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Ðåãóëÿòîð êëåòî÷íîãî öèêëà p130 è b-êàòåíèí ôîðìèðóþò êîìïëåêñ â ÌÑÊÍ. Ñ. Ïåòðîâ, Î. Â. Æèäêîâà è äð.
Ñóïðåññîðíûé êîìïëåêñ ð130/E2f4 òðàíñêðèïöèîííî ïîäàâëÿåò ñèíòåç ìíîæåñòâà áåëêîâ, ðåãóëèðó-

þùèõ õîä êëåòî÷íîãî öèêëà, è îñòàíàâëèâàåò êëåòêè â ôàçàõ G0/G1, ÷òî ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâè-
åì íà÷àëà êëåòî÷íîé äèôôåðåíöèðîâêè äëÿ êëåòîê ìíîãèõ òêàíåé. Ìû íàøëè, ÷òî â ìåçåíõèìíûõ ñòâî-
ëîâûõ êëåòêàõ (ÌÑÊ) èíäóêöèÿ ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí, âûçâàííàÿ ïóòåì èõ êîêóëüòèâèðîâà-
íèÿ ñ êëåòêàìè ëèíèè À-549 èëè êóëüòèâèðîâàíèåì â ñðåäå ñ èîíàìè ëèòèÿ, ñî÷åòàåòñÿ ñ íàêîïëåíèåì
àêòèâíûõ ôîðì ð130, E2f4 è b-êàòåíèíà, íî íå ñîïðÿæåíà ñ òîðìîæåíèåì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñèíõðîíè-
çàöèÿ ÌÑÊ â êëåòî÷íîì öèêëå ïðè èõ îáðàáîòêå òèìèäèíîì è íîêîäàçîëîì íå ñîïðîâîæäàåòñÿ èçìåíå-
íèåì óðîâíÿ è ðèñóíêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ð130. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ÌÑÊ ìûøèíûå ãåïàòîöèòû è
êëåòêè ëèíèè T98G õàðàêòåðèçóþòñÿ íàêîïëåíèåì ôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì ð1 è ð2 ð130 â ïîêîå, à
ôîðìû ð3 — ïðè àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè. Àíòèòåëà ê ð130 êîïðåöèïèòèðóþò èç ýêñòðàêòîâ ÌÑÊ b-êà-
òåíèí, à àíòèòåëà ê b-êàòåíèíó — ð130. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî p130, b-êàòå-
íèí è Gsk3b ôîðìèðóþò â ÌÑÊ êîìïëåêñ, ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü êîòîðîãî çàêëþ÷àåòñÿ â èçìåíåíèè
ñâîéñòâà ð130 òîðìîçèòü âûõîä êëåòîê èç ñîñòîÿíèÿ ïîêîÿ è ðåãóëèðîâàòü ñîïðÿæåíèå îñòàíîâêè êëå-
òî÷íîãî öèêëà ñ àêòèâàöèåé äèôôåðåíöèðîâêè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, p130, Wnt/b-êàòåíèí, E2f4, êëåòî÷íûé öèêë,
äèôôåðåíöèðîâêà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎ — àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè, ÈÏ — èììóíîïðåöèïèòàöèÿ,
ÌÑÊ — ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, ÏÖÐ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ, ÐÑ — ðîñòîâàÿ ñðåäà,
Cdk — öèêëèíçàâèñèìàÿ êèíàçà, FBS — ôåòàëüíàÿ áû÷üÿ ñûâîðîòêà, PBS — ôîñôàòíûé áóôåð, pRb —
ïðîäóêò ãåíà ðåòèíîáëàñòîìû, SDS-PAGE — ýëåêòðîôîðåç ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ â ïîëèàêðèë-
àìèäíîì ãåëå, WB — èììóíîáëîòèíã.

