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Ïðîëèôåðàöèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ìûøè ïðîèñõîäèò íåçàâèñèìî îò ïðèñóòñò-
âèÿ ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Âîçìîæíî, ðîëü âíóòðåííåãî ìèòîãåííîãî ñèãíàëà, êî-
òîðûé îáóñëîâëèâàåò àâòîíîìíîñòü ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ, èñïîëíÿåò ïîñòîÿííî àêòèâíûé êàñêàä, çàâèñè-
ìûé îò PI3-êèíàçû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âêëàä ýòîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè â ðåãóëÿöèþ ïðîëè-
ôåðàöèè ÝÑÊ ìûøè, èñïîëüçóÿ äâà èíãèáèòîðà PI3-êèíàçû — âîðòìàííèí è LY294002. Ïîêàçàíî, ÷òî
âîðòìàííèí ìåíåå ýôôåêòèâíî ïî ñðàâíåíèþ ñ LY294002 ïîäàâëÿåò ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêà PKB, êî-
òîðûé ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ PI3K-çàâèñèìîãî êàñêàäà, à òàêæå íå îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåãî âëèÿíèÿ íà
ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ, â òî âðåìÿ êàê LY294002 âûçûâàåò ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â ôàçå S è
íàêîïëåíèå êëåòîê â ôàçå G1. Ñîäåðæàíèå öèêëèíà E è öèêëèí E-àññîöèèðîâàííàÿ êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü
ñíèæåíû â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ LY294002, íî íå èçìåíÿþòñÿ â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ âîðòìàííèíîì.
Îäíàêî êîëè÷åñòâî öèêëèíà D1 â ÝÑÊ ñóùåñòâåííî ñíèæàåòñÿ â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè èõ êàê LY294002,
òàê è âîðòìàííèíîì. Âûÿâëåíî, ÷òî â ÝÑÊ ìûøè ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè PI3-êèíàçû è îñòàíîâêà â ôàçå
G1 íå ñîïðîâîæäàþòñÿ óâåëè÷åíèåì òðàíñêðèïöèè ãåíà p27kip 1 è íàêîïëåíèåì èíãèáèòîðà öèêëèí-êè-
íàçíûõ êîìïëåêñîâ p27kip 1. Êàê LY294002, òàê è âîðòìàííèí âûçûâàþò àïîïòîç â ÝÑÊ ìûøè è ïîäàâëÿ-
þò ðîñò ïîïóëÿöèè. Òàêèì îáðàçîì, èíàêòèâàöèÿ PI3-êèíàçû â ÝÑÊ ìûøè ïðèâîäèò ñêîðåå ê ãèáåëè,
÷åì ê áëîêó êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìûøè, ïðîëèôåðàöèÿ, PI3-êèíàçà, âîðòìàí-
íèí, LY294002.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÀÀÃ — ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàê-
öèÿ, ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, Cdk — öèêëèíçàâèñèìàÿ êèíàçà, CK2 — êàçåèí-êèíàçà 2,
FCS — ýìáðèîíàëüíàÿ ñûâîðîòêà êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, GSK3 — êèíàçà-3 ãëèêîãåí-ñèíòàçû, LIF —
ôàêòîð, èíãèáèðóþùèé ðîñò ëåéêåìèè, MEK — ìèòîãåíàêòèâèðóåìàÿ êèíàçà êèíàçû 1, PBS — ôîñôàò-
íî-ñîëåâîé áóôåð, PI3K — ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçà, PKB — ïðîòåèíêèíàçà B.

Ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÝÑÊ) ìûøè ïðî-
ëèôåðèðóþò ñ âûñîêîé ñêîðîñòüþ è íå ñïîñîáíû ðåàëè-
çîâàòü áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â îòñóòñòâèå ýêçîãåííûõ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ èëè ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ (Schratt et
al., 2001; Ìàëàøè÷åâà è äð., 2002). Ìîëåêóëÿðíûå ìåõà-
íèçìû, îáóñëîâëèâàþùèå àâòîíîìíîñòü ïðîëèôåðàöèè
ÝÑÊ, ïîêà åùå ìàëî èçó÷åíû. Âåðîÿòíî, ñèãíàëüíûå êàñ-
êàäû, íåîáõîäèìûå äëÿ ïåðåõîäà êëåòîê èç ôàçû G1 â
ôàçó S êëåòî÷íîãî öèêëà, â ÝÑÊ ìûøè íå íóæäàþòñÿ â
ñòèìóëÿöèè ýêçîãåííûìè ôàêòîðàìè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî
ÝÑÊ ïîñòîÿííî êîììèòèðîâàíû ê ïðîëèôåðàöèè. Êàêèå
èìåííî ñèãíàëüíûå ïóòè èíèöèèðóþò íà÷àëî ôàçû ñèí-
òåçà ÄÍÊ â ÝÑÊ ìûøè, ñåãîäíÿ îñòàåòñÿ íåèçâåñòíûì.
Îäíèì èç âîçìîæíûõ àêòèâàòîðîâ ïåðåõîäà G1 � S â
ÝÑÊ ÿâëÿååòñÿ ñèãíàëüíûé êàñêàä, çàâèñèìûé îò ôîñôà-
òèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçû (PI3-êèíàçû). Èçâåñòíî, ÷òî â
ÝÑÊ PI3-êèíàçà êîíñòèòóòèâíî àêòèâèðîâàíà áåëêîì
ERas — ãîìîëîãîì ïðîòîîíêîãåíà Ras, ýêñïðåññèÿ êîòî-
ðîãî èìååò ìåñòî òîëüêî â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ
(Takahashi et al., 2003). Èññëåäîâàíèÿ, ïðîâåäåííûå íà
êóëüòóðå ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ãðûçóíîâ, ïîêà-

çàëè, ÷òî àêòèâàöèÿ PI3-êèíàçû íåîáõîäèìà äëÿ çàâåðøå-
íèÿ êëåòêîé ôàçû G1 è íà÷àëà ôàçû ñèíòåçà ÄÍÊ (Jones,
Kazkauskas, 2001). Èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû âûçûâàþò â
ôèáðîáëàñòàõ îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G1, êî-
òîðàÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ íàêîïëåíèåì áåëêà p27kip 1 — èíãè-
áèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ — è ñíèæåíèåì
êîëè÷åñòâà öèêëèíà D1 (Collado et al., 2000).

Ìû èññëåäîâàëè ó÷àñòèå PI3-êèíàçû â ðåãóëÿöèè
ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ ìûøè ñ ïîìîùüþ äâóõ åå èíãèáèòî-
ðîâ — LY294002 è âîðòìàííèíà (wortmannin). Îáà èíãè-
áèòîðà èíàêòèâèðóþò PI3-êèíàçó, çàíèìàÿ ÀÒÔ-ñâÿçû-
âàþùèé êàðìàí êàòàëèòè÷åñêîé ñóáúåäèíèöû ôåðìåíòà.
Îäíàêî èçâåñòíî, ÷òî âîðòìàííèí áîëåå ñïåöèôè÷íî ñî-
åäèíÿåòñÿ ñ ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùèì êàðìàíîì êàòàëèòè÷å-
ñêîé ñóáúåäèíèöû PI3-êèíàçû, ÷åì LY294002 è äðó-
ãèå èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû (Walker et al., 2000). Êðîìå
òîãî, ïîêàçàíî, ÷òî LY294002 â îòëè÷èå îò âîðòìàí-
íèíà ìîæåò áëîêèðîâàòü K+-êàíàëû (El-Kholy et al.,
2003). LY294002 è âîðòìàííèí èííàêòèâèðóþò íå òîëüêî
PI3-êèíàçó, íî è ðÿä äðóãèõ ôåðìåíòîâ, ïðè÷åì ñïåêòðû
èíãèáèðóåìûõ êèíàç ó íèõ ðàçíûå (Davies et al., 2000).
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Ïîêàçàíî, ÷òî LY294002 ñïîñîáåí ïîäàâèòü ïðîëè-
ôåðàöèþ ÝÑÊ ìûøè, âûçûâàÿ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà,
ãèáåëü è ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ìàðêåðîâ ïëþðèïîòåíò-
íûõ êëåòîê ïðè äëèòåëüíîé îáðàáîòêå (Jirmanova et al.,
2002; Paling et al., 2004; Gross et al., 2005). Î âëèÿíèè
âîðòìàííèíà íà ÝÑÊ äî ñèõ ïîð íè÷åãî íå ñîîáùàëîñü, â
òî âðåìÿ êàê åãî äåéñòâèå íà ôèáðîáëàñòû îïèñàíî è
ñîâïàäàåò ñ äåéñòâèåì LY294002: îáà èíãèáèòîðà âûçû-
âàþò îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà â ôàçå G1, ñîïðîâîæäà-
þùóþñÿ íàêîïëåíèåì èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ
êîìïëåêñîâ áåëêà p27kip 1 (Collado et al., 2000).

Â ñâÿçè ñ ýòèìè ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè ìû ðåøèëè
ñðàâíèòü äåéñòâèå LY294002 è âîðòìàííèíà íà ÝÑÊ
ìûøè è âûÿñíèòü ñ èõ ïîìîùüþ âëèÿíèå èíàêòèâàöèè
PI3-êèíàçû íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ ìûøè.

