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Îõàðàêòåðèçîâàíà ðîëü JAK/STAT ñèãíàëüíîãî ïóòè â ïðîëèôåðàöèè êëåòîê õðîíè÷åñêîé ëåéêåìèè
Ê562. Àêòèâíîñòü áåëêîâ ñåìåéñòâà STAT (òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ) îöåíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó ôîðì STAT3 è STAT5. Â ïðîëèôåðèðóþùèõ êóëüòóðàõ êëåòîê K562 âûÿâ-
ëåí âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 è STAT5. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè ýòèõ áåëêîâ â ïîääåðæà-
íèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êóëüòóðû K562 èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîðû JAK/STAT-ïóòè: AG-490, èí-
ãèáèðóþùèé êèíàçó JAK2 è JAK3 â ðàçíûõ êëåòêàõ, è WHI-P131 — èíãèáèòîð, ñïåöèôè÷íûé äëÿ
êèíàçû JAK3. Óñòàíîâëåíî, ÷òî äëèòåëüíîå (48 ÷) âåäåíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð â ïðèñóòñòâèè èñïîëüçî-
âàííûõ èíãèáèòîðîâ íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèáåëüþ êëåòîê. Îáíàðóæåíî, ÷òî WHI-P131 ñíèæàåò óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 (íî íå STAT3) è îñòàíàâëèâàåò ðîñò êóëüòóð K562. Öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç
ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà â êóëüòóðå K562, ðàñòóùåé â ïðèñóòñòâèè WHI-P131
(30—100 ìêÌ), ïîêàçàë äîçîçàâèñèìîå ñíèæåíèå äîëè êëåòîê â ôàçàõ G1 è S è îòñóòñòâèå ñóùåñòâåííûõ
èçìåíåíèé â ñòðóêòóðå êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè íàëè÷èè â ñðåäå êóëüòèâèðîâàíèÿ AG-490 (25— 50 ìêÌ).
Ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà êëþ÷åâóþ ðîëü STAT5 â ïîääåðæàíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà
êëåòîê K562 è âûÿâëÿþò ñïåöèôèêó èíãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ WHI-P131: â îòëè÷èå îò äðóãèõ, ðàíåå èñ-
ïûòàííûõ èíãèáèòîðîâ êèíàç ñåìåéñòâà JAK, êîòîðûå ñòèìóëèðóþò àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê,
WHI-P131 îñòàíàâëèâàåò êëåòî÷íûé ðîñò, çàäåðæèâàÿ êëåòêè íà ãðàíèöå ïîñòñèíòåòè÷åñêèõ ôàç G2/M
êëåòî÷íîãî öèêëà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: JAK/STAT-ñèãíàëèçàöèÿ, STAT3, STAT5, WHI-P131, AG-490, ïðîëèôåðàöèÿ,
êëåòêè K562.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÈË-2 — èíòåðëåéêèí-2, ËÏÊ — ëèìôîöèòû ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè,
JAK — Janus kinase, STAT — signal transdusers and activators of transcription.

Ïðè çàïóñêå èììóííîãî è ïðîëèôåðàòèâíîãî îòâåòîâ
ëèìôîöèòîâ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè (ËÏÊ) ÷åëîâåêà èñ-
ïîëüçóþòñÿ ïðàêòè÷åñêè âñå èçâåñòíûå ñèãíàëüíûå ìîëå-
êóëû è ñèãíàëüíûå êàñêàäû. Îáùåïðèçíàíî, ÷òî êëþ÷å-
âûì êîìïîíåíòîì ñèñòåìû ñèãíàëèçàöèè ñ ðåöåïòîðîâ
öèòîêèíîâ ÿâëÿåòñÿ JAK/STAT-ïóòü. Â íîðìàëüíûõ
Ò-ëèìôîöèòàõ ïåðåäà÷à ñèãíàëà ñ ó÷àñòèåì äâóõ ïðåäñòà-
âèòåëåé ñåìåéñòâà áåëêîâ STAT (signal transducer and acti-
vator of transcription) — STAT3 è STAT5 — õàðàêòåðíà
òîëüêî äëÿ èíòåðëåéêèí-2 (ÈË-2)-çàâèñèìîé ñòàäèè àêòè-
âàöèè, òîãäà êàê íà ïåðâîé, àíòèãåíçàâèñèìîé, ñòàäèè îò-
âåòà ËÏÊ (êîãäà «âêëþ÷àåòñÿ» Ò-êëåòî÷íûé ðåöåïòîð)
áåëêè STAT äëÿ ñèãíàëèçàöèè íå èñïîëüçóþòñÿ (Berridge,
1997; Leonard, Lin, 2000; Lin, Leonard, 2000). Îïòèìàëü-
íàÿ àêòèâíîñòü íåðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç ñåìåéñò-
âà JANUS (JAK) è òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ STAT ÿâ-
ëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì óñïåøíîé ïåðåäà÷è ïðî-
ëèôåðàòèâíîãî ñèãíàëà ïðè âçàèìîäåéñòâèè öèòîêèíîâ
(â ÷àñòíîñòè, ÈË-2) ñ ðåöåïòîðîì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíû. Íåóäèâèòåëüíî, ÷òî íàðóøåíèå ôóíêöèîíèðîâà-
íèÿ ýòîãî ïóòè ëåæèò â îñíîâå ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé,
òàêèõ êàê ëåéêåìèÿ, ëèìôîìû, èììóíîäåôèöèò (Kirken et
al., 2000; Leonard, 2001; Yamaoka et al., 2004; Khwaja,
2006).