Cîïðÿæåíèå ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ðåãóëèðóþùèõ ïðî-
ãðåññèþ êëåòî÷íîãî öèêëà è êëåòî÷íóþ äèôôåðåíöèðîâ-
êó, âî ìíîãèõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ïðîèñõîäèò â ñîñòîÿíèè
êëåòî÷íîãî ïîêîÿ â êîíòðîëüíîé òî÷êå R1 ôàçû G1 êëåòî÷-
íîãî öèêëà (Weinberg, 1995). Ðåãóëÿöèÿ âûõîäà èç ôàçû
G1 îñóùåñòâëÿåòñÿ áåëêîì p130 — ÷ëåíîì ñåìåéñòâà ïðî-
äóêòà ãåíà ðåòèíîáëàñòîìû (pRb), ôîðìèðóþùèì ñóïðåñ-
ñîðíûå êîìïëåêñû ñ òðàíñêðèïöèîííûì ôàêòîðîì E2f4
(Tommasi, Pfeifer, 1995; Smith et al., 1996). E2f4 — ÷ëåí
ñåìåéñòâà E2F, âûïîëíÿþùåãî êëþ÷åâóþ ðîëü â òðàíñ-
êðèïöèîííîé ðåãóëÿöèè àêòèâíîñòè ìíîæåñòâà ãåíîâ,
ïðîäóêòû êîòîðûõ ôîðìèðóþò ìåõàíèçìû êîíòðîëÿ õîäà
êëåòî÷íîãî öèêëà (Cobrinik, 2005).

Óðîâåíü ð130 è êîìïëåêñîâ ð130/E2f4 â êëåòêàõ ïî-
âûøåí â cîñòîÿíèè ïîêîÿ, ò. å. â ôàçàõ G0/G1 (Vairo et al.,
1995). Â ïåðåõîäå G1/S êîëè÷åñòâî ð130 ðåçêî ñíèæàåòñÿ,
à â íåêîòîðûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ áåëîê íå îïðåäåëÿåòñÿ
îò íà÷àëà ôàçû S äî îêîí÷àíèÿ êëåòî÷íîãî öèêëà (Smith et
al., 1998). Ôèçèîëîãè÷åñêàÿ öåëåñîîáðàçíîñòü óìåíüøå-
íèÿ óðîâíÿ ð130 â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ çàêëþ÷àåò-
ñÿ â îòìåíå åãî íåãàòèâíîãî âëèÿíèÿ íà ñèíòåç áåëêîâ, íå-
îáõîäèìûõ äëÿ õîäà êëåòî÷íîãî öèêëà, è íà àêòèâíîñòü
êîìïëåêñîâ öèêëèí Å/À/Cdk2, èíèöèèðóþùèõ ðåïëèêà-
öèþ ÄÍÊ (Chevalier et al., 1996).

Ñïîñîáíîñòü ð130 âëèÿòü íà õîä êëåòî÷íîãî öèêëà è
åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ ôàêòîðîì E2f4 ðåãóëèðóåòñÿ ïóòåì
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ. Â ð130 íàéäåíû 22 ñïåöèôè÷åñêèõ
ìîòèâà, ñîäåðæàùèõ ñåðèíîâûå (Ser) è òðåîíèíîâûå (Thr)
àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè (ÀÎ), êîòîðûå ôîñôîðèëèðóþò-
ñÿ in vivo (Hansen et al., 2001). ð130 ïîñëåäîâàòåëüíî ôîñ-
ôîðèëèðóåòñÿ â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî äåëåíèÿ êèíàçàìè
öèêëèí D-Cdk4/6 è öèêëèí E/A — Cdk2, à â ñîñòîÿíèè ïî-
êîÿ — êèíàçîé Gsk3b (Mayol et al., 1995; Litovchick et al.,
2004). Âñþ ìîëåêóëÿðíóþ ïîïóëÿöèþ ð130 óñëîâíî ïî-
äðàçäåëÿþò íà òðè ãðóïïû: ñîäåðæàùèå ñîîòâåòñòâåííî
ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûå (ð1), ôîñôîðèëèðîâàííûå (ð2) è
ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûå (ð3) ôîðìû áåëêà (Mayol, Gra-
na, 1998). Ôîðìû ð1 è ð2 ð130 ïëîõî âêëþ÷àþò ðàäèîàê-
òèâíóþ ìåòêó, ñòàáèëüíû â êóëüòóðå in vitro â õîäå öèêëà,
â êîòîðîì îíè íàêàïëèâàþòñÿ â ôàçàõ G0/G1. Ýòè ôîðìû
ñîñòàâëÿþò âåñü ð130 â êëåòêàõ òêàíåé îðãàíèçìà, äëÿ êî-
òîðûõ ñâîéñòâåííî ïðåîáëàäàíèå ïîêîÿùèõñÿ äèôôåðåí-
öèðîâàííûõ êëåòîê (Garriga et al., 1998).

