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Èíãèáèòîð öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 áëîêèðóåò ïåðåõîä êëåòêè èç ôàçû G1 êëåòî÷íîãî
öèêëà â ôàçó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ. Îñíîâíûìè ìèøåíÿìè ýòîãî èíãèáèòîðà ÿâëÿ-
þòñÿ êîìïëåêñû ÑyclE /A-Cdk2, ñóáúåäèíèöà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû ä — áåëîê PCNA (proliferating cell nuc-
lear antigen) — è òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð E2F-1. Âçàèìîäåéñòâèå p21Waf1 ñ ýòèìè ìèøåíÿìè â íîð-
ìàëüíûõ êëåòêàõ ÿâëÿåòñÿ ìåõàíèçìîì, áëîêèðóþùèì ïðîäâèæåíèå ïîâðåæäåííîé êëåòêè ïî öèêëó íà
ñòàäèè G1. Ïðè îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè ìåõàíèçì ñòðîãîãî êîíòðîëÿ íàä öåëîñòíîñòüþ ÄÍÊ, ñâÿçàí-
íûé ñ áëîêîì êëåòî÷íîãî öèêëà, ÷àñòî íàðóøåí. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàíû ìîëåêóëÿðíûå ìåõà-
íèçìû ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ ðåíòãåíîâñêèì èçëó÷åíèåì ó òðàíñôîðìàí-
òîâ E1A + E1B-19êÄà, ñïîñîáíûõ îñòàíàâëèâàòüñÿ íà ãðàíèöå ôàç G1/S, è òðàíñôîðìàíòîâ E1A +
cHa-ras, íå îáëàäàþùèõ òàêîé ñïîñîáíîñòüþ. Ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîð öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p21Waf1,
íåñìîòðÿ íà åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ îíêîïðîäóêòàìè E1A ðàííåãî ðàéîíà àäåíîâèðóñà, ñïîñîáåí ôîðìè-
ðîâàòü êîìïëåêñû ñ öèêëèíàìè è êèíàçàìè, áåëêîì ÐÑNA è òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì E2F-1 â îáîèõ
òèïàõ òðàíñôîðìàíòîâ. Ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì âçàèìîäåéñòâèå èíãèáèòîðà â ñîñòàâå öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ñ îíêîïðîäóêòàìè E1A, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé êîíñòèòóòèâíîãî
àêòèâàöèîííîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû Cdk2 ïî Thr-160. Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå áëîêà G1/S â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras è åãî ðåàëèçàöèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà ïîñëå îáëó÷åíèÿ
íå ñâÿçàíû ñ òåì, ÷òî èíãèáèòîð p21Waf1 ïî-ðàçíîìó âçàèìîäåéñòâóåò ñ îñíîâíûìè ðåãóëÿòîðàìè ïåðå-
õîäà êëåòîê èç ôàçû G1 â ôàçó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ. Ïî-âèäèìîìó, â òðàíñôîðìàíòàõ ïåðåõîä G1 � S îñó-
ùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç äðóãèå, ïîêà íåèäåíòèôèöèðîâàííûå ðåãóëÿòîðíûå ïóòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: îíêîãåíû Å1À, E1B-19êÄà è ñHa-ras, G1/S-áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà, èíãèáèòîð
p21Waf1, êîìïëåêñû CyclA/E-Cdk2, PCNA, òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð E2F-1.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, CAK — Cdk activating kinase
(Cdk-àêòèâèðóþùàÿ êèíàçà), CBP — CREB-binding protein, Cdk — cyclin-dependent kinase (öèêëèíçàâè-
ñèìàÿ êèíàçà), Cycl — cyclin (öèêëèí), PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð, PCNA — prolifera-
ting cell nuclear antigen.

Èíãèáèòîð öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 ÿâ-
ëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ ðåãóëÿòîðîâ ïåðåõîäà êëåòêè
èç ôàçû G1 êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçó ðåïëèêàöèè ÄÍÊ.
Ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ, â ÷àñòíîñòè ðåíòãåíîâñêèì èç-
ëó÷åíèåì, ïðîèñõîäÿò ð53-çàâèñèìîå ïîâûøåíèå ýêñï-
ðåññèè ãåíà p21Waf1 è íàêîïëåíèå åãî ïðîäóêòà íà áåëêî-
âîì óðîâíå. Ñëåäñòâèåì íàêîïëåíèÿ p21Waf1 ÿâëÿåòñÿ
èíàêòèâàöèÿ îñíîâíûõ åãî ìèøåíåé — öèêëèí-êèíàç-
íûõ êîìïëåêñîâ CyclE/A-Cdk2 (Bartek, Lukas, 2001). Aê-
òèâíîñòü ýòèõ êîìïëåêñîâ ìîæåò êîíòðîëèðîâàòüñÿ ñî-
äåðæàíèåì öèêëèíîâ è êèíàç, ôîðìèðîâàíèåì öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ, äåéñòâèåì èíãèáèòîðîâ
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ (p21Waf1), à òàêæå ôîñôî-
ðèëèðîâàíèåì Cdk â ñîñòàâå öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåê-
ñîâ ïî Thr-160 CAK-êèíàçîé (àêòèâàöèîííîå ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå) è(èëè) äåôîñôîðèëèðîâàíèåì Cdk ïî Thr-14
è Tyr-15 ôîñôàòàçîé Cdc25A (àêòèâàöèîííîå äåôîñôî-
ðèëèðîâàíèå) (Lees, 1995; Swanton, 2004).

Êðîìå ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ ÑyclE/A-
Cdk2 áåëîê p21Waf1 ñïîñîáåí ðåãóëèðîâàòü êëåòî÷íûé
öèêë ïóòåì èíàêòèâàöèè ïîçèòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëå-
òî÷íîãî öèêëà, ñ êîòîðûìè îí îáðàçóåò êîìïëåêñû, òà-
êèõ êàê ñóáúåäèíèöà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû ä — áåëîê
PCNA — è òðàíñêðèïöèîííûé ôàêòîð E2F-1, êîíòðîëè-
ðóþùèé òðàíñêðèïöèþ ãåíîâ â S-ôàçå (Delavaine, La
Thangue, 1999; Dotto, 2000). Òàêèì îáðàçîì, èíãèáèòîð
p21Waf1 îñóùåñòâëÿåò êîìïëåêñíóþ ðåãóëÿöèþ ñîáûòèé
êëåòî÷íîãî öèêëà, âëèÿÿ íà ïðîëèôåðàöèþ êëåòêè êàê íà
óðîâíå öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ, òàê è íåïîñðåäñò-
âåííî íà óðîâíå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ çà ñ÷åò âçàèìîäåéñò-
âèÿ ñ PCNA è ðåãóëÿòîðîì ãåíîâ â S-ôàçå òðàíñêðèïöè-
îííûì ôàêòîðîì E2F-1.

Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû òðàíñôîðìàöèè êëåòêè
îíêîïðîäóêòàìè E1A ðàííåãî ðàéîíà àäåíîâèðóñà ÷åëî-
âåêà ñâÿçàíû ñ èíàêòèâàöèåé íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ
êëåòî÷íîãî öèêëà, òàêèõ êàê îïóõîëåâûå ñóïðåññîðû ñå-
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ìåéñòâà ðåòèíîáëàñòîìû (pRb, p107 è p130) è êîàêòèâà-
òîðû òðàíñêðèïöèè p300 è CBP (Bayley, Mymryk, 1994).
Ðàíåå íàìè è ðÿäîì äðóãèõ àâòîðîâ (Bulavin et al., 1999;
Keblusek et al., 1999; Chattopadhyay et al., 2001) áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî E1A cïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ èíãè-
áèòîðàìè öèêëèí-çàâèñèìûõ êèíàç p21Waf1 è ïðåäïî-
ëîæèòåëüíî èíàêòèâèðîâàòü åãî. Ïîçäíåå ìû îáíàðóæèëè,
÷òî, íåñìîòðÿ íà âçàèìîäåéñòâèå p21Waf1 ñ îíêîáåëêàìè
E1A, òðàíñôîðìàíòû E1A + E1B-19êÄà â îòëè÷èå îò
E1A + cHa-ras ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì ñïî-
ñîáíû êðàòêîâðåìåííî îñòàíàâëèâàòüñÿ íà ãðàíèöå ôàç
G1/S (Bulavin et al., 1999; Áóëàâèí è äð., 2002; Áðè÷êèíà è
äð., 2003). Ïðè ýòîì áëîê G1/S cîïðîâîæäàåòñÿ èçáèðà-
òåëüíûì êðàòêîâðåìåííûì ïàäåíèåì öèêëèí E-accîöèè-
ðîâàííîé êèíàçíîé àêòèâíîñòè (Áóëàâèí è äð., 2002).

Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëàñü îöåíêà
ñïîñîáíîñòè èíãèáèòîðà p21Waf1 âçàèìîäåéñòâîâàòü â
E1A-òðàíñôîðìàíòàõ ñî ñâîèìè ìèøåíÿìè — öèêëèíà-
ìè, öèêëèíçàâèñèìûìè êèíàçàìè, áåëêîì PCNA è òðàíñ-
êðèïöèîííûì ôàêòîðîì E2F-1, èíàêòèâàöèÿ êîòîðûõ
âíîñèò âêëàä â îñòàíîâêó êëåòîê íà ãðàíèöå ôàç G1/S ïî-
ñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì. Êðîìå òîãî, áûëà èñ-
ñëåäîâàíà äîñòóïíîñòü Cdk2, íàõîäÿùåéñÿ â êîìïëåêñàõ
ñ öèêëèíàìè À/E è èíãèáèòîðîì p21Waf1, äëÿ àêòèâàöèîí-
íîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî Thr-160 CAK-êèíàçàìè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Â ðàáîòå èñïîëüçî-
âàíû êëåòî÷íûå ëèíèè, ïîëó÷åííûå èç ýìáðèîíàëüíûõ
ôèáðîáëàñòîâ êðûñû (REF) ïóòåì ïåðåíîñà îíêîãåíîâ (Ïî-
ñïåëîâà, 1988). Äëÿ òðàíñôîðìàöèè èñïîëüçîâàíû ðàííèé
ðàéîí àäåíîâèðóñà 5-ãî òèïà ÷åëîâåêà (E1Aad5) â êîìïëå-
ìåíòàöèè ñ îíêîãåíîì cHa-ras (ìóòàöèè â ïîëîæåíèÿõ 12 è
61, ëèíèÿ E1A + cHa-ras), à òàêæå ðàéîí HindIIIG àäåíîâè-
ðóñà, êîäèðóþùèé áåëêè E1A è E1B-19êÄà (ëèíèÿ E1A +
+ E1B-19êÄà). Äëÿ èçó÷åíèÿ äåéñòâèÿ ðàäèàöèè êëåòêè
ïîäâåðãàëè ðåíòãåíîâñêîìó îáëó÷åíèþ â äîçå 6 Ãð.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ òîòàëüíûõ
êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ êëåòêè íà ÷àøêàõ Ïåòðè ëèçèðîâàëè
â áóôðå RIPA, ñîäåðæàùåì 10 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 7.4),
150 ìÌ NaCl, 1 % Òðèòîíà Õ-100, 0.5 % íîíèäåòà Ð-40,
èíãèáèòîðû ïðîòåàç è ôîñôàòàç (êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç; Boehringer Mannheim, Ãåðìàíèÿ), 50 ìÌ NaF,
12.5 ìÌ â-ãëèöåðàëüäåãèäà, 10 ìêã/ìë ïåïñòàòèíà è ïî
1 ìÌ äèòèîòðåèòîëà, îðòîâàíàäà íàòðèÿ è ôåíèëäèìå-
òèëñóëüôîíèëôòîðèäà. Ëèçàòû öåíòðèôóãèðîâàëè è èç-
ìåðÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà ìåòîäîì Áðýäôîðä (Brad-
ford, 1976). Äëÿ ðàçäåëåíèÿ áåëêîâ ïðèìåíÿëè ìåòîä
ýëåêòðîôîðåçà â ìîäèôèêàöèè Ëýììëè (Laemmli, 1970).
Ýëåêòðîïåðåíîñ áåëêîâ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
ïðîâîäèëè â êàìåðå äëÿ ïîëóñóõîãî ïåðåíîñà (Hoe-
fer TE70; Amersham Biosciences, Øâåöèÿ) ñ èñïîëüçîâà-
íèåì áóôåðà, ñîäåðæàùåãî 48 ìÌ Òðèñà, 39 ìÌ ãëèöèíà
è 10 % ìåòàíîëà. Ìåìáðàíó ñ èììîáèëèçîâàííûìè áåë-
êàìè èíêóáèðîâàëè â 5%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ â òå÷åíèå
1 ÷, à çàòåì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ ñ ïåðâûìè àí-
òèòåëàìè, ðàçâåäåííûìè â áóôåðå PBS-T, ñîäåðæàùåì
1 % ÁÑÀ. Ïîñëå èíêóáàöèè ñ ïåðâûìè àíòèòåëàìè ìåìá-
ðàíó èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ â ðàñòâîðå âòîðûõ àí-
òèòåë, êîíúþãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Âòîðûå
àíòèòåëà ðàçâîäèëè â PBS-T, cîäåðæàùåì 1 % ÁÑÀ. Âû-
ÿâëåíèå ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè ïðîâîäèëè ìåòîäîì
óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè.