Â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèìôîèäíûõ êëåòêàõ áåëêè
STAT (ïðåèìóùåñòâåííî STAT3 è STAT5) íàõîäÿòñÿ â
ãèïåðàêòèâíîì ñîñòîÿíèè (Turkson, Jove, 2000; Tong et al.,
2008). Ýòè òðàíñêðèïöèîííûå ôàêòîðû ó÷àñòâóþò â îíêî-
ãåíåçå, àêòèâèðóÿ ýêñïðåññèþ ãåíîâ, êîòîðûå êîíòðîëè-
ðóþò êëåòî÷íûé öèêë, à òàêæå ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ
àïîïòîç è âûæèâàíèå êëåòîê (Darnell, 1997; Alvarez,
Frank, 2004). Âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè áåëêîâ STAT
ÿâëÿåòñÿ äèàãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì ëåéêåìèé ðàçíîãî
âèäà, à ñàìè êîìïîíåíòû JAK/STAT-ïóòè ðàññìàòðèâà-
þòñÿ â êà÷åñòâå ïåðñïåêòèâíûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ ìèøå-
íåé ïðè ðàçðàáîòêå ïîäõîäîâ äëÿ ëå÷åíèÿ àóòîèììóííûõ
çàáîëåâàíèé è ëåéêîçîâ (Pesu et al., 2005; Ferrajoli et al.,
2007; Kim et al., 2008; Lewis, Ward, 2008; Ozawa et al.,
2008). Âìåñòå ñ òåì ìåõàíèçìû, êîíòðîëèðóþùèå ãèïå-
ðàêòèâíîñòü JAK/STAT-ïóòè â îïóõîëåâûõ êëåòêàõ, èçó-
÷åíû íåäîñòàòî÷íî. Òðóäíîñòü ïîäîáíûõ èññëåäîâàíèé
ñîñòîèò â òîì, ÷òî â êëåòêàõ ðàçíûõ îïóõîëåé è ðàçíûõ
ëèíèé, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå îïóõîëè îäíîãî âèäà, âûÿâ-
ëÿþòñÿ ðàçíûå ãåííûå ìèøåíè áåëêîâ STAT, è ïîêà íå
óäàåòñÿ âûÿâèòü îáùèå, óíèâåðñàëüíûå ïðèçíàêè â íàðó-
øåíèè JAK/STAT-ñèãíàëèçàöèè, êîòîðûå íåèçáåæíî ïðè-
âîäÿò ê òðàíñôîðìàöèè êëåòîê. Â ýòîé ñâÿçè èíôîðìàòèâ-
íûì ÿâëÿåòñÿ òåñòèðîâàíèå àäåêâàòíûõ áèîëîãè÷åñêèõ
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ñèñòåì (òàêîâûìè, â ÷àñòíîñòè, ìîãóò áûòü êëåòêè ïîñòî-
ÿííûõ ëèíèé), äëÿ òîãî ÷òîáû ñîñòàâèòü äåòàëüíóþ êàð-
òèíó ðåãóëÿöèè JAK/STAT-ïóòè âíóòðèêëåòî÷íîé ñèãíà-
ëèçàöèè â ñâÿçè ñ äåéñòâèåì öèòîêèíîâ è òðàíñôîðìè-
ðóþùèõ ôàêòîðîâ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû — îõàðàêòåðèçîâàòü ðîëü
áåëêîâ STAT â ïîääåðæàíèè âûñîêîãî ïðîëèôåðàòèâíîãî
ñòàòóñà ïîñòîÿííûõ ëèíèé õðîíè÷åñêîé ëåéêåìèè K562.
Äëÿ ýòîãî îöåíèâàëè óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3
è STAT5 â ðàñòóùèõ êóëüòóðàõ ýòèõ êëåòîê è èçó÷àëè
âëèÿíèå ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç
JAK íà ñîñòîÿíèå áåëêîâ STAT, óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè è
ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà, à òàêæå
íà âíóòðèêëåòî÷íîå ñîäåðæàíèå ìîíîâàëåíòíûõ êàòèî-
íîâ, ïîñòîÿíñòâî êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëåì æèçíå-
ñïîñîáíîñòè êëåòîê. Êëåòêè K562 øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
â ëàáîðàòîðíûõ ðàáîòàõ è ìîãóò ñëóæèòü ìîäåëüíîé ñèñ-
òåìîé äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ñïåöèôèêè âíóòðèêëå-
òî÷íîé ñèãíàëèçàöèè â òðàíñôîðìèðîâàííûõ ëèìôîèä-
íûõ êëåòêàõ è íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ ÷åëîâåêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Êëåòêè ëèíèè K562
(õðîíè÷åñêàÿ ëåéêåìèÿ ÷åëîâåêà) êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
RPMI ñ 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè («Ïàí-Ýêî»).
Êëåòêè ïåðåñåâàëè èç ðàñ÷åòà 300 òûñ./ìë ïî ìåðå ðîñòà
êóëüòóðû, îáû÷íî 3 ðàçà â 1 íåä, è êóëüòèâèðîâàëè äî
ïëîòíîñòè 1 ìëí/ìë.

Î á ð à á î ò ê à è í ã è á è ò î ð à ì è. Èíãèáèòîðû êèíàç
ñåìåéñòâà JAK òèðôîñòèíû WHI-Ð131 è AG-490 âíîñèëè
â ñðåäó íà 2-å ñóò ïîñëå ïîñåâà êóëüòóðû. Äàëåå ÷åðåç
24—48 ÷ îáðàáîòàííûå èíãèáèòîðàìè êóëüòóðû áðàëè â
îïûò äëÿ ïàðàëëåëüíûõ èçìåðåíèé àêòèâíîñòè áåëêîâ
STAT (îöåíèâàåìîé ïî ñîäåðæàíèþ ôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì ñîîòâåòñòóþùèõ áåëêîâ), óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè, à
òàêæå âíóòðèêëåòî÷íîãî èîííîãî ñîñòàâà.

Ï î ë ó ÷ å í è å ò î ò à ë ü í û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è ç à -
ò î â. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ëèçàòîâ êëåòêè îñàæäàëè öåíòðèôó-
ãèðîâàíèåì ïðè 1000 îá/ìèí â òå÷åíèå 3 ìèí, îñàäêè ïðî-
ìûâàëè 3 ðàçà õîëîäíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì PBS è ëè-
çèðîâàëè íà ëüäó 20 ìèí â ëèçèðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæà-
ùåì 50 ìM Tris-HCl, pH 7.4, 1 % Òðèòîíà Õ-100, 0.5 %
íîíèäåòà Ð-40 (NP-40), 0.5 % äåçîêñèõîëàòà, 150 ìM
NaCl, ïî 1ìM EDTA, EGTA è PMSF, 1 ìêã/ìë êîêòåéëÿ
èíãèáèòîðîâ ôîñôàòàç, ïî 1 ìM Na3VO4 è NaF. Ïîëó÷åí-
íóþ ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 15 000 g â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 4 °C. Ñóïåðíàòàíò îòáèðàëè, 1—2 ìêë áðàëè
äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè áåëêà â ïðîáå. Ê îñòàëü-
íîìó ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè 5-êðàòíûé áóôåð Ëýììëè
äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá (40 ìÌ Tris-HCl, pH 6.8,
20 % SDS, 20 % b-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 % ãëèöåðèíà).
Êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà â ïðîáå îöåíèâàëè ïî ìåòîäó
Áðåäôîðä (Bradford, 1976). Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà äëÿ êà-
ëèáðîâî÷íîé êðèâîé èñïîëüçîâàëè îâàëüáóìèí.