Îáðàçîâàíèå ôîðìû ð3 ð130 â ïåðåõîäå G1/S ïðîèñõî-
äèò â ðåçóëüòàòå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà êèíàçîé
Cdk4/6 ïî Ser672, êîòîðîå ïðèäàåò ð130 ñèãíàë äëÿ óáèê-
âèòèíàöèè, ðàñïîçíàâàåìûé ëèãàçîé SCFSkp2 (Tedesko et
al., 2002). Ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî Ser672 ñîïðîâîæäàåòñÿ
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ïåðåõîäîì âñåõ ìîëåêóë ð130 â ãèïåðôîñôîðèëèðîâàí-
íóþ ôîðìó ð3, êîòîðàÿ ïîäâåðãàåòñÿ äåãðàäàöèè â ïðîòå-
àñîìàõ. Äåãðàäàöèÿ ð130 ëåæèò â îñíîâå ïîñëåäóþùåãî
ñíèæåíèÿ åãî óðîâíÿ â ôàçàõ S è G2/M (Smith et al., 1998).

Ìèøåíüþ Gsk3b ÿâëÿþòñÿ ÀÎ Ser948, Ser962 è
Ser982, ðàñïîëîæåííûå â êîðîòêîé íåêîíñåðâàòèâíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ôóíêöèîíàëüíîãî äîìåíà «Â» ð130, êî-
òîðàÿ íàçûâàåòñÿ «ïåòëÿ». Ìîäèôèêàöèÿ êèíàçîé Gsk3b
îáëàñòè «ïåòëè» ð130 íóæäàåòñÿ â ïðåäâàðèòåëüíîì ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèè äðóãèìè êèíàçàìè ÀÎ, ðàñïîëîæåííûõ â
ïîëîæåíèè +4 ïî îòíîøåíèþ ê ÀÎ, ìîäèôèöèðóìûõ
Gsk3b, ò. å. Ser952, Ser966 è Ser986. Ôîñôîðèëèðîâàíèå
êèíàçîé Gsk3b ñòàáèëèçèðóåò ñòðóêòóðó ð130 è, âåðîÿò-
íî, ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü ôîðìèðîâàíèÿ êîìïëåêñîâ
ð130/E2f4 (Litovchick et al., 2004).

Â àêòèâíî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ ðàçëè÷íîé òêà-
íåâîé ñïåöèôè÷íîñòè, íàïðèìåð â êëåòêàõ ãëèîáëàñòîìû
÷åëîâåêà ëèíèè T98G, ìûøèíûõ ìèîáëàñòàõ ëèíèè
Ñ2Ñ12, êðûñèíûõ ìèîáëàñòàõ ëèíèè L6, è ìíîãèõ äðóãèõ
êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ ïðîäóöèðóþòñÿ âñå òðè ôîðìû ð130,
îäíàêî ïðè èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè îáðàçîâàíèå
ôîðìû ð3 òîðìîçèòñÿ. Êëåòêè ïå÷åíè, íàõîäÿùèåñÿ â
íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ, ïðîäóöèðóþò
òîëüêî ôîðìû p1 è p2, íî óæå ÷åðåç 6—12 ÷ ïîñëå ýêñïå-
ðèìåíòàëüíîãî óäàëåíèÿ ÷àñòè îðãàíà ïðîèñõîäèò àêòèâà-
öèÿ ïðîëèôåðàöèè ãåïàòîöèòîâ, êîòîðûå ïðîäóöèðóþò
âñå òðè ôîðìû áåëêà (Garriga et al., 1998).