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ. Äëÿ èììóíîïðåöèïèòà-
öèè èñïîëüçîâàëè ïðîáû, ñîäåðæàùèå îò 1000 äî
2000 ìêã áåëêà òîòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ è 4-5 ìêë
àíòèòåë ñî ñòàíäàðòíîé êîíöåíòðàöèåé 200 ìêã/ìë. Ïðî-
áû êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ èíêóáèðîâàëè ñ àíòèòåëàìè â òå-
÷åíèå íî÷è ïðè 4 °Ñ ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè íà
øåéêåðå. Äëÿ îñàæäåíèÿ áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ â ïðîáû
äîáàâëÿëè 25 ìêë 50%-íîé ñóñïåíçèè ïðîòåèí-À ñåôàðî-
çû (Amersham Biosciences, Øâåöèÿ), èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 1.5 ÷ ïðè 4 °Ñ è îáðàçîâàâøèåñÿ èììóííûå êîìï-
ëåêñû îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Îñàäîê ðåñóñïåí-
äèðîâàëè â ðàñòâîðå RIPA ñ äîáàâëåíèåì 4-êðàòíîãî
áóôåðà Ëýììëè è êèïÿòèëè â òå÷åíèå 3 ìèí. Ïîëó÷åí-
íûå ïðîáû èñïîëüçîâàëè äëÿ ýëåêòðîôîðåçà ñ ïîñëåäóþ-
ùèì âûÿâëåíèåì êîïðåöèïèòèðîâàííûõ áåëêîâ ìåòîäîì
èììóíîáëîòèíãà.

Ê è í à ç í ó þ à ê ò è â í î ñ ò ü i n v i t r o, àññîöèèðî-
âàííóþ ñ p21Waf1, îöåíèâàëè ïî óðîâíþ ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ îäíîãî èç ñóáñòðàòîâ Cdk2 — ãèñòîíà H1. Êèíàçíûå
áåëêîâûå êîìïëåêñû ïîëó÷àëè ñòàíäàðòíûì ìåòîäîì
èììóíîïðåöèïèòàöèè, èñïîëüçóÿ p21Waf1-ñïåöèôè÷åñêèå
àíòèòåëà. Îñàæäåííûå èììóííûå êîìïëåêñû äâàæäû
ïðîìûâàëè ëèçèðóþùèì áóôåðîì RIPA, çàòåì êèíàçíûì
áóôåðîì, ñîäåðæàùèì 20 ìÌ HEPES, pH 7.9, 10 ìÌ
MgCl2 è 1 ìÌ MnCl2, è èíêóáèðîâàëè â ðåàêöèîííîé
ñìåñè (20 ìÌ HEPES, pH 7.9, 10 ìÌ MgCl2, 1 ìÌ MnCl2,
1 ìÌ DTT, 25 ìêÌ ATP, 92.5 MÁê ã-32P, 2 ìêã ãèñòîíà
H1 è 10 % ãëèöåðèíà) â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 30 °Ñ. Â ïðî-
áû äîáàâëÿëè 4-êðàòíûé áóôåð Ëýììëè è êèïÿòèëè â òå-
÷åíèå 5 ìèí. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ
ïðîâîäèëè â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, ôèêñèðî-
âàëè è âûñóøèâàëè ãåëü, çàòåì ðåãèñòðèðîâàëè èçëó÷å-
íèå, èñïîëüçóÿ ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó Konica.

À í ò è ò å ë à. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êðîëè÷üè ïîëè-
êëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåëêîâ CyclE è CyclA (San-
ta Cruz Biotechnology, ÑØÀ), ôîñôîðèëèðîâàííûå ïî
Thr-160 ôîðìû Cdk2 (pCdk2; Cell Signaling Technology,
ÑØÀ), ìîíîêëîíàëüíûå ìûøèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ áåë-
êîâ Cdk2, E2F-1 (BD Biosciences, CØÀ), p21Waf1 è PCNA
(Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àí-
òèòåë äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë èñïîëüçî-
âàëè àíòèòåëà êîçû, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëè-
íîâ êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà â
ðàçâåäåíèè 1 : 10 000. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë äëÿ ìî-
íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà êðîëèêà,
ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà â ðàçâåäåíèè 1 : 2000.

Ðåçóëüòàòû

Â ñîîòâåòñòâèè ñ îáùåïðèíÿòîé ìîäåëüþ ðåãóëÿöèè
ñîáûòèé êëåòî÷íîãî öèêëà áëîê G1/S ïîñëå îáëó÷åíèÿ
ñâÿçàí ñ ïàäåíèåì àêòèâíîñòè öèêëèí-êèíàçíûõ êîìï-
ëåêñîâ, âûçâàííûì äåéñòâèåì èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàç-
íûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1. Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ñðàâíèëè ñî-
äåðæàíèÿ áåëêà p21Waf1, à òàêæå öèêëèíîâ Å è À è öèê-
ëèíçàâèñèìîé êèíàçû Cdk2 â òðàíñôîðìàíòàõ, ðàçëè-
÷àþùèõñÿ ïî ñïîñîáíîñòè ðåàëèçîâàòü áëîê íà ãðàíèöå
G1/S, ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Íà ðèñ. 1, à ïðåäñòàâëåíû ðåçóëü-
òàòû èììóíîáëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ
áåëêîâ, ðåãóëèðóþùèõ ïåðåõîä êëåòîê èç ôàçû G1 â S
(CyclE, CyclA , Cdk2 è p21Waf1). Âèäíî, ÷òî ñîäåðæàíèå
êèíàçû Cdk2 è öèêëèíîâ Å è À ïîñëå îáëó÷åíèÿ îñòàåòñÿ
íåèçìåííûì êàê â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà,
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òàê è â E1A + cHa-ras. Íà ýòîì æå ðèñóíêå âèäíà îäèíà-
êîâàÿ äèíàìèêà íàêîïëåíèÿ áåëêà p21Waf1 ïîñëå îáëó÷å-
íèÿ â êëåòêàõ îáåèõ ëèíèé, ðàçëè÷àþùèõñÿ ìåæäó ñîáîé
ïî ñïîñîáíîñòè îñòàíàâëèâàòüñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ.

Ïîñêîëüêó äèíàìèêà ñîäåðæàíèÿ áåëêîâ-ðåãóëÿòî-
ðîâ ïåðåõîäà G1 � S ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñõîäíà â îáåèõ
òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèÿõ, òîãäà êàê àêòèâíîñòü öèê-
ëèíçàâèñèìûõ êèíàç, êàê áûëî ïîêàçàíî ðàíåå, ìåíÿåòñÿ
ïî-ðàçíîìó (Bulavin et al., 1999; Áóëàâèí è äð., 2002), ìû
ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ôîðìèðîâàíèÿ êîìïëåê-
ñîâ öèêëèíîâ À è Å ñ Ñdk2, à òàêæå ñ èíãèáèòîðîì
p21Waf1. Íà ðèñ. 1, á ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èììóíîï-
ðåöèïèòàöèè, ïîêàçûâàþùèå âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ
ÑyclE ñ èõ íåïîñðåäñòâåííûì ñóáñòðàòîì Cdk2. Âèäíî,
÷òî ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì êîëè÷åñòâî
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ â òðàíñôîðìàíòàõ íå ìå-
íÿåòñÿ. Àíàëîãè÷íûå ðåçóëüòàòû ïîëó÷åíû è äëÿ êîìï-
ëåêñîâ CyclA-Cdk2 (ðåçóëüòàòû íå ïðåäñòàâëåíû).