À í ò è ò å ë à. Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
STAT3, ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 705, è STAT5
(STAT5À/Â), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 694 (Cell
signaling technology, ÑØÀ), ðàçâîäèëè (1:1000) â 5%-íîì
ðàñòâîðå áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (BSA), ïðè-
ãîòîâëåííîì íà 0.1%-íîì TTBS. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ
èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå êîíúþãèðîâàííûå ñ ïå-
ðîêñèäàçîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà, ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà — GAR-HRP (Cell signaling,

ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûå íà 5%-íîì îáåçæèðåííîì ìîëîêå
â ðàçâåäåíèè 1 : 6000. Ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
íåôîñôîðèëèðîâàííîãî STAT3 (Transduction laboratories,
ÑØÀ) è âòîðè÷íûå àíòèòåëà GAM-HRP ãîòîâèëè íà
îáåçæèðåííîì 5%-íîì ìîëîêå â ðàçâåäåíèÿõ 1 : 1000 è
1 : 20 000 ñîîòâåòñòâåííî. Ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðî-
òèâ íåôîñôîðèëèðîâàííîãî STAT5 (Cell signaling techno-
logy, ÑØÀ) ðàçâîäèëè (1 : 1000) 5%-íûì ðàñòâîðîì BSA
â 0.1%-íîì TTBS. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ èñïîëüçîâàëè
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà êîçüè àíòèòåëà,
ïîëó÷åííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà —
GAR-HRP (Cell signaling, ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííûå íà
5%-íîì îáåçæèðåííîì ìîëîêå â ðàçâåäåíèè 1 : 5000.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðî-
ôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì
äèñê-ýëåêòðîôîðåçà â 7.5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå â
ïðèñóòñòâèè SDS ñ ïîñëåäóþùèì ïîëóñóõèì ýëåêòðîïå-
ðåíîñîì (0.8 ìA/cì2, 1 ÷ 15 ìèí) íà íèòðîöåëëþëîçíóþ
ìåìáðàíó (Hybond-C Extra, Amersham Pharmacia Biotech,
Øâåöèÿ). Âèçóàëèçàöèþ áëîòîâ ïðîâîäèëè ïóòåì óñèëåí-
íîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL). Õåìèëþìèíåñöåíòíîå
ñâå÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ïðè ýêñïîíèðîâàíèè ìåìáðàíû
íà ïëåíêó äëÿ ðåíòãåíîâñêèõ ñíèìêîâ Fujifilm Super RX.
Ïëåíêó ñêàíèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ñêàíåðà ARCUS 11
(AGFA) äëÿ îöåíêè îòíîñèòåëüíûõ èçìåíåíèé ïëîòíîñòè
ïðîÿâëåííûõ ïîëîñ. Äëÿ îöåíêè ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ
ïðîá íà ãåëü ïîñëå îêðàñêè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëè-
ðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ STAT ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â
ñïåöèàëüíîì áóôåðå äëÿ óäàëåíèÿ àíòèòåë (62.5 ìÌ
Tris-HCl, pH 6.8, 2 % SDS, 100 ìÌ b-ìåðêàïòîýòàíîëà) â
òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 50 °Ñ è ïîäâåðãàëè ïîâòîðíîé îêðàñêå
ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ íåôîñôîðèëèðîâàííîãî STAT3.

È ç ì å ð å í è å â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î ã î ñ î ä å ð æ à-
í è ÿ ê à ë è ÿ è í à ò ð è ÿ. Äëÿ îöåíêè ôóíêöèîíàëüíîãî
cîñòîÿíèÿ êëåòîê èçìåðÿëè ñîäåðæàíèå ìîíîâàëåíòíûõ
êàòèîíîâ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ïëàìåííî-ýìèññèîííîé ôî-
òîìåòðèè (Âåðåíèíîâ è äð., 1982). Ñóñïåíçèþ êëåòîê
(1 ìë) ïîìåùàëè â ïðîáèðêè Ýïïåíäîðô, öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 600 g 3—5 ìèí è îñàäîê ïÿòèêðàòíî ïðîìûâàëè
îõëàæäåííûì ðàñòâîðîì MgCl2 (85 ìÌ), íå ðåñóñïåíäè-
ðóÿ, è çàëèâàëè 1 ìë 5%-íîé òðèõëîðóêñóñíîé êèñëîòû.
Ñîäåðæàíèå êàòèîíîâ â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè îïðåäå-
ëÿëè íà àòîìíî-àáñîðáöèîííîì ôîòîìåòðå Perkin-Elmer
AA-306. Äàëåå îñàäîê ðàñòâîðÿëè â 1 ìë 0.1 í. NaOH äëÿ
ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ îáùåãî áåëêà ïî
ìåòîäó Ëîóðè. Êîíöåíòðàöèþ êàòèîíîâ âûðàæàëè â
ìêìîëÿõ íà 1 ìã îáùåãî áåëêà.

Ä ë ÿ î ö å í ê è ó ð î â í ÿ ï ð î ë è ô å ð à ö è è àêòèâè-
ðîâàííûõ ëèìôîöèòîâ èñïîëüçîâàëè ìåòîä ïðîòî÷íîé
ÄÍÊ-öèòîìåòðèè. Ïåðåä èçìåðåíèåì êëåòêè èíêóáèðîâà-
ëè 30 ìèí â PBS, ñîäåðæàùåì 0.02 % ñàïîíèíà, è ïîñëå
òðåõêðàòíîãî îòìûâàíèÿ îò ñàïîíèíà ïðè ïîìîùè PBS
êëåòêè îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 30—40 ìèí ïðè 37 °Ñ â
PBS, ñîäåðæàùåì 50 ìêã/ìë èîäèäà ïðîïèäèÿ è
250 ìêã/ìë ðèáîíóêëåàçû. Àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê
ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîâîäèëè íà äâóõëàçåðíîì
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå-ñîðòèðîâùèêå ÀÒÑ 3000 (Brucker,
Ãåðìàíèÿ) ïðè ñêîðîñòè àíàëèçà 1000 êëåòîê â 1 ñ.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû òèïè÷íûå èììóíîáëîòû òîòàëü-
íûõ ëèçàòîâ êëåòîê K562, èç êîòîðûõ ñëåäóåò, ÷òî â ïðî-
ëèôåðèðóþùèõ êóëüòóðàõ êëåòîê õðîíè÷åñêîé ëåéêåìèè
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K562 îòìå÷àåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî
òèðîçèíó áåëêîâ STAT3 è STAT5. Äëÿ ñðàâíåíèÿ íà ðè-
ñóíêå ïðèâåäåíû èììóíîáëîòû ëèçàòîâ Ò-êëåòîê ëèíèè
Jurkat, èç êîòîðûõ ñëåäóåò, ÷òî â îòëè÷èå îò êëåòîê K562
â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ Jurkat ôîñôîðèëèðîâàííûå
ôîðìû áåëêîâ STAT5 ïðàêòè÷åñêè íå äåòåêòèðóþòñÿ, íî
òàê æå êàê è â êëåòêàõ K562, îòìå÷àåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3.