Îäíîé èç îñíîâíûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ìèøåíåé êè-
íàçû Gsk3b ÿâëÿåòñÿ b-êàòåíèí, ïåðåäàò÷èê ñèãíàëîâ ñå-
ìåéñòâà ôàêòîðîâ Wnt â êàíîíè÷åñêîì ñèãíàëüíîì
ïóòè Wnt/b-êàòåíèí. Ïîñëå ïåðåìåùåíèÿ èç öèòîïëàçìû
â ÿäðî b-êàòåíèí âçàèìîäåéñòâóåò ñ ôàêòîðàìè ñåìåéñòâà
LEF/TCF, ÷òî âåäåò ê àêòèâàöèè òðàíñêðèïöèè ãåíîâ, ó÷à-
ñòâóþùèõ â ðåãóëÿöèè ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèé,
âêëþ÷àÿ äèôôåðåíöèðîâêó (Reya, Clevers, 2005). Ìîäè-
ôèêàöèÿ êèíàçîé Gsk3b áåëêîâ ð130 è b-êàòåíèíà, èãðàþ-
ùèõ êëþ÷åâóþ ðîëü â ñèãíàëüíûõ ïóòÿõ, ðåãóëèðóþùèõ
êëåòî÷íûé öèêë è äèôôåðåíöèðîâêó, ïðåäïîëàãàåò âîç-
ìîæíîñòü ñîïðÿæåííîé ðåãóëÿöèè ýòèõ êëåòî÷íûõ ôóíê-
öèé ÷åðåç Gsk3b.

Ðàññìîòðåííûå âûøå äàííûå ïîêàçûâàþò, ÷òî â ôà-
çàõ G0/G1 ð130 ÿâëÿåòñÿ ìèøåíüþ ñî÷åòàííîé ðåãóëÿ-
öèè Cdks è Gsk3b, êîòîðûå ïðåäñòàâëÿþò ðàçëè÷íûå ñèã-
íàëüíûå ïóòè. Òàêàÿ êîîïåðàòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ ð130,
ïî-âèäèìîìó, äàåò âîçìîæíîñòü êëåòêå êîîðäèíèðîâàòü
õîä êëåòî÷íîãî öèêëà è äèôôåðåíöèðîâêè, îñóùåñòâëÿå-
ìîé ñ ó÷àñòèåì ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí. Äëÿ
èçó÷åíèÿ ïîäîáíîé ðåãóëÿöèè â ÌÑÊ ìû èñïîëüçîâàëè
ìîäåëè àêòèâàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí ïóòåì
èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ èîíàìè ëèòèÿ è êîêóëüòè-
âèðîâàíèÿ ñ ëåãî÷íûìè ýïèòåëèàëüíûìè êëåòêàìè ëèíèè
À-549.

Ïðè êîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè ëèíèè À-549 â
óñëîâèÿõ ðàçäåëåíèÿ êëåòîê ïîëóíåïðîíèöàåìîé ìåìáðà-
íîé â ÌÑÊ ïðîèñõîäÿò íàêîïëåíèå è àêòèâàöèÿ b-êàòåíè-
íà, ÷òî ñîïðÿæåíî ñ èíäóêöèåé ýêñïðåññèè öèòîêåðàòè-
íîâ è äðóãèõ ìàðêåðîâ ýïèòåëèàëüíîé äèôôåðåíöèðîâêè
(Popov et al., 2007). Êëåòêè À-549 ñåêðåòèðóþò ôàêòîð
Wnt2, êîòîðûé â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ñâÿçûâàåò ñïåöè-
ôè÷åñêèå ðåöåïòîðû íà ÌÑÊ è ïàðàêðèííî àêòèâèðyåò â
íèõ ñèãíàëüíûé ïóòü Wnt/b-êàòåíèí (Etheridge et al.,
2004; You et al., 2004). Èîíû ëèòèÿ èìèòèðóþò àêòèâàöèþ
ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí ïóòåì èíãèáèöèè Gsk3b,
÷òî ñïîñîáñòâóåò íàêîïëåíèþ â ÿäðå b-êàòåíèíà è èíäóê-
öèè åãî ìèøåíåé (Stambolic et al., 1996).