Ý Ñ Ê ë è í è é I O U D 2 è E 1 4.1 êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå DMEM (Gibco BRL, ÑØÀ) ñ äîáàâëåíèåì 10 %
FCS (PAA, Àâñòðèÿ) è ôàêòîðà LIF (Sigma, ÑØÀ) â êîí-
öåíòðàöèè 25 åä./ìë íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè (Cor-
ning, ÑØÀ), ïîêðûòûõ 0.2%-íûì ðàñòâîðîì æåëàòèíà.
Ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå ïðîâîäèëè, êóëüòèâèðóÿ êëåò-
êè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 0.1 % FCS áåç ôàêòîðà LIF. Èí-
ãèáèòîðû êèíàç — PD98059, ðîñêîâèòèí, LY294002 è
âîðòìàííèí (Calbiochem, Ãåðìàíèÿ); èíãèáèòîð êàçåèí-
êèíàçû 2 TBB ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí ïðîô. Ë. Ïèííà
(Óíèâåðñèòåò ã. Ïàäîâà, Èòàëèÿ).

Äëÿ èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè êëåòêè ðàññåâàëè â
ñðåäå, ñîäåðæàùåé 1 ìêÌ ðåòèíîåâîé êèñëîòû (All-trans
retinoic acid, Sigma, ÑØÀ), íå ñîäåðæàùåé LIF, è êóëüòè-
âèðîâàëè 3 ñóò. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè åùå
1 ñóò â ÷èñòîé ñðåäå.

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ Ä Í Ê. Ðàñòó-
ùóþ â ìîíîñëîå êóëüòóðó êëåòîê ñíèìàëè ñ ÷àøåê ðàñ-
òâîðîì Âåðñåíà, öåíòðèôóãèðîâàëè 5 ìèí ïðè 1000 g,
ñóñïåíäèðîâàëè â 0.01%-íîì ðàñòâîðà ñàïîíèíà â PBS è
èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 30 ìèí. Ïî-
ñëå ýòîãî ïðîáû äâàæäû ïðîìûâàëè PBS, çàòåì èíêóáè-
ðîâàëè â ðàñòâîðå ÐÍÊàçû (100 ìêã/ìë) è èîäèñòîãî ïðî-
ïèäèÿ (40 ìêã/ìë) 15 ìèí ïðè 37 °Ñ. Ïðîáû ïîäâåðãàëè
àíàëèçó íà ñîäåðæàíèå ÄÍÊ íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå
(Beckman Coulter, ÑØÀ).

Î ö å í ê ó æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò è ï î ï ó ë ÿ ö è è ïðî-
èçâîäèëè êîëîðèìåòðè÷åñêèì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì
ìåòèëòèàçîëèëäèôåíèëòåòðàçîëèóì áðîìèäà (ÌÒÒ) (Sig-
ma, ÑØÀ). Ìåòîä îñíîâàí íà òîì, ÷òî ìèòîõîíäðèàëüíûå
îêñèäîðåäóêòàçû (ïðåèìóùåñòâåííî äåãèäðîãåíàçû) ñïî-
ñîáíû âîññòàíàâëèâàòü æåëòûé ÌÒÒ äî ïóðïóðíîãî ôîð-
ìàçàíà, êîëè÷åñòâî êîòîðîãî çàòåì èçìåðÿþò ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêè. Ïîñêîëüêó ýòà ðåàêöèÿ ïðîèñõîäèò òîëüêî â
æèâûõ êëåòêàõ ñ àêòèâíûìè ìèòîõîíäðèàëüíûìè ôåðìåí-
òàìè, êîëè÷åñòâî ôîðìàçàíà êîððåëèðóåò ñ ÷èñëîì æèâûõ
êëåòîê â ïîïóëÿöèè. Â íàøèõ îïûòàõ êëåòêè ðàññåâàëè íà
96-ëóíî÷íóþ ïëàòó, íà ñëåäóþùèé äåíü ìåíÿëè ñðåäó è
äîáàâëÿëè èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû íà 1 ñóò. Ïîñëå ýòîãî
ñðåäó îòáèðàëè, ê êëåòêàì äîáàâëÿëè 0.5 ìã/ìë ÌÒÒ, ðàñ-
òâîðåííîãî â PBS, è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ
â àòìîñôåðå 7.5 % CO2. Îáðàçîâàâøèéñÿ îñàäîê ôîðìàçàíà
ðàñòâîðÿëè, äîáàâëÿëè â ëóíêó ðàâíûé îáúåì 0.04 Ì HCl â
èçîïðîïàíîëå è òùàòåëüíî ïèïåòèðîâàëè. Çàòåì èçìåðÿëè
îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü îáðàçöîâ ïðè äëèíå âîëíû 570 íì
îòíîñèòåëüíî ÷èñòîãî ðàñòâîðà ÌÒÒ ñ äîáàâëåííûì â íåãî
0.04 Ì HCl â èçîïðîïàíîëå. Ïðè ïîñòðîåíèè ãðàôèêà çà
100 % ïðèíèìàëè ïîêàçàíèÿ êîíòðîëüíîé ïîïóëÿöèè.

Â å ñ ò å ð í - á ë î ò è í ã. Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ñîäåðæàíèÿ
áåëêîâ ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà êëåòî÷íûå ýêñòðàêòû

ïîëó÷àëè ïóòåì ëèçèñà êëåòîê â áóôåðå PBS, ñîäåðæà-
ùåì 1 % NP-40, 0.5 % äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ, 0.1 % SDS,
èíãèáèòîðû ïðîòåàç è ôîñôàòàç, ñ ïîñëåäóþùèì öåíòðè-
ôóãèðîâàíèåì. Êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðîáàõ èçìåðÿëè ïî
ìåòîäó Áðýäôîðä, íà ôîðåç íàíîñèëè ðàâíîå êîëè÷åñòâî
áåëêà â êàæäîé ïðîáå. Ïîñëå äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â
ÏÀÀÃ â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ áåëêè ïåðåíîñèëè íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó (Amersham, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ). Â êà÷åñòâå ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà
ê ôîñôîðèëèðîâàííîìó ïî Ser-473 áåëêó PKB (êàò.
¹ 9271), ê ðàñùåïëåííîé ôîðìå êàñïàçû 3 (êàò. ¹ 9661;
Cell signaling, ÑØÀ), ê öèêëèíàì D1 (êàò. ¹ sc-717), A
(êàò. ¹ sc-751) è E (êàò. ¹ sc-418), ê èíãèáèòîðó öèê-
ëèí-çàâèñèìûõ êîìïëåêñîâ p27kip 1 (êàò. ¹ sc-1641; Santa
Cruz, ÑØÀ), ê GAPDH (êàò. ¹ 5G4; HyTest, Ôèíëÿí-
äèÿ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà
êîçëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà èëè àíòèòåëà
êðîëèêà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Áåëêè âûÿâëÿëè ìåòîäîì
óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL, Amersham, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ).

À ê ò è â í î ñ ò è ê è í à ç, àññîöèèðîâàííûõ ñ öèêëè-
íîì E, îöåíèâàëè ïî ðåàêöèè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèñòî-
íà H1 in vitro. Êëåòî÷íûå ëèçàòû ïîëó÷àëè, èíêóáèðóÿ
êëåòêè 45 ìèí íà ëüäó â ëèçèðóþùåì áóôåðå (10 ìÌ
Tris-HCl, pH 7.4, 150 ìÌ NaCl, 0.5 % NP-40, 1 % Òðèòîíà
X-100, èíãèáèòîðû ïðîòåàç è ôîñôàòàç) ñ ïîñëåäóþùèì
öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Äëÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè èíêó-
áèðîâàëè 500—1000 ìêã áåëêà ñ 5 ìêë àíòèòåë ê öèêëè-
íó E Santa Cruz, êàò. ¹ sc-418 â òå÷åíèå 2—4 ÷ ïðè 4 °Ñ,
çàòåì ïîëó÷åííûå êîìïëåêñû îñàæäàëè, èíãèáèðóÿ ñ
ïðîòåèí A-ñåôàðîçîé 30—60 ìèí ïðè 4 °Ñ ñ ïîñëåäóþ-
ùèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì. Îñàäîê èñïîëüçîâàëè â êè-
íàçíîé ðåàêöèè, ïðîâîäèìîé â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
20 ìÌ HEPES, pH 7.9, 20 ìÌ MgCl2, 2 ìÌ MnCl2, 1 ìÌ
äèòèîòðåèòîëà, 25 ìêÌ íåìå÷åíîãî ÀÒÔ, 74 êÁê [ã-32Ç]
ÀÒÔ è 1 ìêã ãèñòîíà H1. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè 20 ìèí ïðè
30 °Ñ è îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì áóôåðà Ëýììëè äëÿ
íàíåñåíèÿ ïðîá. Ïðîáû êèïÿòèëè 5 ìèí, ïîñëå ýëåêòðî-
ôîðåçà ãåëü ñóøèëè è ýêñïîíèðîâàëè ñ ðåíòãåíîâñêîé
ïëåíêîé.