Êàê èçâåñòíî, ñàéòû âçàèìîäåéñòâèÿ èíãèáèòîðà
p21Waf1 ñ öèêëèíàìè, êèíàçàìè è îíêîïðîäóêòàìè E1A
êàðòèðîâàíû, ïîêàçàíî, ÷òî âñå îíè ðàñïîëàãàþòñÿ â
N-êîíöåâîì ðàéîíå p21Waf1 (Russo et al., 1996). Áûëî âû-
ñêàçàíî ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî îáðàçîâàíèå êîìïëåê-
ñîâ p21Waf1 ñ Å1À ìîæåò ñëóæèòü ïðè÷èíîé íàðóøåíèÿ
âçàèìîäåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ñ öèêëèíàìè è êèíàçàìè, íå-

îáõîäèìîãî äëÿ èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ p21Waf1 (Lees,
1995). Íà ðèñ. 2, à ìîæíî âèäåòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà ôèçè-
÷åñêîå âçàèìîäåéñòâèå èíãèáèòîðà ñ E1A in vivo (Bula-
vin et al., 1999; Áóëàâèí è äð., 2002), p21Waf1 ñïîñîáåí
ôîðìèðîâàòü êîìïëåêñû êàê ñ ÑyclE è ÑyclA, òàê è ñ êè-
íàçîé Cdk 2. Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè
CyclE-Cdk2 â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà è îòñóò-
ñòâèå åå ïîäàâëåíèÿ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + cHa-ras,
ïî-âèäèìîìó, íåëüçÿ îáúÿñíèòü óòðàòîé ñïîñîáíîñòè
p21Waf1 â êîìïëåêñå ñ îíêîáåëêîì E1A âçàèìîäåéñòâî-
âàòü ñ öèêëèíàìè è êèíàçàìè.

Ïîñêîëüêó âçàèìîäåéñòâèå p21Waf1 ñ Å1À íå âëèÿåò
íà ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðà âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ öèê-
ëèí-êèíàçíûìè êîìïëåêñàìè, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îá-
ðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ p21Waf1-Å1À â äàííûõ òðàíñôîð-
ìàíòàõ ìîæåò ðàçëè÷íûì îáðàçîì âëèÿòü íà àêòèâàöèîí-
íîå ôîñôîðèëèðîâàíèå Ñdk2 ïî Thr-160, îïðåäåëÿþùåå
åå àêòèâíîñòü. Àíàëèç óðîâíÿ àêòèâàöèîííîãî ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ Ñdk2 ïî Thr-160 â êîìïëåêñàõ CyclE-Cdk2 è
CyclA-Cdk2 íå âûÿâèë èçìåíåíèé â ñîäåðæàíèè ôîñôî-
ðèëèðîâàííîé ôîðìû Cdk2 ó òðàíñôîðìàíòîâ E1A +
+ E1B-19êÄà è E1A + cHa-ras ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 3).
Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà âçàèìîäåéñòâèå
p21Waf1 ñ öèêëèíàìè è êèíàçàìè, Thr-160 Cdk2 ïðèñóòñò-
âîâàë â êîìïëåêñàõ â ôîñôîðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè êàê
â êîíòðîëå, òàê è ïîñëå îáëó÷åíèÿ. Ïðè ýòîì àêòèâíîñòü

Âëèÿíèå îíêîãåíà E1À íà ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðà p21
Waf1
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Ðèñ. 1. Ñîäåðæàíèå áåëêîâ-ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà CyclA, CyclE, Cdk2 è ð21Waf1 (a) è âçàèìîäåéñòâèå áåëêîâ ÑyñlE è Ñdk2
(á) â êëåòêàõ ëèíèé Å1À + Å1Â-19êÄà è Å1À + ñHa-ras ïîñëå îáëó÷åíèÿ.

à — èììóíîáëîòèíã ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ CyclA, CyclE, Cdk2 è ð21Waf1; á — èììóíîïðåöèïèòàöèÿ (IP) àíòèòåëàìè ïðîòèâ CyclE ñ ïîñëå-
äóþùèì âûÿâëåíèåì íà èììóíîáëîòå (WB) Cdk2. Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü; 2—4 — êëåòêè ÷åðåç 4, 18 è 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Fig. 1. Content of cell cycle regulators CyclA, CyclE, Cdk2 and ð21Waf1 (a) and interaction of CyclE with Cdk2 (á) in E1A + E1B-19kDa
and E1A + cHa-ras transformants after irradiation.

a — Western blot analysis using CyclA, CyclE, Cdk2 and ð21Waf1 antibodies; á — immunoprecipitation (IP) with antibody against CyclE followed by measuring
amounts of Cdk2 in the CyclE-Cdk2 complexes by Western blot analysis (WB). Lanes: 1 — control cells; 2—4 — cells 4, 18 and 24 h after irradiation.
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Ðèñ. 2. Âçàèìîäåéñòâèå èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ð21Waf1 ñ CyclE, CyclA è Cdk2 (a) è óðîâåíü êèíàçíîé àêòèâíî-
ñòè, àññîöèèðîâàííîé ñ ð21Waf1 (á), â òðàíñôîðìàíòàõ Å1À + Å1Â-19êÄà è Å1À + ñHa-ras ïîñëå îáëó÷åíèÿ.

Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïðåöèïèòèðîâàëè (IP) àíòèòåëàìè ïðîòèâ ð21Waf1, çàòåì íà èììóíîáëîòå (WB) âûÿâëÿëè áåëêè CyclE, CyclA è Cdk2 (a) èëè ïðåöè-
ïèòèðîâàííûå êîìïëåêñû èñïîëüçîâàëè â ðåàêöèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ in vitro ãèñòîíà H1 (HH1; á). Äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü; 2—4 — êëåòêè ÷åðåç 4, 18 è

24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Fig. 2. Interaction of ð21Waf1 cyclin-dependent kinase inhibitor with CyclE, CyclA and Cdk2 (a) and ð21Waf1-associated kinase activity (á)
in E1A + E1B-19kDa and E1A + cHa-ras transformants after irradiation.

a — cell lysates were immunoprecipitated (IP) with antibody against ð21Waf1 followed by measuring amounts of CyclE, CyclA è Cdk2 in the ð21Waf1 complexes
by Western blot analysis (WB); á — ð21Waf1-associated kinase activities were measured using histone H1 as a substrate. Lanes: 1 — control cells; 2—4 — cells 4,

18 and 24 h after irradiation.

Ðèñ. 3. Àêòèâàöèîííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå êèíàçû Cdk2 ïî Thr-160 â òðàíñôîðìàíòàõ Å1À + Å1Â-19êÄà è Å1À + ñHa-ras ïîñëå îá-
ëó÷åíèÿ â êîìïëåêñàõ CyclE-Cdk2 (a) è â êîìïëåêñàõ CyclA-Cdk2 (á).

Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïðåöèïèòèðîâàëè (IP) àíòèòåëàìè ïðîòèâ CyclE (a) èëè CyclA (á), íà èììóíîáëîòå (WB) âûÿâëÿëè áåëêè pCDk2 (Thr-160). Äîðîæ-
êè: 1 — êîíòðîëü; 2—4 — êëåòêè ÷åðåç 4, 18 è 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Fig. 3. Activating phosphorilation of Cdk2 at Thr-160 in E1A + E1B-19kDa and E1A + cHa-ras transformants after irradiation in
CyclE-Cdk2 complexes (a) and in CyclA-Cdk2 complexes (á).