Çàäà÷à íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåí-
êå ïðåäïîëîæåíèÿ î ôîðìèðîâàíèè êîìïëåêñà ìåæäó
áåëêàìè ð130 è b-êàòåíèíîì â ÌÑÊ â óñëîâèÿõ èõ ñèí-
õðîíèçàöèè â ðàçëè÷íûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà èëè àê-
òèâàöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí. Ïîëó÷åííûå
íàìè ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü, ÷òî â õîäå êëå-
òî÷íîãî öèêëà â ÌÑÊ ôîðìèðóåòñÿ ñòàáèëüíûé êîìïëåêñ
ìåæäó ð130, b-êàòåíèíîì è Gsk3b, êîòîðûé ìîæåò ðåãó-
ëèðîâàòü ñîïðÿæåííîñòü îñòàíîâêè êëåòî÷íîãî öèêëà è
èíäóêöèè äèôôåðåíöèðîâêè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò ó ð à ê ë å ò î ê , ñ è í õ ð î í è ç à ö è ÿ â ê ë å-
ò î ÷ í î ì ö è ê ë å è à í à ë è ç ñ ï î ì î ù ü þ ï ð î ò î ÷-
í î é ö è ò î ì å ò ð è è. Êëåòêè ëèíèè A-549 (íåìåëêîêëå-
òî÷íîé êàðöèíîìû ëåãêèõ ÷åëîâåêà) è T98G (ãëèîáëàñòî-
ìû ÷åëîâåêà), ïîëó÷åííûå èç àìåðèêàíñêîé êîëëåêöèè
êëåòî÷íûõ êóëüòóð (ATCC), êóëüòèâèðîâàëè â ðîñòîâîé
ñðåäå (ÐÑ) Äóëüáåêêî (DMEM/F12), ñîäåðæàâøåé 25 ìÌ
Hepes è 10 % ýìáðèîíàëüíîé áû÷üåé ñûâîðîòêè (ÝÁÑ).
Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ) áûëè ïîëó÷åíû
ðàíåå (Popov et al., 2007) èç êîñòíîãî ìîçãà òðàíñãåííûõ
ìûøåé-ñàìöîâ C57BL/6-Tg(ACTbEGF)1Osb/J ñ óáèêâè-
òàðíîé ýêñïðåññèåé Gfp, ïðèîáðåòåííûõ â êîììåð÷åñêîé
ëàáîðàòîðèè (Jackson Laboratories, ÑØÀ).

ÌÑÊ ñèíõðîíèçèðîâàëè â êëåòî÷íîì öèêëå ñ ïîìî-
ùüþ îáðàáîòêè òèìèäèíîì è íîêîäàçîëîì (Fang et al.,
1998). Ñ ýòîé öåëüþ êëåòêè, ðàñòóùèå â íîðìàëüíîé ðîñ-
òîâîé ñðåäå ñ 40 % íàñûùåíèÿ ïëàñòèêîâîé ïîâåðõíîñòè,
ïåðåâîäèëè íà 24 ÷ â ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 2 ìÌ òèìèäèíà
(Sigma, ÑØÀ), äëÿ îñòàíîâêè äåëåíèÿ â ôàçå S. Çàòåì
êëåòêè íà ïëàñòèêå î÷èùàëè îò òèìèäèíà ïóòåì îäíî-
êðàòíîé îòìûâêè 5 ìë ñòåðèëüíîãî PBS è äîáàâëÿëè â
÷àøêè íà 3 ÷ íîðìàëüíóþ ÐÑ. Â ÐÑ äîáàâëÿëè íîêîäàçîë
(Sigma, ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë íà 18 ÷ äëÿ îñòà-
íîâêè äåëåíèÿ â ôàçå Ì. Ñðåäó ñ íîêîäàçîëîì óäàëÿëè,
êëåòêè íà ïëàñòèêå ïðîìûâàëè 5 ìë PBS, êóëüòèâèðîâàëè
6 ÷ â íîðìàëüíîé ÐÑ è ñîáèðàëè ñ ÷àøåê ïëàñòèêîâûì
ñêðåáêîì äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà. Êîëè÷åñòâî êëåòîê
â ðàçëè÷íûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà îïðåäåëÿëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ìàêñè-
ìàëüíûì êîëè÷åñòâîì êëåòîê, àêêóìóëèðîâàííûõ â ôàçå
S èëè G2/M, êëåòêè ïîñëå îáðàáîòêè òèìèäèíîì è íîêîäà-
çîëîì óñëîâíî íàçâàëè «ñèíõðîíèçèðîâàííûìè â ôàçå S»,
à ïîñëå ðåñòèìóëÿöèè FBS — «ñèíõðîíèçèðîâàííûìè â
ôàçàõ G2/M».