Äëÿ âûÿñíåíèÿ ðîëè áåëêîâ STAT â ïîääåðæàíèè
ïðîëèôåðàöèè êëåòîê K562 ïðîâåëè èíãèáèòîðíûé àíà-
ëèç. Èçâåñòíî, ÷òî ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû òèðîçèí-
êèíàç ñåìåéñòâà JAK âûêëþ÷àþò ôîñôîðèëèðîâàíèå ñà-
ìèõ êèíàç è ñîîòâåòñòâåííî ôîñôîðèëèðîâàíèå áåëêîâ
STAT. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè äâà èíãèáèòîðà: òèðôîñòèí
AG-490 è WHI-P131. AG-490, ïî äàííûì ëèòåðàòóðû,
ñïåöèôè÷åí äëÿ êèíàçû JAK2 â ðàçíûõ êëåòêàõ, à òàêæå
èíãèáèðóåò êèíàçó JAK3 â òàêèõ øèðîêî èñïîëüçóåìûõ â
èññëåäîâàíèÿõ Ò-êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, êàê CTLL-2 è D10
(Wang et al., 1999). Èíãèáèòîð WHI-P131 ñïåöèôè÷åí
òîëüêî ê êèíàçå JAK3 (Sudbeck et al., 1999).

Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû äàííûå 1 ðåïðåçåíòàòèâíîãî
ýêñïåðèìåíòà èç 6 ïîâòîðÿþùèõñÿ è ïðîâåäåííûõ ïî îä-
íîé ñõåìå. Êóëüòóðû êëåòîê K562 ïîñëå ïîñåâà ñ ïëîòíî-
ñòüþ 0.3 ìëí/ìë âåëè â òå÷åíèå 1 ñóò â ñðåäå RPMI ñ ñû-
âîðîòêîé, à çàòåì äîáàâëÿëè ñîîòâåòñòâóþùèé èíãèáèòîð
êèíàçû JAK è ïðîäîëæàëè èíêóáèðîâàíèå åùå â òå÷åíèå
2 ñóò. Ê êîíöó èíêóáàöèè ñ èíãèáèòîðàìè àíàëèçèðîâàëè
íàëè÷èå ôîñôîðèëèðîâàííûõ è íåôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì áåëêîâ STAT. Ðèñ. 2 ïîêàçûâàåò, ÷òî WHI-Ð131 ñíè-
æàåò ñîäåðæàíèå ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ
STAT5 â êëåòêàõ K562 è íå îêàçûâàåò çàìåòíîãî âëèÿíèÿ
íà óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3. Ñëåäóåò îòìåòèòü,
÷òî â ïðèñóòñòâèè âûñîêèõ (áîëåå 100 ìêÌ) êîíöåíòðà-
öèé WHI-Ð131, êîòîðûå, êàê ïðàâèëî, íå èñïîëüçîâàëè â
ðàáîòå, â 2 îïûòàõ èç 5 îòìå÷àëè íåçíà÷èòåëüíîå óìåíü-

øåíèå ñîäåðæàíèÿ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì áåëêà
STAT3 (äàííûå íå ïîêàçàíû). Èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå
WHI-P131 íà ôîñôîðèëèðîâàíèå STAT5 çàâèñèò îò êîí-
öåíòðàöèè: óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè èíãèáèòîðà ñ 30 äî
100 ìêÌ ïî÷òè ïîëíîñòüþ ïîäàâëÿåò ôîñôîðèëèðîâàíèå
STAT5 â êëåòêàõ K562 (ðèñ. 1 è 2). Äðóãîé èíãèáèòîð —
AG-490, êîòîðûé èìååò áîëåå øèðîêèé ñïåêòð äåéñòâèÿ â
îòíîøåíèè êèíàç JAK (Wang et al., 1999), â êîíöåíòðàöèè
50—100 ìêÌ ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿë íà óðîâåíü ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ è STAT3, è STAT5 â êëåòêàõ K562 (ðèñ. 3).

Äëèòåëüíîå (äî 2 ñóò) âåäåíèå êëåòî÷íûõ êóëüòóð â
ïðèñóòñòâèè èñïûòàííûõ èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàç JAK
íå ñîïðîâîæäàåòñÿ ãèáåëüþ êëåòîê. Îá ýòîì ñâèäåòåëüñò-
âóþò ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ, ïðîâåäåííûõ ñ öåëüþ
âûÿâèòü, èçìåíÿåòñÿ ëè ñîäåðæàíèå ãëàâíûõ îäíîçàðÿä-
íûõ êàòèîíîâ â êëåòêàõ. Ïî íàøèì äàííûì, ÷åðåç 48 ÷ ïî-
ñëå äîáàâëåíèÿ â ðàñòóùóþ êóëüòóðó K562 WHI-P131 â
êîíöåíòðàöèÿõ, êîòîðûå ñíèæàþò ñîäåðæàíèå ôîñôîðè-
ëèðîâàííûõ ôîðì áåëêîâ STAT5, â êëåòêàõ ïîääåðæèâà-
åòñÿ âûñîêîå îòíîøåíèå ñîäåðæàíèÿ ìîíîâàëåíòíûõ êà-
òèîíîâ (êàëèÿ ê íàòðèþ) è ñîõðàíÿþòñÿ âûñîêèìè âõîä-
íûå ïîòîêè ðóáèäèÿ, êîòîðûé ÿâëÿåòñÿ àíàëîãîì êàëèÿ â
ñèñòåìàõ àêòèâíîãî òðàíñïîðòà èîíîâ ÷åðåç ìåìáðàíó
(cì. òàáëèöó). Èç ýòèõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî îáðàáîòàííûå
èíãèáèòîðàìè WHI-P131 êëåòêè K562, â êîòîðûõ ïðàêòè-
÷åñêè âûêëþ÷åí JAK3/STAT5-ïóòü ñèãíàëèçàöèè, îñòà-
íàâëèâàþò ðîñò, íî ñîõðàíÿþò âûñîêèé èîííûé ãåòåðîãå-
íèòåò è ÿâëÿþòñÿ ôóíêöèîíàëüíî æèçíåñïîñîáíûìè.

