kinases ERK, JNK, p38 and PI3-kinase.
According to our data, suppression of signalling cascades driven by RI3K only arrested proliferation of
E1A + Ras cells, while suppression of either MAP-kinase did not lead to noticeable antiproliferative effect. We
have shown that suppression of RI3K with LY294002 gave rise to accumulation of cyclin-dependent kinase in-
hibitor p27Kip1 but not p21Waf1. Accumulation of p27Kip1 in LY294002-treated E1A + Ras cells was accompa-
nied by a decrease in Cyclin E—Cdk2 and Cyclin A—Cdk2 activity, which caused diminution of Rb phosphory-
lation and strengthening of E2F—Rb binding. Binding of E2F with hypophosphorylated Rb resulted in inhibiti-
on of E2F activity and reduction of E2F-regulated gene transcription, these genes being necessary for S-phase
entry and DNA synthesis. Thus, RI3K—Akt cascade plays the key role in maintenance of autonomous prolifera-
tion of cells transformed with E1A and cHa-ras oncogenes. Inhibition of PI3K leads to p27Kip1 accumulation
and cell cycle arrest, consequently.
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