Äëÿ ñèíõðîíèçàöèè êëåòîê ëèíèè T98G ýêñïîíåíöè-
àëüíûå êóëüòóðû âûðàùèâàëè â òå÷åíèå 72 ÷ â ÐÑ ñ 0.1 %
FBS, ðåñòèìóëèðîâàëè 10%-íîé FBS è èñïîëüçîâàëè â
îïûòàõ ñ ñèíõðîíèçàöèåé ñ èíòåðâàëîì 6 ÷ ïîñëå ðåñòè-
ìóëÿöèè (Popov et al., 2005).

Äëÿ îïûòîâ ñ êîêóëüòèâèðîâàíèåì 1�105 êëåòîê ëè-
íèè A-549 ðåñóñïåíäèðîâàëè â 1 ìë ÐÑ è ïîìåùàëè â
âåðõíèé îòäåë ëóíêè 6-ëóíî÷íîé ïëàñòèíû (Costar,
ÑØÀ), îòäåëåííûé îò íèæíåãî îòäåëà, ïîêðûòîé êîëëà-
ãåíîì ïîëóíåïðîíèöàåìîé ìåìáðàíîé Transwell ñ ðàçìå-
ðîì ïîð 0.4 ìêì (Corning, ÑØÀ). Â íèæíèé îòäåë òîé æå
ëóíêè äîáàâëÿëè 3 ìë ÐÑ è ïîêðîâíûå ñòåêëà äëÿ ìèêðî-
ñêîïèè, à ÷åðåç 24 ÷ ïîìåùàëè 1�105 ÌÑÊ. Êîëè÷åñòâî
ÌÑÊ è õîä èõ êëåòî÷íîãî öèêëà â îïûòå è êîíòðîëå îöå-
íèâàëè êàæäûå 24 ÷. ×åðåç 72 ÷ îò íà÷àëà êóëüòèâèðîâà-
íèÿ êëåòêè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ èñïîëüçîâàëè äëÿ èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíîãî àíàëèçà. Â êîíòðîëüíûõ ïëàñòè-
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íàõ ÌÑÊ êóëüòèâèðîâàëè áåç êëåòîê ëèíèè À-549. Äëÿ
ñòèìóëÿöèè èîíàìè ëèòèÿ ÌÑÊ èíêóáèðîâàëè 4 ÷ â ðîñ-
òîâîé ñðåäå ñ 10 ìM LiCl (Sigma, ÑØÀ).

Àíàëèç êëåòî÷íîãî öèêëà ïðîèçâîäèëè íà ëàìïîâîì
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå ATC 1000 (Brucker, Ãåðìàíèÿ).
Êëåòêè îêðàøèâàëè èîäèñòûì ïðîïèäèåì; äëÿ âîçáóæäå-
íèÿ ôëóîðåñöåíöèè ïðèìåíÿëè ôèëüòðû 475—500 íì,
äëÿ ïðèåìà ôëóîðåñöåíöèè — 600—650 íì.

À í ò è ò å ë à. Êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ê
E2f4 (sc-866x) è êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðî-
òèâ p130 (sc-317x) áûëè êóïëåíû â êîìïàíèè Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (ÑØÀ); êðîëè÷üè ïîëèêëîíàëüíûå àí-
òèòåëà ïðîòèâ b-êàòåíèíà (C2206 è C2982) — â êîìïàíè-
ÿõ Sigma (ÑØÀ) è Abcam (Âåëèêîáðèòàíèÿ); êðîëè÷üè
ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ Gsk3b (AB 8687 è
sc-9166) — â êîìïàíèÿõ Millipore (ÑØÀ) è Santa Cruz Bio-
technology, Inc. (ÑØÀ); ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ
b-àêòèíà (êëîí AC-15) è âòîðè÷íûå àíòèòåëà, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (HRP), áûëè ïðèîáðåòåíû â
êîìïàíèè Sigma (ÑØÀ); íåêîíúþãèðîâàííûå êðîëè÷üè
àíòèòåëà ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè äëÿ èììóíîï-
ðåöèïèòàöèè (R0881) — â êîìïàíèè Sigma (ÑØÀ); âè-
äîñïåöèôè÷íûå àíòèòåëà Alexa Fluor® 568 è Fab-ôðàã-
ìåíò êðîëè÷üèõ àíòèìûøèíûõ àíòèòåë — â êîìïàíèè In-
vitrogen (ÑØÀ); Alexa Fluor® 633 Fab-ôðàãìåíò
êîçëèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ëåãêèõ è òÿæåëûõ öåïåé èììó-
íîãëîáóëèíîâ êðîëèêà — â êîìïàíèè Invitrogen (ÑØÀ).

È ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ò í î å î ê ð à ø è â à í è å.
Êëåòêè îêðàøèâàëè íà âíóòðèêëåòî÷íûå áåëêè ïî ñëåäó-
þùåìó ïðîòîêîëó: ïîêðîâíûå ñòåêëà ñ êëåòêàìè, ðàñïëà-
ñòàííûìè ïðè ðîñòå â êóëüòóðå, ïåðåíîñèëè â êóëüòóðàëü-
íûå ÷àøêè 35 ìì, êëåòêè îäíîêðàòíî îòìûâàëè PBS
5 ìèí, ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ïàðàôîðìàëüäåãèäîì
15 ìèí, çàòåì 70%-íûì ýòèëîâûì ñïèðòîì â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4 °Ñ, îáðàáàòûâàëè 0.2%-íûì äåòåðãåíòîì Òðèòîí
X-100 10 ìèí, ïðîìûâàëè PBS 2 ðàçà ïî 5 ìèí, ñàéòû íå-
ñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ àíòèòåë áëîêèðîâàëè 1 ÷ ðàñ-
òâîðîì, ñîäåðæàùèì 3 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáó-
ìèíà (ÁÑÀ) è 0.1 % Òâèíà 20; çàòåì íà êëåòêè íàíîñèëè
ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà â ðàçâåäåíèè 1 : 50—1 : 200 â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå íà 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòó-
ðå, ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS, îáðàáàòûâàëè 1 ÷ ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå âèäîñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëà-
ìè, ðàñïîçíàþùèìè àëëîòèïû èììóíîãëîáóëèíîâ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàííûìè ñ ôëþîðåñöåíò-
íîé ìåòêîé, îòìûâàëè 3 ðàçà ïî 5 ìèí PBS. ßäðà êëåòîê
êðàñèëè 30 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå êðàñèòåëåì
DAPI â êîíöåíòðàöèè 1 íã/ìë â áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå,
çàòåì ïðåïàðàòû ïðîìûâàëè 2 ðàçà PBS è çàêëþ÷àëè â
ñðåäó Ànti-Fade, óìåíüøàþùóþ íåñïåöèôè÷åñêóþ ôëóî-
ðåñöåíöèþ. Èììóíîôëóîðåñöåíòíûå èçîáðàæåíèÿ ïîëó-
÷àëè íà êîíôîêàëüíîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå Pascal,
èñïîëüçóÿ ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è 633 íì.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç â ï î ë è à ê ð è ë à ì è ä í î ì ã å ë å ,
è ì ì ó í î á ë î ò è í ã è è ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ.
Ýëåêòðîôîðåç áåëêîâ ïðîâîäèëè â 8%-íîì ïîëèàêðèë-
àìèäíîì ãåëå ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ. Äëÿ ïðèãîòîâ-
ëåíèÿ ïðîá êëåòêè, ðàñòóùèå â êóëüòóðàëüíûõ ÷àøêàõ,
ïðîìûâàëè äâàæäû PBS, óäàëÿëè ñ ÷àøåê ïëàñòèêîâûì
ñêðåáêîì, îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ëèçèðîâàëè
ïðè ïåðèîäè÷åñêîì ðåñóñïåíäèðîâàíèè â òå÷åíèå 30 ìèí
íà ëüäó â òðåõ îáúåìàõ áóôåðíîãî ðàñòâîðà (îòíîñèòåëü-
íî îáúåìà ïëîòíîãî îñàäêà êëåòîê), ñîäåðæàùåãî 25 ìÌ
Òðèñ-ÍÑl (pH 7.4), 250 ìM NaCl, 0.25%-íûé äåòåð-
ãåíò NP-40, 1 ìM PMSF, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç è