Äëÿ îòâåòà íà âîïðîñ î òîì, èçìåíÿåòñÿ ëè ïðîëèôå-
ðàòèâíûé ñòàòóñ êóëüòóð êëåòîê K562 ïðè èíãèáèðîâàíèè
àêòèâíîñòè STAT5, ïðîâåëè àíàëèç èçìåíåíèé ðàñïðåäå-
ëåíèÿ êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïî ìåðå ðîñòà
êóëüòóð â ïðèñóòñòâèè WHI-P131. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû
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Ðèñ. 1. Ñðàâíåíèå óðîâíåé ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ STAT3 è
STAT5 â ïðîëèôåðèðóþùèõ êóëüòóðàõ êëåòîê õðîíè÷åñêîé

ëåéêåìèè K562 è T-êëåòîê Jurkat.

Èììóíîáëîòû òîòàëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê K562 è Jurkat, îêðàøåííûõ
ïðîòèâ PY-STAT3 è STAT3 (à) è ïðîòèâ PY-STAT5 è STAT5 (á). 1 —
K562, êîíòðîëü; 2 — K562 + WHI-P131 (30 ìêÌ, à èëè 75 ìêÌ, á); 3 —
Jurkat, êîíòðîëü; 4 — Jurkat + WHI-P131 (75 ìêÌ). Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3
ïðèâåäåíû èììóíîáëîòû, îêðàøåííûå àíòèòåëàìè ïðîòèâ STAT5
(PY-STAT5), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 694, è STAT3
(PY-STAT3), ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó 705. Äëÿ îöåíêè ðàâíî-
ìåðíîñòè íàíåñåíèÿ ëèçàòîâ ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè â ñïåöèàëüíîì áó-
ôåðå äëÿ óäàëåíèÿ àíòèòåë è ïîäâåðãàëè ïîâòîðíîé îêðàñêå ñ àíòèòåëà-

ìè ïðîòèâ STAT5 èëè STAT3.

Ðèñ. 2. Ïîäàâëåíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT5 èíãèáèòîðîì
òèðîçèíêèíàçû JAK3 (WHI-P131) â êëåòêàõ õðîíè÷åñêîé ëåé-

êåìèè K562.

à, á — èììóíîáëîòû òîòàëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê K562, îêðàøåííûõ ïðî-
òèâ PY-STAT5, â äâóõ íåçàâèñèìûõ ýêñïåðèìåíòàõ; äîðîæêè: 1 — êîíò-
ðîëü, 2 — ñ äîáàâëåíèåì WHI-P131 â êîíöåíòðàöèè 100 (à), 50 (á) èëè 75

(á, 3) ìêÌ.



äàííûå 1 ýêñïåðèìåíòà (èç 5), â êîòîðîì ïàðàëëåëüíî ñ
îöåíêàìè óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ STAT ïðîâî-
äèëè öèòîìåòðè÷åñêèé àíàëèç ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà êóëüòóð îäíîãî ïîñåâà — êîíò-
ðîëüíûõ (áåç èíãèáèòîðîâ) è îïûòíûõ, êîòîðûå âåëè â òå-
÷åíèå 2 ñóò â ïðèñóòñòâèè WHI-P131 â ðàçíûõ êîíöåíòðà-
öèÿõ (30, 50 è 75 ìêÌ). Ìîæíî âèäåòü, ÷òî ïî ìåðå óâåëè-
÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè èíãèáèòîðà îò 30 (ðèñ. 3, á) äî
75 (ðèñ. 4, ã) ìêÌ ãèñòîãðàììû ïðåòåðïåâàþò õàðàêòåð-
íûå èçìåíåíèÿ, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î íàêîïëåíèè êëåòîê
â ïîñòñèíòåòè÷åñêèõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà Ì è G2 áåç
ñóùåñòâåííîãî èçìåíåíèÿ ÷èñëà êëåòîê â ôàçå ñèíòåçà
ÄÍÊ (ôàçå S). Ïðèìå÷àòåëüíî, ÷òî îäíîâðåìåííî ñíèæà-
åòñÿ ÷èñëî êëåòîê â ïðåäñèíòåòè÷åñêîé ôàçå öèêëà G1. Òà-
êîé õàðàêòåð èçìåíåíèÿ ÄÍÊ-ãèñòîãðàìì ñâèäåòåëüñòâó-
åò î âîçíèêíîâåíèè áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà íà ãðàíèöå
ôàç G2/M ïîñëå ñèíòåçà ÄÍÊ. Â îòëè÷èå îò WHI-P131 ìå-
íåå ñïåöèôè÷íûé ê JAK3 èíãèáèòîð AG-490, êîòîðûé íå
âëèÿë íà óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ STAT â êëåò-
êàõ K562, íå âûçûâàë ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé è â õàðàê-
òåðå ÄÍÊ-ãèñòîãðàìì (äàííûå íå ïîêàçàíû).

Èçìåíåíèÿ â ñòðóêòóðå êëåòî÷íîãî öèêëà ñîãëàñóþò-
ñÿ ñ äàííûìè, êîòîðûå ñâèäåòåëüñòâóþò î çàìåäëåíèè è
îñòàíîâêå ðîñòà êëåòî÷íûõ êóëüòóð â ïðèñóòñòâèè
WHI-P131. Êàê ïðàâèëî, íà 4-å ñóò ïîñëå ïîñåâà êëåòîê
K562 ñ íà÷àëüíîé ïëîòíîñòüþ 0.3 ìëí/ìë â êîíòðîëüíûõ
êóëüòóðàõ, êîòîðûå âåëè áåç WHI-P131, ïëîòíîñòü êëåòîê
ñîñòàâëÿëà íå ìåíåå 1 ìëí/ìë, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè
WHI-P131 (â òå÷åíèå 2-õ ïîñëåäíèõ ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ)

ïëîòíîñòü êëåòîê íå ïðåâûøàëà 0.5—0.6 ìëí/ìë. Ñëåäóåò
îòìåòèòü, ÷òî îñòàíîâêà ðîñòà êóëüòóð êëåòîê K562, âû-
çâàííàÿ ïðèñóòñòâèåì WHI-P131, ÿâëÿåòñÿ îáðàòèìîé
(äàííûå íå ïîêàçàíû).