Ñell lysates were immunoprecipitated (IP) with antibody against CyclE (a) or CyclA (á) and amounts of pCdk2 (Thr-160) in the complexes with CyclA/E were
measured by Western blot analysis (WB). Lanes: 1 — control cells; 2—4 — cells 4, 18 and 24 h after irradiation.



êèíàç, àññîöèèðîâàííûõ ñ p21Waf1, íå òîëüêî íå ïàäàëà ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåîáëó÷åííûìè êëåòêàìè, íî äàæå óâåëè-
÷èâàëàñü (ðèñ. 2, á). Íàèáîëåå âåðîÿòíî, ÷òî ýòîò ôàêò
ñâÿçàí ñ íàêîïëåíèåì èíãèáèòîðà ïîñëå îáëó÷åíèÿ
(ðèñ. 1, à) ïðè ïîëíîé åãî ôóíêöèîíàëüíîé èíàêòèâàöèè.

Äðóãîé ïóòü ðåãóëÿöèè ñîáûòèé êëåòî÷íîãî öèêëà,
îñóùåñòâëÿþùèéñÿ èíãèáèòîðîì öèêëèí-êèíàçíûõ êîìï-
ëåêñîâ p21Waf1, ñâÿçàí ñ ïðÿìûì ïîäàâëåíèåì ðåïëèêà-
öèè ÄÍÊ çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ èíãèáèòîðà ñ áåëêîì
PCNA — ñóáúåäèíèöåé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû ä, ó÷àñòâóþ-
ùåé â ñèíòåçå ÄÍÊ. Äëÿ ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ïîêà-
çàíî, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå p21Waf1 ñ PCNA âåäåò ê èíãèáè-
ðîâàíèþ ðåïëèêàöèè ÄÍÊ (Dotto, 2000). Ïîýòîìó ïðè÷è-
íîé êðàòêîâðåìåííîãî áëîêà G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìîã-
ëî áû áûòü âçàèìîäåéñòâèå p21Waf1 ñ ñóáúåäèíèöåé ïîëè-
ìåðàçû PCNA.

Íà ðèñ. 4, à ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èììóíîïðåöè-
ïèòàöèè, ïîêàçûâàþùèå âçàèìîäåéñòâèå p21Waf1 ñ PCNA.
Ïî âñåé âèäèìîñòè, àññîöèàöèÿ îíêîïðîäóêòîâ E1A c
p21Waf1 íå âëèÿåò íà åãî ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü êîìï-
ëåêñû ñ ñóáúåäèíèöåé ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (áåëêîì PCNA)
êàê â êîíòðîëå, òàê è ïîñëå îáëó÷åíèÿ â òðàíñôîðìàí-
òàõ îáåèõ ëèíèé. Ïðè ýòîì ñîäåðæàíèå êîìïëåêñîâ
p21Waf1 — PCNA â êëåòêàõ ëèíèè E1A + E1B-19êÄà íå
ìåíÿåòñÿ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì, ÷òî ãîâî-
ðèò î ðàáîòå äðóãèõ ðåãóëÿòîðíûõ ìåõàíèçìîâ, îñóùåñò-
âëÿþùèõ áëîê G1/S êëåòî÷íîãî öèêëà â ýòèõ òðàíñôîð-
ìàíòàõ.

Êðîìå öèêëèíîâ, êèíàç è PCNA èíãèáèòîð öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 ñïîñîáåí ïîäàâëÿòü
àêòèâíîñòü òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F-1, âëèÿþ-
ùåãî íà ýêñïðåññèþ áîëüøîãî ÷èñëà ãåíîâ S-ôàçû, ó÷à-
ñòâóþùèõ â ðåïëèêàöèè (Delavaine, La Thangue, 1999).
Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî âîâëå÷åíèå E2F-1 â êîìïëåêñû ñ
èíãèáèòîðîì ìîæåò óìåíüøàòü ïóë òðàíñêðèïöèîííî
àêòèâíîãî E2F-1 è, òàêèì îáðàçîì, ïðèâîäèòü ê îñòàíîâ-
êå ïðîëèôåðàöèè â ðåçóëüòàòå íåñïîñîáíîñòè êëåòîê
îñóùåñòâëÿòü ïðîöåññ ðåïëèêàöèè. Îäíàêî îêàçàëîñü,
÷òî êîëè÷åñòâî êîìïëåêñîâ p21Waf1 — Å2F-1 â òðàíñôîð-
ìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà íå èçìåíÿåòñÿ ñ òå÷åíèåì âðå-

ìåíè ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðèñ. 4, á), à êðàòêîâðåìåííûé
G1/S-áëîê â ýòèõ êëåòêàõ, ïî-âèäèìîìó, íå ñâÿçàí ñ èçáè-
ðàòåëüíûì ñåêâåñòðèðîâàíèåì è èíàêòèâàöèåé òðàíñ-
êðèïöèîííîãî ôàêòîðà E2F-1 áåëêîì p21Waf1.

Îáñóæäåíèå

Îòâåòîì íîðìàëüíîé êëåòêè íà ïîâðåæäàþùèå âîç-
äåéñòâèÿ ÿâëÿåòñÿ îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà â òàê íà-
çûâàåìûõ êîíòðîëüíûõ, èëè ñâåðî÷íûõ, òî÷êàõ. Êëþ÷å-
âûìè ðåãóëÿòîðàìè, îòâå÷àþùèìè çà îñòàíîâêó êëåòî÷-
íîãî öèêëà â ñâåðî÷íûõ òî÷êàõ ôàç G1 è G2, ÿâëÿþòñÿ
èíãèáèòîðû öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç (Lees, 1995). Îñî-
áåííîñòüþ èíãèáèòîðîâ, â ÷àñòíîñòè áåëêà p21Waf1, ÿâëÿ-
åòñÿ èõ ñïîñîáíîñòü àêòèâèðîâàòüñÿ â îòâåò íà ñèãíàëû,
ïîäàâëÿþùèå ïðîëèôåðàöèþ: êîíòàêòíûì èíãèáèðîâà-
íèåì, òåðìèíàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêîé è ñòàðåíèåì
êëåòêè, àíòèïðîëèôåðàòèâíûìè öèòîêèíàìè, ïîâðåæäå-
íèåì ÄÍÊ (Dotto, 2000; Òèìîôååâ è äð., 2004).