Î á ð à ò í à ÿ ò ð à í ñ ê ð è ï ö è ÿ è Ï Ö Ð. Òîòàëüíóþ
êëåòî÷íóþ ÐÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ðåàãåíòà Trizol®

(Gibco BRL, ÑØÀ). Ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè
(ÎÒ) è àìïëèôèêàöèè (ÏÖÐ) ïðîâîäèëè ïî ïðîòîêîëó,
îïèñàííîìó ðàíåå (Kukushkin et al., 2002). Â ðåàêöèÿõ
àìïëèôèêàöèè èñïîëüçîâàëè ïðàéìåðû ê ñëåäóþùèì ãå-
íàì ìûøè: gapdh — 5�-TGTGATGGGTGTGAAC-
CACG-3�/5�-CCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3�; eras —
5�-GCTGGCGTCTTGCTCTTG-3�/5�-AGCAGGGCAA-
AGGCTTCCTC-3�; pou5f1 — 5�-CTCGAACCTGGCTA-
AGCTTC-3�/5�-TTCATGTCCTGGGACTCCTC-3�; p27 —
5�-ACTTGGAGAAGCACTGCC-3�/5�-TTCCTCATCCC-
TGGACAC-3�; öèêëèí D1 — 5�-TGTTCGTGGCCTCTA-
AGATG-3�/5�-TCTGGAAAGAAAGTGCGTTG-3�; öèê-
ëèí E — 5�-ACCCTCCAAAGTTGCACCAG-3�/5�-CCAT-
CTCCCGGATAACCATG-3�.

Ðåçóëüòàòû

Â ïîïóëÿöèè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ ìûøè
îêîëî 70 % êëåòîê îäíîâðåìåííî íàõîäèòñÿ â ôàçå ñèí-
òåçà ÄÍÊ, äîëÿ êëåòîê â ôàçå G1 ñîñòàâëÿåò ìåíüøå 20 %
(ðèñ. 1, à). Òàêîå ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî

Ôàðìàêîëîãè÷åñêèå èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû îêàçûâàþò ðàçëè÷íîå âëèÿíèå 561



öèêëà ñâèäåòåëüñòâóåò îá î÷åíü áûñòðîé ïðîëèôåðàöèè
ÝÑÊ. Êëàññè÷åñêèì àêòèâàòîðîì ñîáûòèé êëåòî÷íîãî
öèêëà, â ÷àñòíîñòè ïåðåõîäà G1 � S, ÿâëÿåòñÿ MEK-Erk-
çàâèñèìûé êàñêàä. Äëÿ òîãî, ÷òîáû âûÿñíèòü âêëàä ýòîãî
ñèãíàëüíîãî êàñêàäà â ïðîõîæäåíèå ÝÑÊ ìûøè ïî êëå-
òî÷íîìó öèêëó, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ñîäåðæàíèå ÝÑÊ â
ðàçíûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà ÷åðåç 17 ÷ îáðàáîòêè èí-
ãèáèòîðîì êèíàçû MEK PD98059. Íà ðèñ. 1, à âèäíî, ÷òî
èíàêòèâàöèÿ MEK/Erk-çàâèñèìîãî êàñêàäà íå ïðèâîäèò ê
èçìåíåíèÿì ïðîëèôåðàöèè â ÝÑÊ, ñîäåðæàíèå êëåòîê â
ôàçàõ G1 è S îäèíàêîâî â êîíòðîëüíûõ è îáðàáîòàííûõ
PD98059 êëåòêàõ. Â ðåçóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè, èíäó-
öèðîâàííîé ðåòèíîåâîé êèñëîòîé, ïðîëèôåðàöèÿ ÝÑÊ çà-
ìåäëÿåòñÿ, êëåòêè íàêàïëèâàþòñÿ â ôàçå G1 (67 % ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ 15 % â ïîïóëÿöèè íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ êëå-
òîê), äîëÿ êëåòîê â ôàçå S ñíèæàåòñÿ äî 20 % (ðèñ. 1, á).
Ýòè èçìåíåíèÿ ñîïðîâîæäàþòñÿ îñëàáëåíèåì òðàíñêðèï-
öèè ãåíà pou5f1, êîäèðóþùåãî ìàðêåðíûé äëÿ ÝÑÊ òðàíñ-
êðèïöèîííûé ôàêòîð Oct-4, è ïîëíûì ñíèæåíèåì òðàíñ-
êðèïöèè ãåíà eras (ðèñ. 1, â). Èçâåñòíî, ÷òî ïðîäóêò ãåíà
eras ñòèìóëèðóåò ðîñò ÝÑÊ ïîñðåäñòâîì àêòèâàöèè êàñ-
êàäà, çàâèñèìîãî îò PI3-êèíàçû (Takahashi et al., 2003).

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü ðîëü àêòèâíîñòè PI3-êèíà-
çû â ñòèìóëÿöèè ïðîõîæäåíèÿ ÝÑÊ ìûøè ïî êëåòî÷íî-
ìó öèêëó, ìû èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû
LY294002 è âîðòìàííèí. Íà ðèñ. 2, à âèäíî, ÷òî îáðà-
áîòêà ÝÑÊ LY294002 ïîäàâëÿåò ïåðåõîä G1 � S â ÝÑÊ
ìûøè, ÷òî âûðàæàåòñÿ â ñíèæåíèè äîëè êëåòîê â ôàçå S
è óâåëè÷åíèè ôàçû G1. Ýòîò ýôôåêò LY294002 íà ïðîëè-
ôåðàöèþ ÝÑÊ âûðàæåí ñèëüíåå, åñëè êëåòêè áûëè îáðà-
áîòàíû èíãèáèòîðîì â áåññûâîðîòî÷íûõ óñëîâèÿõ: äîëÿ
êëåòîê â ôàçå S ñíèæàåòñÿ äî 27 %, â ôàçå G1 âîçðàñòàåò
äî 57 % (ðèñ. 2, á). Îáðàáîòêà ÝÑÊ âîðòìàííèíîì êàê â

íîðìàëüíûõ, òàê è â áåññûâîðîòî÷íûõ óñëîâèÿõ íå âëèÿ-
åò íà èõ ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà
(ðèñ. 2, à, á). Òàêèì îáðàçîì, âîðòìàííèí â îòëè÷èå îò
LY294002 íå ïðåïÿòñòâóåò ïåðåõîäó G1 � S â ÝÑÊ.

Äëÿ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè ÝÑÊ, îáðàáîòàííûõ
èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû, áûë ïðèìåíåí ÌÒÒ-òåñò, âû-
ÿâëÿþùèé æèâûå êëåòêè ïî àêòèâíîñòè ìèòîõîíäðèàëü-
íûõ ôåðìåíòîâ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 2, â. Îáðàáîòêà ÝÑÊ âîðòìàííèíîì ïðèâîäèò ê íå-
êîòîðîìó ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê â ïîïóëÿ-
öèè, â òî âðåìÿ êàê îáðàáîòêà LY294002 ñîêðàùàåò ÷èñ-
ëî æèâûõ êëåòîê áîëåå ÷åì âïîëîâèíó ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíîé, íå îáðàáîòàííîé èíãèáèòîðàìè ïîïóëÿ-
öèåé. Òàêèì îáðàçîì, æèçíåñïîñîáíîñòü ïîïóëÿöèè ÝÑÊ
â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè îáîèìè èíãèáèòîðàìè PI3-êèíà-
çû ñíèæàåòñÿ, ïðè÷åì íåãàòèâíûé ýôôåêò èíãèáèòîðîâ
PI3-êèíàçû ïðîÿâëÿåòñÿ êàê â íîðìàëüíûõ, òàê è â áåñ-
ñûâîðîòî÷íûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñëåäóåò îò-
ìåòèòü, ÷òî ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå ñàìî ïî ñåáå ïðèâî-
äèò ê ñîêðàùåíèþ ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè ÝÑÊ.

Îáðàáîòêà ÝÑÊ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû ïðèâî-
äèò ê íàêîïëåíèþ àêòèâíîé ôîðìû êàñïàçû 3, êîòîðîå
ñâèäåòåëüñòâóåò î ïðîöåññå àïîïòîòè÷åñêîé ãèáåëè
(ðèñ. 2, ã). LY294002 çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå, ÷åì âîðòìàí-
íèí, èíäóöèðóåò íàêîïëåíèå àêòèâíîé êàñïàçû 3 â ÝÑÊ.
Äåéñòâèå èíãèáèòîðîâ õîðîøî çàìåòíî â êëåòêàõ, îáðà-
áîòàííûõ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû â íîðìàëüíûõ óñëî-
âèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ. Ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå ñàìî ïî
ñåáå èíäóöèðóåò àïîïòîç â ÝÑÊ, íà ôîíå ýòîé ãèáåëè
òðóäíî ñóäèòü îá èíäóêöèè àïîïòîçà èíãèáèòîðàìè
PI3-êèíàçû.

Êëþ÷åâûì ó÷àñòíèêîì êàñêàäà, àêòèâèðóåìîãî
PI3-êèíàçîé, ÿâëÿåòñÿ ïðîòåèíêèíàçà B (PKB). Íàëè÷èå
ôîñôàòíûõ ãðóïï ó PKB íà îñòàòêàõ òèðîçèíà 308 è ñå-
ðèíà 473 ñâèäåòåëüñòâóåò îá àêòèâíîñòè PI3-êèíàçû.
Ñ ïîìîùüþ âåñòåðí-áëîòèíãà áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ÝÑÊ,
îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû êàê â íîðìàëü-
íûõ óñëîâèÿõ, òàê è â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäà-
íèÿ, êîëè÷åñòâî ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî ñåðèíó 473 ôîð-
ìû PKB ñíèæåíî (ðèñ. 2, ä). Îäíàêî îáðàáîòêà ÝÑÊ
LY294002 ïðèâîäèò ê áîëåå âûðàæåííîìó óìåíüøåíèþ
êîëè÷åñòâà ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû PKB â êëåòêàõ,
÷åì îáðàáîòêà âîðòìàííèíîì (ðèñ. 2, ä).

Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî âîðòìàííèí ìåíåå ñòàáèëåí â âîäíîé
ñðåäå, ÷åì LY294002. ×òîáû èçáåæàòü ñíèæåíèÿ êîëè÷å-
ñòâà àêòèâíîãî âîðòìàííèíà çà ñ÷åò åãî äåãðàäàöèè, ñðåäó
ñ âîðòìàííèíîì îáíîâëÿëè êàæäûå 1.5 ÷, èñïîëüçóÿ ïðè
ýòîì âûñîêóþ êîíöåíòðàöèþ èíãèáèòîðà (1 ìêÌ). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â òàêèõ óñëîâèÿõ 9 ÷, ÷òî ïðèìåðíî ñî-
ñòàâëÿåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü êëåòî÷íîãî öèêëà ÝÑÊ è äî-
ñòàòî÷íî äëÿ äåòåêöèè èçìåíåíèé â ïðîëèôåðàöèè. Ïî-
ñëåäóþùèé öèòîôëóîðèìåòðè÷åñêèé àíàëèç íå âûÿâèë
èçìåíåíèé â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà (ðèñ. 3, à). Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå âëèÿíèÿ âîð-
òìàííèíà íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ íå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì
åãî äåãðàäàöèè â âîäíîé ñðåäå. Èçâåñòíî, ÷òî LY294002 â
îòëè÷èå îò âîðòìàííèíà èíàêòèâèðóåò íå òîëüêî PI3-êè-
íàçó, íî è CK2 (Davies et al., 2000). Îáðàáîòêà ÝÑÊ èíãè-
áèòîðîì CK2 TBB (4,5,6,7-tetrabromobenzotriazole) è TBB
îäíîâðåìåííî ñ âîðòìàííèíîì íå âûçûâàåò èçìåíåíèé â
ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà íè â
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ, íè â óñëîâèÿõ
ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ (ðèñ. 3, á).

Àíàëèç àêòèâíîñòè êèíàç in vitro ïîêàçàë, ÷òî â ðåçóëü-
òàòå êóëüòèâèðîâàíèÿ ÝÑÊ ñ LY294002 êàê â íîðìàëü-

562 Ì. Ñ. Ëÿíãóçîâà, È. À. ×óéêèí è äð.

Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÝÑÊ) ìûøè
ïðè èíàêòèâàöèè MEK/Erk-ñèãíàëüíîãî ïóòè (à), äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ ÝÑÊ (á) è ýêñïðåññèÿ ãåíà eras â ÝÑÊ (â) äî (ÍÄ) è

ïîñëå (ÄÈÔ) äèôôåðåíöèðîâêè.

à — ÷åðåç 17 ÷ îáðàáîòêè êëåòîê èíãèáèòîðîì êèíàçû MEK PD98059
(50 ìêÌ); Ê — êîíòðîëü. á — ÝÑÊ, äèôôåðåíöèðîâàííûå â òå÷åíèå
4 ñóò; ïî îñè àáñöèññ — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, îòí. åä.; ïî îñè îðäèíàò — êî-
ëè÷åñòâî êëåòîê. â — ýêñïðåññèÿ ãåíà eras è ãåíà-ìàðêåðà íåäèôôåðåí-
öèðîâàííûõ êëåòîê pou5f1 â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ (ÍÄ) è äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ â òå÷åíèå 4 ñóò (ÄÈÔ) ÝÑÊ; gapdh — â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ

íàãðóçêè. Ìåòîä ÎÒ-ÏÖÐ.



íûõ óñëîâèÿõ, òàê è ïðè ñûâîðîòî÷íîì ãîëîäàíèè â
êëåòêàõ ñíèæàåòñÿ êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ, àñ-
ñîöèèðîâàííûõ ñ öèêëèíîì E (ðèñ. 4, à). Êóëüòèâèðîâà-
íèå ñ âîðòìàííèíîì è ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäàíèå íå âûçû-
âàþò ñíèæåíèÿ àññîöèèðîâàííîé ñ öèêëèíîì E êèíàçíîé
àêòèâíîñòè.

Â êîìïëåêñ ñ öèêëèíîì E âõîäèò â ïåðâóþ î÷åðåäü
êèíàçà Cdk2. Îáðàáîòêà ÝÑÊ èíãèáèòîðîì êèíàçû Cdk2
ðîñêîâèòèíîì âûçûâàåò íàêîïëåíèå êëåòîê â ôàçàõ G1 è
G2 è ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â ôàçå S (ðèñ. 4, á). Ýòîò ýô-
ôåêò ðîñêîâèòèíà îñîáåííî ñèëüíî ïðîÿâëÿåòñÿ â óñëî-
âèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ: ñîäåðæàíèå êëåòîê â
ôàçå S ñíèæàåòñÿ äî 38 % ïî ñðàâíåíèþ ñ 63 % â êîíòðî-
ëüíîé ïîïóëÿöèè, äîëÿ êëåòîê â ôàçàõ G1 è G2 âîçðàñòàåò
äî 39 è 22 % ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 4, á).

Îáðàáîòêà ÝÑÊ LY294002 ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíî-
ìó óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà öèêëèíà D1 êàê íà óðîâíå

ìÐÍÊ, òàê è íà óðîâíå áåëêà (ðèñ. 5, à, á). Âîðòìàííèí
òàê æå íåãàòèâíî âëèÿåò íà ñîäåðæàíèå áåëêà öèêëèí
D1, íî êîëè÷åñòâî òðàíñêðèïòà ãåíà öèêëèíà D1 ñóùåñò-
âåííî íå èçìåíÿåòñÿ. Â ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè êëåòîê
LY294002 óìåíüøàåòñÿ ñîäåðæàíèå öèêëèíîâ A è E íà
óðîâíå áåëêà, íî íå íà óðîâíå ìÐÍÊ. Íè LY294002, íè
âîðòìàííèí íå âûçûâàþò óñèëåíèÿ òðàíñêðèïöèè è íà-
êîïëåíèÿ èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ
p27kip 1, êîëè÷åñòâî êîòîðîãî çàìåòíî óâåëè÷èâàåòñÿ â ðå-
çóëüòàòå äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ (ðèñ. 5, à).

Îáñóæäåíèå

ÝÑÊ â óñëîâèÿõ in vitro èììîðòàëüíû, ò. å. ìîãóò
ïðîéòè íåîãðàíè÷åííîå ÷èñëî ïàññàæåé, ñîõðàíÿÿ ïðè
ýòîì ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå; â íåäèôôåðåíöè-

Ôàðìàêîëîãè÷åñêèå èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû îêàçûâàþò ðàçëè÷íîå âëèÿíèå 563

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ PI3-êèíàçû íà ïðîëèôåðàöèþ (à, á), ÷èñëåííîñòü ïîïóëÿöèè (â), ãèáåëü (ã) ÝÑÊ è àê-
òèâíîñòü ñèãíàëüíîãî êàñêàäà PI3K � PKB (ä).

à, á — ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû LY294002 (40 ìêÌ) è âîðòìàííè-
íîì (1 ìêÌ): à — â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (10 % FCS, â ïðèñóòñòâèè LIF), á — â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäà-
íèÿ (0.1 % FCS, áåç LIF); ïî îñè àáñöèññ — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, îòí. åä.; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷åñòâî êëåòîê. Âðåìÿ äåéñòâèÿ èíãèáè-
òîðîâ 17 ÷. â — îöåíêà æèçíåñïîñîáíîñòè ÝÑÊ ïî ÌÒÒ-òåñòó ÷åðåç 24 ÷ îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû. ã, ä — ñîäåðæàíèå àê-
òèâíîé ôîðìû êàñïàçû 3 (ã) è ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû PKB (ä) â ÝÑÊ ïîñëå îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû
(èììóíîáëîòèíã). Ê — êëåòêè áåç âîçäåéñòâèÿ, LY — êëåòêè, îáðàáîòàííûå LY 294002 (40 ìêÌ), W — êëåòêè, îáðàáîòàííûå âîð-
òìàííèíîì (500 íÌ). Ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü — äèôôåðåíöèðîâàííûå ÝÑÊ. Âðåìÿ äåéñòâèÿ èíãèáèòîðîâ 17 ÷. Èììóíîáëîò íà

GAPDH — â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ íàãðóçêè.



ðîâàííîì ñîñòîÿíèè ÝÑÊ íå ñïîñîáíû âñòóïàòü â ôàçó
ðåïëèêàòèâíîãî ïîêîÿ (G0) (Schratt et al., 2001; Ìàëàøè-
÷åâà è äð., 2002).