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå óêàçûâàþò íà
êëþ÷åâóþ ðîëü STAT5 â ïîääåðæàíèè âûñîêîãî ïðîëè-
ôåðàòèâíîãî ñòàòóñà êëåòîê ëåéêåìèè K562. Èçìåíåíèå
ñòðóêòóðû êëåòî÷íîãî öèêëà, çàðåãèñòðèðîâàííîå ìåòî-
äîì ïðîòî÷íîé ÄÍÊ-öèòîìåòðèè, ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âû-
âîä î òîì, ÷òî WHI-P131 âûçûâàåò îñòàíîâêó ïðîëèôåðà-
öèè è êëåòî÷íîãî ðîñòà, çàäåðæèâàÿ êëåòêè K562 íà ãðà-
íèöå ïîñòñèíòåòè÷åñêèõ ôàç G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà.

Â ëèòåðàòóðå ñëîæèëîñü ïðåäñòàâëåíèå î òîì, ÷òî ïðè
ðàçâèòèè ðàçíûõ çàáîëåâàíèé êðîâè â ëèìôîèäíûõ êëåò-
êàõ ïîâûøàåòñÿ óðîâåíü àêòèâíîñòè ñèãíàëüíîãî ïóòè
JAK/STAT. Îáíàðóæåíî, ÷òî ãèïåðàêòèâíîñòü òèðîçèíêè-
íàç ñåìåéñòâà JAK êîððåëèðóåò ñ íåîãðàíè÷åííûì ðàç-
ìíîæåíèåì êëåòîê è îïóõîëåâûì ðîñòîì, è, íàïðîòèâ,
îñëàáëåíèå èëè ïîòåðÿ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè JAK
ñîïóòñòâóåò ðàçâèòèþ èììóíîäåôèöèòà (Rane, Reddy,
2000). Â íîðìàëüíûõ ëèìôîöèòàõ äëÿ àäåêâàòíîé ïåðåäà-
÷è ñèãíàëà ñ ðåöåïòîðîâ öèòîêèíîâ íåîáõîäèì îïòèìàëü-
íûé óðîâåíü àêòèâíîñòè òèðîçèíêèíàç JAK.

Òàê, â êëåòêàõ ëèìôîìû ALCL îáíàðóæåí âûñîêèé
óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 è JAK3 (Amin et al.,
2003, 2004). Â ýòèõ êëåòêàõ ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè JAK3
èíãèáèòîðàìè ñíèæàëî óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
STAT3, ÷òî êîððåëèðîâàëî ñ èíäóêöèåé àïîïòîçà è ñíè-
æåíèåì ÷èñëà êëåòîê â ôàçå ñèíòåçà ÄÍÊ, à ñëåäñòâèåì
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ STAT3 è STAT5 â êëåòêàõ K562 ïðè äåéñòâèè äâóõ èíãèáèòîðîâ JAK-êèíàç —
WHI-P131 è AG-490.

à, á — äâå íåçàâèñèìûå ýëåêòðîôîðåãðàììû íà êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ 1 ðåïðåçåíòàòèâíîãî îïûòà èç 6. 1, 6, 7 — ðàñòóùèå êóëüòóðû êëåòîê K562 áåç èíãè-
áèòîðîâ (êîíòðîëü); 2, 8 — òî æå â ïðèñóòñòâèè WHI-P131, 100 ìêÌ; 3, 9 — òî æå â ïðèñóòñòâèè WHI-P131, 50 ìêÌ; 4, 10 — òî æå â ïðèñóòñòâèè

AG-490, 100 ìêÌ; 5, 11 — òî æå â ïðèñóòñòâèè AG-490, 50 ìêÌ.

Ñîäåðæàíèå êàëèÿ è íàòðèÿ è âõîäíûå ïîòîêè ðóáèäèÿ â êëåòêàõ K562,
êóëüòèâèðóåìûõ â ñðåäå RPMI ñ ñûâîðîòêîé â îòñóòñòâèå è â ïðèñóòñòâèè WHI-P131

Óñëîâèÿ
êóëüòèâèðîâàíèÿ

Âõîäíîé
ïîòîê Rb,

ìêìîëü íà 1 ã
çà 30 ìèí

Ñîäåðæàíèå êàòèîíîâ,
ìêìîëü íà 1 ã îáùåãî áåëêà Îòíîøåíèå

(K+Rb)/Na

Ïëîòíîñòü
êóëüòóðû,

ìëí/ìë
íàòðèé êàëèé

RPMI+10 % ñûâîðîòêè 71.9 � 4.1 58.0 � 2.8 552 � 19 9.5 1.0

Òî æå + WHI-P131 61.2 � 3.2 60.0 � 6.1 636 � 36 10.6 0.6

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Äàííûå ïî ñîäåðæàíèþ êàòèîíîâ â êîíòðîëå (RPMI, ñîäåðæàùàÿ 10 % ñûâîðîòêè)
ïðèâåäåíû íà 3-è ñóò êóëüòèâèðîâàíèÿ. WHI-Ð131 (75 ìêÌ) âíîñèëè â ñðåäó íà 2-å ñóò ïîñëå ïîñåâà
êóëüòóðû è êëåòêè áðàëè äëÿ èçìåðåíèé âíóòðèêëåòî÷íîãî ñîäåðæàíèÿ êàòèîíîâ îäíîâðåìåííî ñ
êîíòðîëüíûìè. Ïðèâåäåíû ñðåäíèå èç èçìåðåíèé â 3 îïûòàõ.