Äëÿ ðåàëèçàöèè èíãèáèðóþùåé ôóíêöèè p21Waf1 íå-
îáõîäèìî ñîõðàíåíèå â èíòàêòíîì ñîñòîÿíèè äâóõ öèê-
ëèíñâÿçûâàþùèõ ñàéòîâ: âûñîêîàôôèííîãî (àìèíîêèñ-
ëîòû 17—24) è íèçêîàôôèííîãî (àìèíîêèñëîòû 152—
158). Êàê áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî â ýêñïåðèìåíòàõ in
vitro, óäàëåíèå ëþáîãî èç íèõ ïðè ñîõðàíåíèè ñàéòà
âçàèìîäåéñòâèÿ ñ Cdk2 ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó ñíè-
æåíèþ ýôôåêòèâíîñòè èíãèáèðîâàíèÿ öèêëèí-êèíàçíûõ
êîìïëåêñîâ (Chen et al., 1996). Óäàëåíèå èç p21Waf1 àìè-
íîêèñëîòíîãî ôðàãìåíòà 53—58, îòâåòñòâåííîãî çà âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ Cdk2, íå ïðåïÿòñòâîâàëî ñâÿçûâàíèþ èíãè-
áèòîðà êàê ñ öèêëèíîì, òàê è ñ öèêëèí-êèíàçíûì êîìï-
ëåêñîì, îäíàêî çíà÷èòåëüíî ñíèæàëî èíãèáèðóþùóþ
ñïîñîáíîñòü p21Waf1 (Chen et al., 1996).

Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû òðàíñôîðìàöèè êëåòîê
àäåíîâèðóñíûìè îíêîãåíàìè òèïà Å1À ñâÿçàíû ñ èíàê-
òèâàöèåé íåãàòèâíûõ ðåãóëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà, ïî-
äàâëÿþùèõ îïóõîëåîáðàçîâàíèå. Ê èõ ÷èñëó îòíîñÿòñÿ
áåëêè ñåìåéñòâà pRb, êîàêòèâàòîðû òðàíñêðèïöèè òèïà
p300/CBP, à òàêæå èíãèáèòîðû öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç
(p21Waf1 è p27Kip1), áëîêèðóþùèå â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ

Âëèÿíèå îíêîãåíà E1À íà ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðà p21
Waf1
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Ðèñ. 4. Âçàèìîäåéñòâèå èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ð21Waf1 ñ áåëêàìè PCNA (a) è E2F-1 (á) â òðàíñôîðìàíòàõ
Å1À + Å1Â-19êÄà è Å1À + ñHa-ras ïîñëå îáëó÷åíèÿ.

Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïðåöèïèòèðîâàëè (IP) àíòèòåëàìè ïðîòèâ áåëêà ð21Waf1, íà èììóíîáëîòå (WB) âûÿâëÿëè áåëêè PCNA èëè E2F-1. Äîðîæêè: 1 —
êîíòðîëü; 2—4 — êëåòêè ÷åðåç 4, 18 è 24 ÷ ïîñëå îáëó÷åíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.

Fig. 4. Interaction of ð21Waf1 cyclin-dependent kinase inhibitor with PCNA (a) and E2F-1 (á) proteins in Å1À + Å1Â-19kDa and Å1À +
ñHa-ras transformants after irradiation.

Cell lysates were immunoprecipitated (IP) with antibody against ð21Waf1, and amounts of PCNA (a) and E2F-1 (á) in the complexes with ð21Waf1 were measured
by Western blot analysis (WB). Lanes: 1 — control cells; 2—4 — cells in 4, 18 and 24 h after irradiation.



ïðîõîæäåíèå ïî öèêëó ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Bayley,
Mymryk, 1994; Nomura et al., 1998; Keblusek et al., 1999).
Ðàíåå íàìè îäíîâðåìåííî ñ äðóãèìè àâòîðàìè (Keblusek
et al., 1999) áûëî ïîêàçàíî, ÷òî èíãèáèòîð öèêëèí-êèíàç-
íûõ êîìïëåêñîâ p21Waf1 àññîöèèðîâàí ñ îíêîáåëêîì E1A
in vivo â ñòàáèëüíî òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèíèÿõ, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ áîëüøîå êîëè÷åñòâî îíêîïðîäóêòîâ E1A
(Bulavin et al., 1999). Âðåìåííàÿ òðàíñôåêöèÿ îíêîãåíà
E1A â êëåòêè, îáðàáîòàííûå äîêñèðóáèöèíîì, ïðèâîäèò
ê ñíèæåíèþ ñïîñîáíîñòè èíãèáèòîðà p21Waf1 îáðàçîâû-
âàòü êîìïëåêñû ñ Ñdk2, ÷òî è ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ïîâû-
øåíèÿ àêòèâíîñòè êîìïëåêñîâ CyclE-Cdk2 è ïðåîäîëå-
íèÿ áëîêà G1/S ïîñëå äåéñòâèÿ öèòîñòàòèêà äîêñèðóáè-
öèíà (Chattopadhyay et al., 2001). Ïðè ýòîì, ïî-âèäèìîìó,
íå ïðîèñõîäèò êîíêóðåíöèè ìåæäó Å1À è êîìïëåêñàìè
CyclE-Cdk2 çà ñâÿçûâàíèå p21Waf1, òàê êàê ñàéòû ñâÿçûâà-
íèÿ p21Waf1 ñ öèêëèíàìè è öèêëèí-çàâèñèìûìè êèíàçàìè
íå ïåðåêðûâàþòñÿ ñ E1A-câÿçûâàþùèì ñàéòîì p21Waf1

(Mal et al., 2000).
Â íàøåé ðàáîòå ìû ïîêàçàëè, ÷òî èíãèáèòîð îäè-

íàêîâî ýôôåêòèâíî âçàèìîäåéñòâóåò ñ êèíàçàìè Cdk2
è öèêëèíàìè E è À êàê â òðàíñôîðìàíòàõ E1A +
+ E1B-19êÄà ñ ñîõðàíåííîé ñïîñîáíîñòüþ ðåãóëèðîâàòü
àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ CyclE-Cdk2, òàê è â òðàíñôîð-
ìàíòàõ E1A + cHa-ras, ïîòåðÿâøèõ ýòó ñïîñîáíîñòü. Ýòè
äàííûå ãîâîðÿò â ïîëüçó òîãî, ÷òî ïîäàâëåíèå àêòèâíî-
ñòè êîìïëåêñîâ CyclE-Cdk2 ó òðàíñôîðìàíòîâ E1A +
E1B-19êÄà ïîñëå îáëó÷åíèÿ íå ñâÿçàíî ñî ñíèæåíèåì
ñïîñîáíîñòè èíãèáèòîðà îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû ñ êè-
íàçîé Cdk2 â ïðèñóòñòâèè E1A, êàê ýòî áûëî ïîêàçàíî
ðàíåå (Chattopadhyay et al., 2001). Òàê êàê p21Waf1 ïîäàâ-
ëÿåò àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ öèêëèí À/E-Cd2, ïî êðàéíåé
ìåðå äâóìÿ ìåõàíèçìàìè — áëîêèðîâàíèåì ÀÒÐ-câÿçû-
âàþùåãî ñàéòà êèíàçû èëè çà ñ÷åò ñâÿçûâàíèÿ îáëàñòè
ðàñïîçíàâàíèÿ ñóáñòðàòà öèêëèí-êèíàçíûì êîìïëåêñîì
(Òèìîôååâ è äð., 2004), — ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â
êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ èëè ïðè äåéñòâèè ðàçíûõ ïî-
âðåæäàþùèõ àãåíòîâ ñòàíîâèòñÿ äîìèíèðóþùèì îäèí
èç ýòèõ äâóõ ìåõàíèçìîâ çàäåðæêè ïåðåõîäà êëåòîê èç
ôàçû G1 â ôàçó S. Ïåðâûé ìåõàíèçì ðåàëèçóåòñÿ ñ ó÷àñ-
òèåì N-êîíöåâîãî ôðàãìåíòà p21Waf1 è ïðèâîäèò ê ïðàê-
òè÷åñêè ïîëíîé èíàêòèâàöèè êèíàçû, îäíàêî, ñîãëàñíî
íàøèì äàííûì, èíãèáèòîð p21Waf1, âçàèìîäåéñòâóÿ ñ
öèêëèí-êèíàçíûìè êîìïëåêñàìè, íå ïîäàâëÿåò èõ àêòèâ-
íîñòü â îáåèõ èçó÷åííûõ ëèíèÿõ E1A-ýêñïðåññèðóþùèõ
òðàíñôîðìàíòîâ. Â ïîëüçó ýòîãî ãîâîðÿò äàííûå î ïîñòî-
ÿííîé àññîöèàöèè ñ p21Waf1 âûñîêîé êèíàçíîé àêòèâíî-
ñòè, âûÿâëÿåìîé ïî ôîñôîðèëèðîâàíèþ ãèñòîíà Í1, â
òðàíñôîðìàíòàõ ñ ðåãóëèðóåìîé (E1A + E1B-19êÄà) è
íåðåãóëèðóåìîé (E1A + cHa-ras) àêòèâíîñòüþ êîìïëåêñà
CyclE-Cdk2.