Ñîìàòè÷åñêèå êëåòêè, íàïðèìåð ôèáðîáëàñòû, â îò-
ñóòñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ
ïðåêðàùàþò ïðîëèôåðèðîâàòü, îñòàíàâëèâàÿñü â ôàçå
G1. Ìîëåêóëÿðíûå ìåõàíèçìû, ëåæàùèå â îñíîâå çàâè-
ñèìîñòè êëåòî÷íîãî öèêëà ôèáðîáëàñòîâ ãðûçóíîâ îò
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ, óæå äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíû.
Â ÷àñòíîñòè, èçâåñòíî, ÷òî â êëåòêå, íàõîäÿùåéñÿ â ôàçå

G1 (ñàìîé ïðîäîëæèòåëüíîé ïî âðåìåíè ôàçå êëåòî÷íîãî
öèêëà), ñòèìóëÿöèÿ ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè ïðèâîäèò ê
ñèíòåçó è ñòàáèëèçàöèè öèêëèíîâ D è E è ñáîðêå àêòèâ-
íûõ öèêëèí-çàâèñèìûõ êîìïëåêñîâ, êîòîðûå è îïðåäå-
ëÿþò íà÷àëî ôàçû ñèíòåçà ÄÍÊ. Äëÿ òîãî, ÷òîáû çàâåð-
øèòü ôàçó G1 è âñòóïèòü â ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ, êëåòêå íå-
îáõîäèìî ïîëó÷èòü ìèòîãåííûå ñèãíàëû îò ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ â íà÷àëå ôàçû G1. Â ñâÿçè ñ ýòèì â ôàçå G1 âû-
äåëÿþò óñëîâíóþ òî÷êó ðåñòðèêöèè R (restriction point),
ïðåîäîëåâ êîòîðóþ êëåòêè ìîãóò ïåðåéòè èç ôàçû G1 â
ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ è çàêîí÷èòü ìèòîòè÷åñêèé öèêë. Äî
ïðåîäîëåíèÿ òî÷êè R êëåòêà ÷óâñòâèòåëüíà ê íàëè÷èþ
ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ, ïîñëå ïðî-
õîæäåíèÿ ÷åðåç òî÷êó R êëåòêà óæå íå íóæäàåòñÿ âî
âíåøíèõ ìèòîãåííûõ ñèãíàëàõ äëÿ ïðîäîëæåíèÿ êëåòî÷-
íîãî öèêëà. Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ ïðåîäîëåíèÿ òî÷êè ðåñò-
ðèêöèè íåîáõîäèìà ïîñëåäîâàòåëüíàÿ àêòèâàöèÿ ñíà÷à-
ëà MEK/Erk-, à çàòåì PI3K-çàâèñèìûõ êàñêàäîâ. Ïî ýòî-
ìó ïðèíöèïó ôàçó G1 äåëÿò íà ðàííþþ ñòàäèþ (GE1),
ïðîõîæäåíèå ïî êîòîðîé ñòèìóëèðóåò MEK/Erk-çàâèñè-
ìûé êàñêàä, è ïîçäíþþ (G1L), çàâèñèìóþ îò PI3-êèíàçû
(Jones, Kazlauskas, 2001).

Â îòëè÷èå îò ôèáðîáëàñòîâ ÝÑÊ íå îñòàíàâëèâàþòñÿ
â ôàçå G1 â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ â ñðåäå êóëü-

564 Ì. Ñ. Ëÿíãóçîâà, È. À. ×óéêèí è äð.

Ðèñ. 3. Ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå îáðàáîòêè âîðòìàííèíîì â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè (à), à òàêæå ïîñëå
îäíîâðåìåííîé îáðàáîòêè âîðòìàííèíîì è èíãèáèòîðîì êèíàçû CK2 TBB (á).

à — ÷åðåç 9 ÷ îáðàáîòêè âîðòìàííèíîì (1 ìêÌ), ñðåäà ñ èíãèáèòîðîì îáíîâëÿëàñü êàæäûå 1.5 ÷; á — ÷åðåç 17 ÷ îáðàáîòêè ÝÑÊ âîðòìàííèíîì
(500 íÌ) è TBB (50 ìêÌ) ïî îòäåëüíîñòè èëè ñîâìåñòíî â óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ (0.1 % FCS –LIF); ïî îñè àáñöèññ — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ,

îòí. åä.; ïî îñè îðäèíàò — êîëè÷åñòâî êëåòîê.

Ðèñ. 4. Êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
öèêëèíîì E â ÝÑÊ, îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû
(à), è ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå

îáðàáîòêè èíãèáèòîðîì Cdk2 ðîñêîâèòèíîì (á).

à — êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ, àññîöèèðîâàííûõ ñ
öèêëèíîì E (Cy E), ÷åðåç 8 ÷ îáðàáîòêè ÝÑÊ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû;
Ê — êëåòêè áåç âîçäåéñòâèÿ, LY — êëåòêè, îáðàáîòàííûå LY294002
(40 ìêÌ), W — êëåòêè, îáðàáîòàííûå âîðòìàííèíîì (500 íÌ). á — ðàñ-
ïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ÷åðåç 17 ÷ îáðàáîòêè èíãè-
áèòîðîì Cdk2 ðîñêîâèòèíîì (10 ìêÌ) â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ (10 %
FCS, â ïðèñóòñòâèè LIF) è ïðè ñûâîðîòî÷íîì ãîëîäàíèè (0.1 % FCS
–LIF); ïî îñè àáñöèññ — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, îòí. åä.; ïî îñè îðäèíàò — êî-

ëè÷åñòâî êëåòîê.



òèâèðîâàíèÿ (Schratt et al., 2001). Êëåòî÷íûé öèêë ÝÑÊ
î÷åíü êîðîòêèé — îêîëî 10 ÷, à ôàçà G1 çàíèìàåò ïðè-
ìåðíî 1.5 ÷. Ýòè ïàðàìåòðû ÝÑÊ ñóùåñòâåííî îòëè÷àþò-
ñÿ îò ïàðàìåòðîâ äðóãèõ êëåòîê, íàïðèìåð ôèáðîáëà-
ñòîâ, ìèòîòè÷åñêèé öèêë êîòîðûõ äëèòñÿ äîëüøå, à G1

ÿâëÿåòñÿ ñàìîé ïðîäîëæèòåëüíîé ôàçîé. Ïðåäïîëàãàþò,
÷òî ñêîðîñòü ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ è åå àâòîíîìíîñòü îò
ìèòîãåííûõ ñèãíàëîâ ñâÿçàíû èìåííî ñ ðåäóêöèåé ÷óâ-
ñòâèòåëüíîé ê âíåøíèì ñèãíàëàì ÷àñòè ôàçû G1 (äî òî÷-
êè ðåñòðèêöèè). Âåðîÿòíî, àêòèâíîñòü ñèãíàëüíûõ êàñêà-
äîâ, ñòèìóëèðóþùèõ ïåðåõîä G1 � S â ÝÑÊ, ïîääåðæè-
âàåòñÿ íà îïðåäåëåííîì óðîâíå, äîñòàòî÷íîì äëÿ ïðî-
äîëæåíèÿ ïðîëèôåðàöèè äàæå â îòñóòñòâèå ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ. Êàêèå èìåííî ñèãíà-
ëüíûå êàñêàäû îáóñëîâëèâàþò ïåðåõîä G1 � S â ÝÑÊ,
ïîêà íåèçâåñòíî. Îòíîñèòåëüíî ðîëè MEK/Erk-ñèãíàëü-
íîãî ïóòè â ÝÑÊ èçâåñòíî, ÷òî îí âûïîëíÿåò ñêîðåå
ïðî-äèôôåðåíöèðîâî÷íóþ ðîëü, íåæåëè ïðî-ïðîëèôåðà-
òèâíóþ, ïîñêîëüêó ÝÑÊ, â êîòîðûõ ýòîò êàñêàä èíàêòè-
âèðîâàí ñ ïîìîùüþ èíãèáèòîðîâ (ðèñ. 1, à) èëè ìóòà-
öèé, ïðîäîëæàþò ïðîëèôåðèðîâàòü íà ïðåæíåì óðîâíå,
íî óòðà÷èâàþò ñïîñîáíîñòü ê äèôôåðåíöèðîâêå (Burdon
et al., 1999, 2002).

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè åñòü äàííûå, êîñâåííî ñâèäå-
òåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî êàñêàä, çàâèñèìûé îò PI3-êèíà-
çû, ÿâëÿåòñÿ ñòèìóëÿòîðîì ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ. Íåäàâíî
áûë îïèñàí êîíñòèòóòèâíî àêòèâíûé áåëîê ñåìåéñòâà
Ras, êîòîðûé ïîëó÷èë íàçâàíèå ERas, òàê êàê åãî ýêñï-
ðåññèÿ ñïåöèôè÷íà òîëüêî äëÿ ÝÑÊ (Takahashi et al.,
2003). Ýòè àâòîðû ïîêàçàëè, ÷òî ERas àêòèâèðóåò PI3-êè-
íàçó, íåïîñðåäñòâåííî âçàèìîäåéñòâóÿ ñ åå ñóáúåäèíè-
öàìè p85 è p110ä, à ÝÑÊ, ëèøåííûå ãåíà eras, îáëàäàþò
çàìåäëåííîé ïðîëèôåðàöèåé (Takahashi et al., 2003).