ìóòàöèé, ïðèâîäÿùèõ ê äåôèöèòó ïî STAT3, áûëà îñòà-
íîâêà â ôàçå G1 êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàêèì îáðàçîì, ïîäàâ-
ëåíèå êîíñòèòóòèâíîé ãèïåðàêòèâíîñòè JAK3 è êàê ñëåä-
ñòâèå âûñîêîé àêòèâíîñòè STAT3 ïðèâîäèò ê òîðìîæå-
íèþ ðîñòà îïóõîëåé. Äåéñòâèòåëüíî, êîíñòèòóòèâíàÿ
ñèãíàëèçàöèÿ ÷åðåç STAT3 ñïîñîáñòâóåò ýêñïðåññèè òà-
êèõ ðåãóëÿòîðîâ íîðìàëüíîãî êëåòî÷íîãî ðîñòà è àïîïòî-
çà, êàê öèêëèí D1, c-Myc è Bcl-x (Turkson, Jove, 2000).

Â êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå êëàññè-
÷åñêîé ëèìôîìû Õîäæêèíà (ñHL) è èçó÷åííûõ íàèáîëåå
ñèñòåìàòè÷íî, îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ðÿäà áåëêîâ ñåìåéñòâà STAT (1, 3, 5 è 6), êîòîðûå
âûïîëíÿþò ðàçíûå ôóíêöèè â êëåòêå (Cochet et al., 2006).
Óñòàíîâëåíî, ÷òî êëåòêè ñHL ñåêðåòèðóþò ðàçëè÷íûå öè-
òîêèíû (ÈË-6 è ÈË-13), âûçûâàþùèå êîíñòèòóòèâíóþ
àêòèâàöèþ ñèãíàëüíîãî ïóòè JAK/STAT. Îáíàðóæåíî,
÷òî â ýòèõ êëåòêàõ òèðôîñòèí AG-490, èíãèáèòîð òèðî-
çèíêèíàçû JAK2, ñíèæàåò óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ è
ÄÍÊ-ñâÿçûâàþùóþ àêòèâíîñòü STAT3, çàìåäëÿÿ îäíî-
âðåìåííî ðîñò êóëüòóðû êëåòîê ñHL (Kube et al., 2001;
Baus, Pfitzner, 2006). Ïîäàâëåíèå ýêñïðåññèè STAT3 ñ ïî-
ìîùüþ ñïåöèôè÷íîé äëÿ STAT3 siRNA òàêæå ñíèæàåò
óðîâåíü ïðîëèôåðàöèè â êóëüòóðàõ êëåòîê ñHL (Baus,
Pfitzner, 2006). Èìåííî ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ îñîáåííî-
ñòåé ïðîëèôåðàöèè êëåòî÷íûõ ëèíèé ëèìôîìû Õîäæêè-
íà ïîçâîëèëè ñôîðìóëèðîâàòü íàèáîëåå îáùèé âûâîä î
òîì, ÷òî ñðåäè äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà STAT
STAT3 èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â òðàíñôîðìàöèè è îíêîãå-
íåçå, ïðåäîòâðàùàÿ àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê è ñïî-

ñîáñòâóÿ ïðîëèôåðàöèè è òðàíñôîðìàöèè êëåòîê (Amin et
al., 2004).

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî ñäåëàííûé âûâîä î ïåðâîñòåïåí-
íîé ðîëè STAT3 â ïîääåðæàíèè íåîãðàíè÷åííîãî ðîñòà
ëèìôîèäíûõ êëåòîê ïîäêðåïëåí ìíîãèìè äàííûìè, êîòî-
ðûå ïîëó÷åíû êàê íà êëåòêàõ îïóõîëåé, òàê è íà ïîñòîÿí-
íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ, âñòðå÷àþòñÿ èññëåäîâàíèÿ, ïîêà-
çûâàþùèå ó÷àñòèå äðóãèõ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåéñòâà
STAT â ïîääåðæàíèè âûñîêîãî óðîâíÿ ïðîëèôåðàöèè.
Â èíòåðëåéêèíçàâèñèìîé êëåòî÷íîé ëèíèè YT, êîòîðàÿ,
êàê è ëèíèÿ ALCL, áûëà ïîëó÷åíà èç ëèìôîáëàñòíîé
ëèìôîìû ÷åëîâåêà, îáíàðóæåí âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíî-
ñòè íå òîëüêî STAT3, íî è STAT5, è, ÷òî èíòåðåñíî, îñòà-
íîâêà ðîñòà êóëüòóðû êëåòîê YT èíäóöèðóåòñÿ ïî ðàçíûì
êàíàëàì â çàâèñèìîñòè îò òîãî, ñîïðÿæåíà ëè îíà ñ äåôè-
öèòîì STAT5 èëè STAT3 (Nagy et al., 2006). Ïî ðåçóëüòà-
òàì àíàëèçà ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ YT, äåôèöèòíûõ
ïî áåëêàì STAT, ñäåëàí âûâîä î òîì, ÷òî STAT5 (à íå
STAT3) ñëåäóåò ñ÷èòàòü òåðàïåâòè÷åñêîé ìèøåíüþ, âû-
êëþ÷åíèå êîòîðîé äîëæíî ïðèâîäèòü ê îñòàíîâêå îïóõî-
ëåâîãî ðîñòà.

Îáíàðóæåíî, ÷òî â íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ñHL
íå óäàâàëîñü âûêëþ÷èòü ýêñïðåññèþ STAT3 ñ ïîìîùüþ
siRNA, è â êëåòêàõ, òðàíñôèöèðîâàííûõ siRNA, ñïåöè-
ôè÷íîé ê STAT3, ñîõðàíÿëîñü âûñîêîå ñîäåðæàíèå àê-
òèâíûõ ôîðì STAT3. Îêàçàëîñü, ÷òî â ýòèõ ñëó÷àÿõ íà-
áëþäàåòñÿ ãèïåðýêñïðåññèÿ áåëêîâ SOCS1 è SOCS3
(Baus, Pfitzner, 2006). Èçâåñòíî, ÷òî ñèãíàëèçàöèÿ ñ ó÷àñ-
òèåì JAK/STAT-ïóòè â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ ðåãóëèðóåò-
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Ðèñ. 4. Èçìåíåíèÿ â ðàñïðåäåëåíèè êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïðè êóëüòèâèðîâàíèè â òå÷åíèå 48 ÷ êëåòîê K562 â ïðèñóò-
ñòâèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé WHI-P131. Äàííûå 1 ðåïðåçåíòàòèâíîãî ýêñïåðèìåíòà èç 5, âûïîëíåííûõ ïî îäíîé ñõåìå.