Çà îñóùåñòâëåíèå âòîðîãî ìåõàíèçìà èíàêòèâàöèè
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ îòâå÷àåò Ñ-êîíöåâàÿ ÷àñòü
p21Waf1 (149—160), ïðè÷åì â ýòîì ñëó÷àå èìååò ìåñòî
ñïåöèôè÷åñêîå èíãèáèðîâàíèå êèíàçíîé àêòèâíîñòè ïî
îòíîøåíèþ ê îñíîâíîìó ñóáñòðàòó — pRb , íî íå ãèñòî-
íó H1 (Zheleva et al., 2002). Îäíàêî, ïî íàøèì äàííûì,
õàðàêòåð ôîñôîðèëèðîâàíèÿ pRb òàêæå ñóùåñòâåííî íå
ìåíÿåòñÿ â òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà ïðè
G1/S-áëîêå ïîñëå îáëó÷åíèÿ (ðåçóëüòàòû íå ïðåäñòàâëå-
íû). Èíòåðåñíî, ÷òî Ñ-êîíöåâîé ôðàãìåíò p21Waf1 ñïîñî-
áåí ñïåöèôè÷åñêè ïîäàâëÿòü êèíàçíóþ àêòèâíîñòü êîì-
ïëåêñîâ CyclA/E-Cdk2 è ÑyclD1-Cdk4 ïî îòíîøåíèþ ê
pRb, íî ýòîãî íå ïðîèñõîäèò, åñëè â êà÷åñòâå ñóáñòðàòà
èñïîëüçóåòñÿ ãèñòîí H1 (Zheleva et al., 2002). Ïðèìåíè-

òåëüíî ê òðàíñôîðìàíòàì íàøèõ ëèíèé ýòîò ôàêò íóæäà-
åòñÿ â ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêå, òàê êàê ïîçâîëèë áû
áîëåå äåòàëüíî îõàðàêòåðèçîâàòü ðîëü âçàèìîäåéñòâèÿ
E1A-p21Waf1 â ðåãóëÿöèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ-ñóá-
ñòðàòîâ öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç.

Äðóãîé ñïîñîá ïîäàâëåíèÿ ïðîëèôåðàöèè ñ ó÷àñòèåì
èíãèáèòîðà p21Waf1 ñâÿçàí ñ åãî íåïîñðåäñòâåííûì âëèÿ-
íèåì íà ïðîöåññ ðåïëèêàöèè. Èçâåñòíî, ÷òî PCNA ÿâëÿ-
åòñÿ ôàêòîðîì ïðîöåññèâíîñòè ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû ä è
ó÷àñòâóåò êàê â ðåïëèêàöèè, òàê è â ðåïàðàöèè ÄÍÊ. Èí-
ãèáèòîð p21Waf1 áûë îïèñàí êàê áåëîê, âçàèìîäåéñòâóþ-
ùèé ñ PCNA è ïîäàâëÿþùèé åãî ðåïëèêàòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü (Luo et al., 1995). Ñâÿçûâàíèå p21Waf1 ñ PCNA íå
âëèÿåò íà âçàèìîäåéñòâèå èíãèáèòîðà ñ öèêëèí-êèíàç-
íûìè êîìïëåêñàìè, ÷òî ïîêàçàíî è â íàøåì èññëåäîâà-
íèè. Ñïîñîáíîñòü Ñ-êîíöåâîé ÷àñòè p21Waf1 âçàèìîäåéñò-
âîâàòü ñ PCNA è âûçûâàòü èíãèáèðîâàíèå ñèíòåçà ÄÍÊ
íåçàâèñèìî îò åãî äîìåíîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ öèêëèí-êèíàç-
íûìè êîìïëåêñàìè áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà â ýêñïåðè-
ìåíòàõ in vitro è in vivo (Waga et al., 1994; Cayrol et al.,
1998). Êðîìå òîãî, áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî çíà÷èòåëüíàÿ
÷àñòü êëåòî÷íîãî ïóëà p21Waf1 ïðèñóòñòâóåò â êîìïëåêñàõ
ñ öèêëèíàìè è Cdk2 áóäó÷è â PCNA-ñâÿçàííîì ñîñòîÿ-
íèè (Zhang et al., 1993). Ìû ïîëó÷èëè äàííûå, êîòîðûå
ãîâîðÿò î òîì, ÷òî è â ñâÿçàííîì ñ Å1À ñîñòîÿíèè èíãè-
áèòîð p21Waf1 ñïîñîáåí îáðàçîâûâàòü êîìïëåêñû ñ áåë-
êîì PCNA, îäíàêî ïðèñóòñòâèå îíêîïðîäóêòîâ E1A ïðè-
âîäèò ê ïîäàâëåíèþ èíãèáèðóþùåé àêòèâíîñòè p21Waf1

è â îòíîøåíèè ïðîöåññà ðåïëèêàöèè.
Èçâåñòíî, ÷òî p21Waf1 ñïîñîáåí ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿ-