Óæå â ïåðâûå äíè äèôôåðåíöèðîâêè ÝÑÊ, èíäóöè-
ðîâàííîé ðåòèíîåâîé êèñëîòîé, äîëÿ êëåòîê â ôàçå S
óìåíüøàåòñÿ è ýêñïðåññèÿ ãåíà eras ñóùåñòâåííî ñíèæà-
åòñÿ (ðèñ. 1, á, â). Èíòåðåñíî, ÷òî àêòèâíîñòü ñèãíàëüíî-
ãî êàñêàäà PI3K � PKB, íàïðîòèâ, óâåëè÷èâàåòñÿ â õîäå
äèôôåðåíöèðîâêè (ðèñ. 2, ä ). Ïî-âèäèìîìó, â íåäèôôå-
ðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ áåëîê Eras îáåñïå÷èâàåò àêòèâàöèþ
PI3-êèíàçû íà íåêîòîðîì óðîâíå, íåîáõîäèìîì è äîñòà-
òî÷íîì äëÿ ïðîëèôåðàöèè è âûæèâàíèÿ íåäèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê. Âåðîÿòíî, ýòîãî óðîâíÿ àêòèâíîñòè
PI3-êèíàçû íåäîñòàòî÷íî äëÿ âûæèâàíèÿ äèôôåðåíöè-
ðîâàííûõ êëåòîê. Â ïðîöåññå äèôôåðåíöèðîâêè ERas ïå-
ðåñòàåò ýêñïðåññèðîâàòüñÿ, à êàñêàä PI3K � PKB óâåëè-
÷èâàåò ñâîþ àêòèâíîñòü áëàãîäàðÿ äðóãèì àêòèâàòîðàì,
âîçìîæíî çà ñ÷åò êîíòàêòîâ ñ âíåêëåòî÷íûì ìàòðèêñîì,
êîòîðûå â äèôôåðåíöèðîâàííûõ êëåòêàõ ðàçâèòû ãîðàç-
äî ëó÷øå, ÷åì â íåäèôôåðåíöèðîâàííûõ.

Èçâåñòíî, ÷òî èíãèáèòîð PI3-êèíàçû LY294002 â
êîíöåíòðàöèè 40 ìêÌ âûçûâàåò áûñòðîå íàêîïëåíèå
ÝÑÊ â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà, à áîëåå íèçêèå êîíöåí-
òðàöèè (äî 20 ìêÌ) íå âûçûâàþò áëîêà êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, íî ïðîâîöèðóþò äèôôåðåíöèðîâêó êëåòîê (Jirmanova
et al., 2002; Paling et al., 2004). Èíòåðåñíî, ÷òî äî ñèõ ïîð
íè÷åãî íå ñîîáùàëîñü î âëèÿíèè äðóãîãî ôàðìàêîëîãè-
÷åñêîãî èíãèáèòîðà PI3-êèíàçû — âîðòìàííèíà — íà
ÝÑÊ, â òî âðåìÿ êàê åãî äåéñòâèå íà ôèáðîáëàñòû îïèñà-
íî è ñîâïàäàåò ñ äåéñòâèåì LY294002 — îíè îáà âûçû-
âàþò íàêîïëåíèå èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåê-
ñîâ áåëêà p27kip 1 è îñòàíîâêó êëåòîê â ôàçå G1 (Collado et
al., 2000).

Â íàøåé ðàáîòå ìû ïðèìåíèëè ê ÝÑÊ ìûøè îáà èí-
ãèáèòîðà PI3-êèíàçû è îáíàðóæèëè, ÷òî îíè ðàçëè÷àþò-

ñÿ ïî ñâîåìó âëèÿíèþ íà êëåòî÷íûé öèêë. Àíàëèç ïàðà-
ìåòðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà ïîñëå 17-÷àñîâîé êóëüòèâàöèè
ÝÑÊ ìûøè ñ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû ïîêàçàë, ÷òî
åñëè êëåòêè îáðàáàòûâàëèñü èíãèáèòîðàìè â ïðèñóòñò-
âèè 10 % FCS è ôàêòîðà LIF, òî LY294002 âûçûâàë íåêî-
òîðîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê â ôàçå S (ñ 68 äî
59 %) è íàêîïëåíèå â ôàçå G1 (äî 26 % ïî ñðàâíåíèþ ñ
15 % â êîíòðîëå), à âîðòìàííèí íå îêàçûâàë âëèÿíèÿ íà
ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà
(ðèñ. 2, à). Åñëè êëåòêè îáðàáàòûâàëè èíãèáèòîðàìè â
óñëîâèÿõ ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ (0.1 % FCS, áåç ôàê-
òîðà LIF), òî LY294002 âûçûâàë ñóùåñòâåííîå íàêîïëå-
íèå êëåòîê â ôàçå G1 (äî 57 %), à âîðòìàííèí ïî-ïðåæíå-
ìó íå îêàçûâàë çíà÷èòåëüíîãî âëèÿíèÿ íà ðàñïðåäåëåíèå
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ
êîíöåíòðàöèþ (1 ìêÌ; ðèñ. 2, á).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî âîðòìàííèí íå îêàçûâàë âûðà-
æåííîãî âëèÿíèÿ íà ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëå-
òî÷íîãî öèêëà, îí íåãàòèâíî âëèÿë íà æèçíåñïîñîáíîñòü
ÝÑÊ (ðèñ. 2, â). Äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà æèâûõ êëåòîê â
ïîïóëÿöèÿõ, îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû â
òå÷åíèå 24 ÷, áûë ïðèìåíåí ÌÒÒ-òåñò. Êîëè÷åñòâî æè-
âûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèÿõ, îáðàáîòàííûõ LY294002, ñó-
ùåñòâåííî íèæå, ÷åì â êîíòðîëüíûõ ïîïóëÿöèÿõ; íåãà-
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Ðèñ. 5. Âëèÿíèå LY294002 è âîðòìàííèíà íà ýêñïðåññèþ ðåãó-
ëÿòîðîâ êëåòî÷íîãî öèêëà: èíãèáèòîðà öèêëèí-êèíàçíûõ êîìï-

ëåêñîâ p27kip1, öèêëèíîâ (Cy) D1, E è A.

à — âåñòåðí-áëîòèíã; â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ ê áåëêó
p27kip1 èñïîëüçîâàíû ëèçàòû äèôôåðåíöèðîâàííûõ ÝÑÊ. á — ýêñïðåñ-
ñèÿ ãåíîâ; ìåòîä ÎÒ-ÏÖÐ. GAPDH (à) è gapdh (á) — â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ

íàãðóçêè. Âðåìÿ îáðàáîòêè 8 ÷.



òèâíîå âëèÿíèå âîðòìàííèíà ñëàáåå, ÷åì âëèÿíèå
LY294002. ×èñëåííîñòü ïîïóëÿöèè îïðåäåëÿåòñÿ áàëàí-
ñîì äâóõ ïðîöåññîâ — äåëåíèÿ è ãèáåëè êëåòîê. ×òîáû
ïðîâåðèòü, âûçûâàþò ëè èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû àïîïòî-
òè÷åñêóþ ãèáåëü ÝÑÊ, ìû îöåíèëè ñ ïîìîùüþ âåñ-
òåðí-áëîòèíãà êîëè÷åñòâî â êëåòêàõ àêòèâíîé êàñïàçû 3,
íàëè÷èå êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ñâèäåòåëüñòâîì àïîïòîçà. Ðå-
çóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 2, ã. Ñûâîðîòî÷íîå ãîëîäà-
íèå ñàìî ïî ñåáå âûçûâàåò àïîïòîç ó ÝÑÊ, è â ýòèõ óñëî-
âèÿõ âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ PI3-êèíàçû îöåíèòü ñëîæíî.
Íî äëÿ ïîïóëÿöèé, îáðàáîòàííûõ èíãèáèòîðàìè â ïðè-
ñóòñòâèè ñûâîðîòêè è ôàêòîðà LIF, âèäíî, ÷òî îáà èíãè-
áèòîðà âûçûâàþò íàêîïëåíèå àêòèâíîé êàñïàçû 3, ïðè-
÷åì LY294002 â çíà÷èòåëüíî áîëüøåé ñòåïåíè, ÷åì âîð-
òìàííèí. Ïîñëå îáðàáîòêè LY294002 ñóùåñòâåííîå
ñíèæåíèå ÷èñëåííîñòè ïîïóëÿöèè ÝÑÊ ïðîèñõîäèò êàê
çà ñ÷åò îñòàíîâêè êëåòîê â ôàçå G1, òàê è çà ñ÷åò èíäóê-
öèè àïîïòîçà, â òî âðåìÿ êàê âîðòìàííèí, âåðîÿòíî, ñíè-
æàåò ÷èñëåííîñòü ïîïóëÿöèè ÝÑÊ â îñíîâíîì çà ñ÷åò èí-
äóêöèè àïîïòîçà. Ïî-âèäèìîìó, â ÝÑÊ ìûøè àêòèâ-
íîñòü PI3-êèíàçû íåîáõîäèìà â ïåðâóþ î÷åðåäü äëÿ
âûæèâàíèÿ, íî íå èãðàåò îïðåäåëÿþùåé ðîëè â ðåãóëÿ-
öèè ñîáûòèé êëåòî÷íîãî öèêëà.