à — êîíòðîëü, êëåòêè áåç èíãèáèòîðà; á — â ïðèñóòñòâèè 30 ìêÌ WHI-P131, â — òî æå â ïðèñóòñòâèè 50 ìêÌ WHI-P131; ã — òî æå â ïðèñóòñòâèè
75 ìêÌ WHI-P131 . Ñóììàðíûå çíà÷åíèÿ ÷èñëåííîñòè êëåòîê â ôàçàõ G2 è M, âûðàæåííûå â %, ïðèâåäåíû íàä ñîîòâåòñòâóþùèìè ãèñòîãðàììàìè.



ñÿ ÷åðåç áåëêè ñåìåéñòâà SOCS (suppressors of cytokine
signaling), àêòèâíîñòü êîòîðûõ â ñâîþ î÷åðåäü êîíòðîëè-
ðóåòñÿ íà óðîâíå òðàíñêðèïöèè ÷åðåç áåëêè STAT: áåëêè
SOCS òîðìîçÿò òèðîçèíêèíàçíóþ àêòèâíîñòü JAK è ñïî-
ñîáñòâóþò äåãðàäàöèè JAK ïî ïðîòåîñîìíîìó ïóòè (Ale-
xander, Hilton, 2004). Ýêñïðåññèÿ áåëêîâ SOCS äîëæíà
ñòðîãî êîíòðîëèðîâàòüñÿ, ÷òîáû íå ïîäàâëÿòü ñèãíàëèçà-
öèþ ÷åðåç JAK, «íóæíóþ» äëÿ àêòèâàöèè íîðìàëüíûõ
êëåòîê.

Òàêèì îáðàçîì, õîòÿ â ïîäàâëÿþùåì áîëüøèíñòâå èç-
âåñòíûõ ñëó÷àåâ STAT3 èãðàåò ðåøàþùóþ ðîëü â òðàíñ-
ôîðìàöèè êëåòîê ëèìôîèäíîé ñèñòåìû, â ðàçíûõ êëåòî÷-
íûõ ëèíèÿõ ìîãóò îêàçàòüñÿ ãèïåðàêòèâíûìè ðàçíûå áåë-
êè ñåìåéñòâà STAT, è ê òîìó æå ìîãóò ôóíêöèîíèðîâàòü
ðàçíûå ìåõàíèçìû, ðåãóëèðóþùèå àêòèâíîñòü ñèãíàëüíî-
ãî ïóòè JAK/STAT. Èñõîäÿ èç ýòèõ äàííûõ ñòðàòåãèÿ ïðî-
òèâîîïóõîëåâîãî ëå÷åíèÿ äîëæíà ðàññìàòðèâàòü ðàçíûå
ìèøåíè äëÿ òåðàïåâòè÷åñêîãî âìåøàòåëüñòâà. Ïîëó÷åí-
íûå â ðàáîòå äàííûå óêàçûâàþò íà ó÷àñòèå áåëêîâ STAT5
â ïîääåðæàíèè ðîñòà êóëüòóð êëåòîê õðîíè÷åñêîé ëåéêå-
ìèè K562 è ìîãóò ïðåäñòàâëÿòü èíòåðåñ äëÿ àíàëèçà ìå-
õàíèçìîâ ïîäàâëåíèÿ ðîñòà îïóõîëåâûõ êëåòîê ëåêàðñò-
âåííûìè ïðåïàðàòàìè, êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ êîì-
ïîíåíòàìè ñèãíàëüíîãî ïóòè JAK3/STAT5. Ðåçóëüòàòû
ïðîâåäåííîãî èññëåäîâàíèÿ âûÿâëÿþò ñïåöèôèêó èí-
ãèáèðóþùåãî äåéñòâèÿ WHI-P131 : â îòëè÷èå îò äðóãèõ
ðàíåå èñïûòàííûõ èíãèáèòîðîâ êèíàç ñåìåéñòâà JAK,
êîòîðûå ñòèìóëèðóþò àïîïòîòè÷åñêóþ ãèáåëü êëåòîê,
WHI-P131 îñòàíàâëèâàåò êëåòî÷íûé ðîñò, çàäåðæèâàÿ
êëåòêè â ïîñòcèíòåòè÷åñêèõ ôàçàõ G2/M êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Âûÿâëåííûå îñîáåííîñòè îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèê-
ëà, âåðîÿòíî, îòðàæàþò ñïåöèôèêó ãåíåòè÷åñêèõ ìèøå-
íåé STAT5 (ïî ñðàâíåíèþ ñî STAT3), ÷òî òðåáóåò ïðîâå-
äåíèÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
09-04-00492-à), ïðîãðàììû ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëå-
òî÷íàÿ áèîëîãèÿ» è Ãîñóäàðñòâåííîãî êîíòðàêòà
¹ 02.740.11.0094.
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SPECIFIC FUNCTION OF STAT5 IN REGULATION OF PROLIFERATION

OF CHRONIC LEUKEMIA K562 CELLS: INHIBITORY EFFECT OF WHI-P131

E. V. Mityushova, N. D. Aksenov, I. I. Marakhova1
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In this study, we examined the possible role of JAK/STAT signaling pathway in regulation of proliferation
of chronic leukemia cells K562. The thyrosine phosphorylation of STAT3 and STAT5 was used as a marker of
an activation status of STAT proteins. We demonstrate that in growing culture of K562 both STAT3 and STAT5
are constitutively activated. To determine the significance of STATs activity in maintaining the high level of
K562 proliferation we tested two JAK inhibitors: AG-490 (JAK2 and JAK3 inhibitor) and WHI-P131 (a new
specific JAK3 inhibitor). We showed that in long-tern cultures (48 h) of K562 cells with AG-490 or WHI-P131
the cells remain viable. It was found that treatment with WHI-P131 (30—100 ìM) decreased the thyrosine phos-
phorylation of STAT5 being without effect on the high level of STAT3 phosphorylation. In proliferating K562
cells, AG-490 (25—50 ìM) did not influence STAT3 and STAT5 phosphorylation. The flow cytometry analysis
revealed a dose-dependent decrease in G1 and S phases and an increase in G2/M phases in WHI-P131-treated
K562 cell cultures and no changes in cell cycle structure in AG-490-treated cells. Thus, our findings indicate a
preferential role for STAT5 (not constitutively active STAT3) in proliferation of leukemia to other JAK drugs
which stimulate apoptosis and decrease proliferation, WHI-P131 prevents K562 cells growth by arresting in
G2/M phases of cell cycle.

K e y w o r d s: JAK/STAT signaling, STAT3, STAT5, WHI-P131, AG-490, proliferation, K562 cells.
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