öèè êëåòî÷íîãî öèêëà ïóòåì ïîäàâëåíèÿ ðåïëèêàöèè ãå-
íîâ, âîâëå÷åííûõ â ïðîõîæäåíèå êëåòîê ÷åðåç S-ôàçó,
áëàãîäàðÿ èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
E2F-1 (Delavaine, La Thangue, 1999). Íà êëåòêàõ U2OS
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîâûøåííàÿ ýêñïðåññèÿ p21Waf1 ïî-
äàâëÿåò àêòèâíîñòü E2F-1 pRb-íåçàâèñèìûì ñïîñîáîì.
Ïðè ýòîì p21Waf1 ñïîñîáåí âçàèìîäåéñòâîâàòü in vitro ñ
òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì E2F-1 N-òåðìèíàëüíûì
êîíöîì (Delavaine, La Thangue, 1999). Â ñâÿçè ñî ñíèæå-
íèåì äîëè S-ôàçíûõ êëåòîê ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B -19êÄà áûë ïðîâåäåí àíàëèç
íàêîïëåíèÿ êîìïëåêñîâ p21Waf1-Å2F-1 â ýòèõ êëåòêàõ. Îò-
ñóòñòâèå ïîâûøåíèÿ ñîäåðæàíèÿ äàííûõ êîìïëåêñîâ ïî-
ñëå îáëó÷åíèÿ íå ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü î ñåêâåñòðèðîâà-
íèè è ïðÿìîé èíàêòèâàöèè òðàíñêðèïöèîííîãî ôàêòîðà
E2F-1 èíãèáèòîðîì p21Waf1.

Ðåàëèçàöèÿ âðåìåííîãî áëîêà íà ãðàíèöå G1/S â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà ïîñëå îáëó÷åíèÿ ìî-
æåò áûòü ñâÿçàíà ñî ñíèæåíèåì öèêëèí E-àññîöèèðîâàí-
íîé êèíàçíîé àêòèâíîñòè p21Waf1-íåçàâèñèìûì ñïîñî-
áîì. Åñëè äîïóñòèòü, ÷òî â òðàíñôîðìàíòàõ îáîèõ òèïîâ
èíãèáèòîð íå ôóíêöèîíèðóåò, òî ñíèæåíèå àêòèâíîñòè
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ ÑyclE-Cdk2 â òðàíñôîð-
ìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì èçìå-
íåíèÿ óðîâíÿ àêòèâàöèîííîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Cdk2,
óæå íàõîäÿùåéñÿ â êîìïëåêñå ñ öèêëèíîì Å. Ïîêàçàíî,
÷òî äàæå â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà êîìïëåêñ Cycl-Cdk ñôîð-
ìèðîâàí, êèíàçà îñòàåòñÿ íåàêòèâíîé äî òåõ ïîð, ïîêà
îíà íå áóäåò ôîñôîðèëèðîâàíà ïî Thr-160 CAK-êèíàçà-
ìè (Lees, 1995; Swanton, 2004). Ïðè ýòîì äëÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ Cdk2 êèíàçîé CAK íåîáõîäèìà àêòèâàöèÿ
êàñêàäà Raf-MEK-ERK (Lents et al., 2002), êîòîðûé, òà-
êèì îáðàçîì, îñóùåñòâëÿåò p21Waf1-íåçàâèñèìóþ ðåãóëÿ-
öèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Cdk2 ïî Thr-160. Àíàëèç ñîäåð-
æàíèÿ Cdk2, ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî Thr-160 â êîìïëåê-
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ñàõ CyclE-Cdk2, à òàêæå ÑyclA-Cdk2, íå âûÿâèë èçìåíåíèé
â óðîâíå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Ñdk2 ïîñëå îáëó÷åíèÿ â
òðàíñôîðìàíòàõ E1A + E1B-19êÄà è E1A + cHa-ras.

Ïîäâîäÿ èòîã, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî âçàèìîäåéñò-
âèå p21Waf1 ñ E1A íå âëèÿåò íà âçàèìîäåéñòâèå èíãèáèòî-
ðà ñ òàêèìè ìèøåíÿìè, êàê öèêëèí-êèíàçíûå êîìïëåê-
ñû, PCNA è E2F-1, îäíàêî èíãèáèðîâàíèÿ èõ ôóíêöèè
ïðè ýòîì íå ïðîèñõîäèò. Ïî-âèäèìîìó, â òðàíñôîðìàí-
òàõ E1A + E1B-19êÄà çàäåðæêà êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðà-
íèöå ôàç G1/S ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ îáëó÷åíèåì ñâÿ-
çàíà ñ ðàáîòîé äðóãèõ, ïîêà íåèçâåñòíûõ ìåõàíèçìîâ,
îñóùåñòâëÿþùèõ G1/S -áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â ïðèñóò-
ñòâèè îíêîïðîäóêòîâ Å1À ðàííåãî ðàéîíà àäåíîâèðóñà.

Àâòîðû áëàãîäàðÿò Ò. Â. Áûêîâó è À. À. Áàðäèíà çà
öåííûå çàìå÷àíèÿ è ñòèëèñòè÷åñêèå ïðàâêè ïðè ïðî÷òå-
íèè ñòàòüè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 01-04-49422, 03-04-49377 è 04-04-49766) è ãðàíòà
CRDF (RB1-2511-ST-03).
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Å1À ONCOGENE EFFECT ON THE ABILITY OF p21Waf1 TO REGULATE G1/S ARREST

IN E1A-EXPRESSING TRANSFORMANTS FOLLOWING IRRADIATION

V. S. Romanov,1 A. I. Brichkina, V. A. Pospelov, T. V. Pospelova

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg;
1 e-mail: vsromanov@hotmail.com

P21Waf1 cyclin-dependent kinase inhibitor blocks cell cycle transition from G1 phase into DNA replication
after DNA damage. The main targets of p21Waf1 are Cyc1E—Cdk2 and Cyc1A—Cdk2 complexes, PCNA (pro-
liferating cell nuclear antigen), a subunit of DNA polymerase ä, and E2F-1 transcription factor. The universal

Âëèÿíèå îíêîãåíà E1À íà ñïîñîáíîñòü èíãèáèòîðà p21
Waf1
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mechanism of cell cycle arrest in normal cells is determined as p21Waf1 interaction with positive regulators of
G1 phase. As a rule, DNA integrity control mechanisms are destroyed in the process of oncogenic transformati-
on, which results in proliferation of genetically defective cells. The purpose of our study was to investigate mo-
lecular mechanisms of cell cycle regulation in transformants that are able (E1A + E1B-19kDa) or unable (E1A +
+ cHa-ras) to be arrested at G1/S checkpoint. We have shown that p21Waf1 is able to form complexes with cyc-
lins and Cdks, PCNA and E2F-1 transcryption factor, although it interacts with E1A oncoproducts in both trans-
formants. The presence of E1A bound p21Waf1 in cyclin-kinase complexes seems to be the cause of activating
phosphorilation of Cdk2 at Thr-160 in cyclin A/E—Cdk2 complexes in both control and X-ray irradiated cells.
Thus, the absence of G1/S arrest following irradiation in E1A + cHa-ras transformants and its presence in E1A +
+ E1B-19kDa transformants is not connected with differences in interaction of p21Waf1 with the main regulators
of G1-to-S transition, but is realized through other not yet identified ways.

K e y w o r d s: E1A, E1B-19kDa and cHa-ras oncogenes, G1/S arrest of the cell cycle, p21Waf1 inhibitor,
CyclA/E-Cdk2 complexes, PCNA, E2F-1.
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