Îäíèì èç êëþ÷åâûõ ó÷àñòíèêîâ êàñêàäà, çàâèñèìîãî
îò PI3-êèíàçû, ÿâëÿåòñÿ áåëîê PKB. Àêòèâíàÿ PI3-êèíàçà
ñòèìóëèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå è àêòèâàöèþ PKB. Ïðè
äåéñòâèè îáîèõ èíãèáèòîðîâ PI3-êèíàçû êîëè÷åñòâî
ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû PKB â ÝÑÊ ñíèæàåòñÿ
(ðèñ. 2, ä). Îäíàêî èíãèáèòîð LY294002 âûçûâàåò áîëåå
çàìåòíîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà p-Ser473-PKB. Ýòî îçíà-
÷àåò, ÷òî LY294002 ãîðàçäî ýôôåêòèâíåå, ÷åì âîðòìàí-
íèí, èíàêòèâèðóåò ïóòü PI3K � PKB.

Ïîëàãàþò, ÷òî âîðòìàííèí ìåíåå ñòàáèëåí â âîäíîé
ñðåäå ïî ñðàâíåíèþ ñ LY294002. Ïîýòîìó äëÿ ïîäòâåðæ-
äåíèÿ îòñóòñòâèÿ âëèÿíèÿ âîðòìàííèíà íà ðàñïðåäåëå-
íèå ÝÑÊ ìûøè ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ìû êóëüòèâè-
ðîâàëè êëåòêè â ïðèñóòñòâèè 1 ìêÌ âîðòìàííèíà â òå÷å-
íèå 9 ÷, îáíîâëÿÿ ñðåäó ñ èíãèáèòîðîì êàæäûå 1.5 ÷. Òåì
íå ìåíåå è â ýòèõ óñëîâèÿõ äîëÿ êëåòîê â S-ôàçå îñòàâà-
ëàñü ïî-ïðåæíåìó âûñîêîé, íàêîïëåíèÿ êëåòîê â ôàçå G1

íå íàáëþäàëè (ðèñ. 3, à). Òàêèì îáðàçîì, îòñóòñòâèå ýô-
ôåêòà âîðòìàííèíà íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ íåëüçÿ îáúÿñ-
íÿòü åãî íåñòàáèëüíîñòüþ. Íàøè äàííûå ñâèäåòåëüñòâó-
þò î òîì, ÷òî ïðè êóëüòèâàöèè ÝÑÊ ñ âîðòìàííèíîì ñèã-
íàëüíûé êàñêàä, çàâèñèìûé îò PI3-êèíàçû íå ïîëíîñòüþ,
íî âñå æå èíàêòèâèðóåòñÿ, ñóäÿ ïî ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà
ôîñôîëèðèðîâàííîé ôîðìû êèíàçû PKB (ðèñ. 2, ä), â òî
âðåìÿ êàê ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà îñòàåòñÿ íåèçìåííûì (ðèñ. 2, à, á; 3, à). Êðîìå
òîãî, äðóãèå àâòîðû ñîîáùàþò î áëîêå êëåòî÷íîãî öèêëà
ôèáðîáëàñòîâ, âûçâàííîì ãîðàçäî ìåíüøåé, ÷åì èñïîëü-
çîâàííàÿ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ, êîíöåíòðàöèåé âîð-
òìàííèíà — 10 íÌ (Collado et al., 2000). Ïî-âèäèìîìó,
íåäîñòàòî÷íàÿ èíàêòèâàöèÿ PI3-êèíàçû âîðòìàííèíîì
íå ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ðàçëè÷èé â ýôôåêòàõ LY294002 è
âîðòìàííèíà íà ïðîëèôåðàöèþ ÝÑÊ.

Íàèáîëåå âåðîÿòíàÿ ïðè÷èíà ðàçëè÷èé â äåéñòâèè
LY294002 è âîðòìàííèíà ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â òîì, ÷òî
ïîìèìî PI3-êèíàçû îíè ïîäàâëÿþò àêòèâíîñòè äðóãèõ
êèíàç. Ïðè÷åì ó LY294002 è âîðòìàííèíà ñïåêòðû èíãè-
áèðóåìûõ êèíàç ðàçíûå. Â ÷àñòíîñòè, èçâåñòíî, ÷òî
LY294002 áëîêèðóåò àêòèâíîñòü êàçåèíêèíàçû 2 (CK2) ñ
òîé æå ýôôåêòèâíîñòüþ, ÷òî è PI3-êèíàçó, â òî âðåìÿ êàê
âîðòìàííèí íå âëèÿåò íà àêòèâíîñòü CK2, íî ñóùåñò-
âåííî èíãèáèðóåò êèíàçó SMLCK (Smooth Muscle Light

Chain Kinase) (Davies et al., 2000). Ïîñêîëüêó èìåííî
LY294002 ïîäàâëÿåò ïåðåõîä G1 � S â ÝÑÊ ìûøè, ëî-
ãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êèíàçû (èëè êîìïëåêñ êèíàç),
èíàêòèâèðóåìûå LY294002, èíèöèèðóþò âñòóïëåíèå â
ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ.

Îáðàáàòûâàÿ êëåòêè èíãèáèòîðîì CK2 TBB âìåñòå ñ
âîðòìàííèíîì è îòäåëüíî îò âîðòìàííèíà, ìû îæèäàëè
óâèäåòü LY294002-ïîäîáíûé ýôôåêò. Îäíàêî ñíèæåíèå
äîëè êëåòîê â ôàçå S è íàêîïëåíèÿ êëåòîê â ôàçå G1 íå
ïðîèçîøëî (ðèñ. 3, á). Ïî-âèäèìîìó, àêòèâíîñòè CK2 è
PI3-êèíàçû íå ÿâëÿþòñÿ îáÿçàòåëüíûì óñëîâèåì äëÿ ïå-
ðåõîäà G1 � S â ÝÑÊ ìûøè.

Ðåãóëÿòîðàìè ïåðåõîäà â ôàçó ñèíòåçà ÄÍÊ ÿâëÿþò-
ñÿ êîìïëåêñû öèêëèí E—Cdk2. Ñîáûòèÿ ôàçû G1 íà-
ïðàâëåíû íà òî, ÷òîáû ñòèìóëèðîâàòü ñèíòåç öèêëèíà E
è ñáîðêó àêòèâíûõ êîìïëåêñîâ. Ñóùåñòâóåò ìíåíèå î
òîì, ÷òî áûñòðàÿ è àâòîíîìíàÿ ïðîëèôåðàöèÿ ÝÑÊ
ìûøè îáóñëîâëåíà ïîñòîÿííî âûñîêîé, íåðåãóëèðóåìîé
àêòèâíîñòüþ êîìïëåêñîâ öèêëèí E— �Cdk2 è öèêëèí
A—Cdk2 (Stead et al., 2002). Â íàøèõ îïûòàõ óðîâåíü àê-
òèâíîñòè öèêëèí E-ñîäåðæàùèõ êîìïëåêñîâ êîððåëèðî-
âàë ñ èçìåíåíèÿìè êëåòî÷íîãî öèêëà: â êëåòêàõ, îáðàáî-
òàííûõ LY294002, êèíàçíàÿ àêòèâíîñòü êîìïëåêñîâ öèê-
ëèí E—Cdk2 ñíèæàëàñü, à â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ âîðò-
ìàííèíîì, îñòàâàëàñü íåèçìåííîé (ðèñ. 4, à).

×òîáû âûÿñíèòü, êàê âëèÿåò èíàêòèâàöèÿ Cdk2 íà
ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, ìû
ïðèìåíèëè ôàðìàêîëîãè÷åñêèé èíãèáèòîð êèíàçû Cdk2
ðîñêîâèòèí. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4, á.
Îáðàáîòêà ÝÑÊ ðîñêîâèòèíîì ïðèâîäèëà ê çàìåòíîìó
óìåíüøåíèþ äîëè êëåòîê â ôàçå S (äî 38 % â óñëîâèÿõ
ñûâîðîòî÷íîãî ãîëîäàíèÿ), íî LY294002 ñèëüíåå ñíè-
æàë äîëþ êëåòîê â ôàçå S (äî 27 % â óñëîâèÿõ ñûâîðî-
òî÷íîãî ãîëîäàíèÿ; ðèñ. 2, á). Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì,
÷òî ýôôåêò LY294002 îò÷àñòè ìîæåò áûòü îïîñðåäîâàí
åãî íåãàòèâíûì äåéñòâèåì íà Cdk2-ñîäåðæàùèå êîìï-
ëåêñû.

Èçâåñòíî, ÷òî êàñêàä, çàâèñèìûé îò PI3-êèíàçû, ïî-
äàâëÿåò òðàíñêðèïöèþ ãåíà, êîäèðóþùåãî èíãèáèòîð
öèêëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ p27kip 1. Â ôèáðîáëàñòàõ
èíàêòèâàöèÿ PI3-êèíàçû ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè òðàíñ-
êðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ ñåìåéñòâà FoxO è ïîñëåäóþùåé
òðàíñêðèïöèè ãåíà p27kip 1. Â ðåçóëüòàòå íàêîïëåíèÿ
èíãèáèòîðà p27kip 1 ïðîèñõîäÿò èíàêòèâàöèÿ öèêëèí-
êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ è îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà.
Îäíàêî â ÝÑÊ ìûøè èíãèáèòîðû PI3-êèíàçû íå âûçû-
âàþò óñèëåíèÿ òðàíñêðèïöèè è íàêîïëåíèå áåëêà p27kip 1

(ðèñ. 5, à, á). Òàêèì îáðàçîì, â ÝÑÊ ìûøè LY294002
ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ öèêëèí E-àññîöèèðîâàííîé àê-
òèâíîñòè ïî p27kip 1-íåçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó. Âîçìîæ-
íî, ïàäåíèå öèêëèí E-àññîöèèðîâàííîé àêòèâíîñòè
âûçâàíî óìåíüøåíèåì êîëè÷åñòâà áåëêà öèêëèíà E
(ðèñ. 5, à).

Â ÝÑÊ ìûøè îáðàáîòêà LY294002 è âîðòìàííè-
íîì ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ êîëè÷åñòâà öèêëèíà D1
(ðèñ. 5, à). Âëèÿíèå PI3-êèíàçû íà ñîäåðæàíèå öèêëèíà
D1 îïèñàíî è íà äðóãèõ êëåòî÷íûõ ìîäåëÿõ. Îíî îïîñðå-
äîâàíî êèíàçîé GSK3, êîòîðàÿ íàïðàâëÿåò öèêëèí D1 íà
ïðîòåàñîìíóþ äåãðàäàöèþ. Êðîìå ýòîãî, êóëüòèâèðîâà-
íèå êëåòîê ñ èíãèáèòîðàìè PI3-êèíàçû ïðèâîäèò ê ñíè-
æåíèþ óðîâíÿ òðàíñêðèïöèè öèêëèíà D1 (ðèñ. 5, â). Ýòî
ìîæåò ïðîèñõîäèòü áëàãîäàðÿ äåéñòâèþ ðåïðåññîðîâ
òðàíñêðèïöèè ñåìåéñòâà FoxO, êîòîðûå íåãàòèâíî ðåãó-
ëèðóþòñÿ êàñêàäîì, çàâèñèìûì îò PI3-êèíàçû (Schmidt
et al., 2002). Î÷åâèäíî, ÷òî ñíèæåíèÿ êîëè÷åñòâà öèêëè-
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íà D1 íåäîñòàòî÷íî äëÿ èçìåíåíèÿ ïðîëèôåðàöèè, ïî-
ñêîëüêó êàê âîðòìàííèí, òàê è LY294002 âûçûâàþò ïà-
äåíèå êîëè÷åñòâà öèêëèíà D1, íî ïðîëèôåðàöèÿ íàðóøà-
åòñÿ òîëüêî â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ LY294002. Êðîìå
òîãî, äðóãèå àâòîðû ïðåäïîëàãàþò, ÷òî ïðîëèôåðàöèÿ
ÝÑÊ ìûøè ïðîèñõîäèò íåçàâèñèìî îò àêòèâíîñòè êîìï-
ëåêñîâ öèêëèí D1—Cdk4,6 (Savatier et al., 1996).

LY294002 âûçûâàåò çàìåòíîå óìåíüøåíèå êîëè÷åñò-
âà öèêëèíà A â ÝÑÊ ìûøè (ðèñ. 5, â). Âîïðîñ î òîì, ÷åì
îïîñðåäîâàíî ýòî âëèÿíèå, ïîêà îñòàåòñÿ áåç îòâåòà. Íå
èñêëþ÷åíî, ÷òî íàáëþäàåìîå ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà öèê-
ëèíà A ïðîèñõîäèò íå áëàãîäàðÿ èíàêòèâàöèè PI3-êèíà-
çû, à áëàãîäàðÿ èíàêòèâàöèè èíãèáèòîðîì LY294002 êà-
êîãî-òî äðóãîãî ôåðìåíòà.

Â ðåçóëüòàòå íàøèõ èññëåäîâàíèé ìû óáåäèëèñü â
òîì, ÷òî LY294002 (íî íå âîðòìàííèí) âûçûâàåò â ÝÑÊ
ìûøè ïàäåíèå öèêëèí E-àññîöèèðîâàííîé àêòèâíîñòè è
íàêîïëåíèå êëåòîê â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñ îäíîé
ñòîðîíû, â õîäå äëèòåëüíîé êóëüòèâàöèè (17 ÷) âîðò-
ìàííèí ñëàáåå, ÷åì LY294002, èíàêòèâèðóåò êàñêàä
PI3K � PKB, ÷òî îò÷àñòè ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé îòñóòñò-
âèÿ ýôôåêòà âîðòìàííèíà íà öèêëèí E-àññîöèèðîâàííóþ
àêòèâíîñòü è ïðîëèôåðàöèþ â ÝÑÊ. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
äåéñòâèÿ âîðòìàííèíà äîñòàòî÷íî äëÿ çàìåòíîãî ñíèæå-
íèÿ êîëè÷åñòâà öèêëèíà D1 è ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîð-
ìû êèíàçû PKB. Ýòî íàáëþäåíèå ñâèäåòåëüñòâóåò â ïî-
ëüçó òîãî, ÷òî PI3-êèíàçà íå èãðàåò îïðåäåëÿþùåé ðîëè â
ðåãóëÿöèè ïðîëèôåðàöèè ÝÑÊ è îñëàáëåíèå åå àêòèâíî-
ñòè ñàìî ïî ñåáå íåäîñòàòî÷íî äëÿ çàïðåòà ïåðåõîäà
G1 � S â äàííîì òèïå êëåòîê. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëü-
òàòàìè, ïîëó÷åííûìè íà ÝÑÊ, ëèøåííûõ îäíîé èç ñóáú-
åäèíèö (p85á) PI3-êèíàçû (Hallmann et al., 2003). Ó òàêèõ
êëåòîê ïîâûøåí óðîâåíü àïîïòîçà, íî äîëÿ êëåòîê â ôàçå
S ñíèæåíà ëèøü íà íåñêîëüêî ïðîöåíòîâ ïî ñðàâíåíèþ ñ
êëåòêàìè äèêîãî òèïà. Ïî-âèäèìîìó, â ÝÑÊ àêòèâíîñòü
êàñêàäà, çàâèñèìîãî îò PI3-êèíàçû, íåîáõîäèìà â ïåð-
âóþ î÷åðåäü äëÿ âûæèâàíèÿ êëåòîê è ëèøü â íåêîòîðîé
ñòåïåíè âëèÿåò íà ïðîëèôåðàöèþ. Èíòåðåñíîé îñîáåííî-
ñòüþ ÝÑÊ îêàçàëîñü òî, ÷òî â ýòèõ êëåòêàõ èíàêòèâàöèÿ
PI3-êèíàçû íå ïðèâîäèò ê íàêîïëåíèþ èíãèáèòîðà öèê-
ëèí-êèíàçíûõ êîìïëåêñîâ áåëêà p27kip 1. Ýòî îçíà÷àåò,
÷òî âûçâàííûå LY294002 ñíèæåíèå öèêëèí E-àññîöèè-
ðîâàííîé àêòèâíîñòè è íàêîïëåíèå ÝÑÊ â ôàçå G1 ïðîèñ-
õîäÿò, âåðîÿòíî, ïî p27kip 1-íåçàâèñèìîìó ìåõàíèçìó.

Àâòîðû âûðàæàþò áëàãîäàðíîñòü ïðîô. Ë. Ïèííà
(Óíèâåðñèòåò ã. Ïàäîâà, Èòàëèÿ) çà ëþáåçíî ïðåäîñòàâ-
ëåííûé èíãèáèòîð êàçåèíêèíàçû 2 TBB.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêòû 03-04-49377 è 06-04-49058), ãðàíòîâ NATO
¹ 979190, ÑRDF ¹ RB1-2511-ST-03 è ïðîãðàììû ôóí-
äàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêó-
ëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ áèîëîãèÿ».
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PI3-KINASE INHIBITORS LY294002 AND WORTMANNIN HAVE DIFFERENT EFFECTS

ON PROLIFERATION OF MURINE EMBRYONIC STEM CELLS

M. S. Lianguzova,1,* I. A. Chuykin,1 A. Nordheim,2 V. A. Pospelov1

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, Russia, and 2 Tuebingen University, Tuebingen, Germany;

* e-mail: lianguzova@gmail.com

Murine embryonic stem (mES) cells can proliferate independently of the presence of growth factors in the
medium. It is yet unknown what intrinsic activity triggers cell cycle events in mES cells. Here we investigated
the contribution of the PI3-kinase cascade to autonomous proliferation of mES cell using PI3-kinase inhibitors
wortmannin and LY294002. Wortmannin displays a weaker inhibitory effect on phosphorylation of PI3-kinase
pathway target PKB as compared with LY294002, and does not downregulate mES cells proliferation, while
LY294002 causes a strong decrease in the share of cells in S-phase and accumulation of cells in G1 phase. Both
inhibitors cause significant decrease in cyclin D1 amount. The treatment with LY294002, rather than with wort-
mannin results in a decrease of cyclin E amount and cyclin E-assossiated kinase activity. In mES cells, inactiva-
tion of PI3-kinase-dependent pathway and G1 arrest are not accompanied by induction of p27kip 1 transcription
and accumulation of this inhibitor of cyclin-cdk complexes at the protein level, implying that these events ac-
complished by some p27kip 1 -independent mechanism. Both LY294002 and wortmannin cause apoptotic death
of mES cells and downregulate the growth of population. Thus, inactivation of PI3-kinase in mES cells may lead
to apoptosis rather than to cell cycle arrest.

K e y w o r d s: murine embryonic stem cells, proliferation, PI3-kinase, LY294002, wortmannin.
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