ôîñôàòàç (Sigma, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Ýêñòðàêòû
êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 13 000 g è 4 °Ñ è ñó-
ïåðíàòàíòû èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîñëåäóþùèõ îïûòîâ. Ïðî-
áû óðàâíèâàëè ïî êîëè÷åñòâó îáùåãî áåëêà, îïðåäå-
ëÿåìîãî ñ ïîìîùüþ ðåàêòèâà Áðýäôîðä, ïåðåíîñèëè â
ìèêðîïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå ðàâíûé îáúåì áóôåðà äëÿ íà-
íåñåíèÿ ïðîá íà ãåëü (4 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ, 20 %
ãëèöåðèíà, 200 ìÌ äèòèîòðåèòà, 120 ìÌ Òðèñ-ÍCl, pH 6.8,
0.002 % áðîìôåíîëîâîãî ñèíåãî), êèïÿòèëè 5 ìèí íà âîäÿ-
íîé áàíå è íàíîñèëè â îáúåìå 25 ìêë, ñîäåðæàùåì 30 ìêã
îáùåãî áåëêà, íà îäíó äîðîæêó ïîëèàêðèëàìèäíîãî ãåëÿ.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûå áåëêè ïåðåíîñèëè ñ ãåëÿ
íà ìåìáðàíó PVDF ñ ïîìîùüþ ïîëóñóõîãî ýëåêòðîïåðåíî-
ñà. Áåëêè íà ìåìáðàíå âûÿâëÿëè ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòå-
ëàìè è âèçóàëèçèðîâàëè ðåàêòèâîì ECL (Sigma, ÑØÀ).

Äëÿ ïðåöèïèòàöèè êîìïëåêñîâ àíòèãåí—àíòèòåëî
êëåòî÷íûå îñàäêè ëèçèðîâàëè ïðè òåìïåðàòóðå òàþùåãî
ëüäà 30 ìèí ñïåöèàëüíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæà-
ùèì 50 ìÌ Hepes, ðÍ 7.5, 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ EDTA,
2.5 ìM EGTA, 10 % ãëèöåðèíà, 0.1 % Òâèíà 20 è èíãèáè-
òîðû ïðîòåàç è ôîñôàòàç â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Çàòåì êëåò-
êè ïîäâåðãàëè îáðàáîòêå óëüòðàçâóêîì íà óëüòðàçâóêî-
âîì ïðîöåññîðå Ñole-Parmer 130-Watt Ultrasonic Proces-
sors, èñïîëüçóÿ ñëåäóþùèå ïàðàìåòðû: àìïëèòóäà 60 %,
3 èìïóëüñà ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 10 ñ êàæäûé. Ýêñòðàêòû
êëåòîê öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 13 000 g è 4 °Ñ; ñó-
ïåðíàòàíòû èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîñëåäóþùåé èììóíîïðå-
öèïèòàöèè. Ñ ýòîé öåëüþ ê 500 ìêë êëåòî÷íîãî ýêñòðàêòà,
ñîäåðæàùåãî 500 ìêã áåëêà, äîáàâëÿëè 5 ìêã ñïåöèôè÷å-
ñêèõ àíòèòåë íà 90 ìèí, îáðàáîòêó àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè
ïðè ïîñòîÿííîé ðîòàöèè ïðè 4 °Ñ. Çàòåì ê ýêñòðàêòàì äî-
áàâëÿëè 30 ìêã àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì êðîëèêà
(Sigma, ÑØÀ) íà 1.5 ÷ ñ ïîñëåäóþùèì äîáàâëåíèåì
30 ìêë 10%-íîé ïðîòåèí-G ñåôàðîçû íà 1.5 ÷. Ïðåöèïèòà-
òû îòìûâàëè ïóòåì 3-êðàòíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ ïðè
2000 îá/ìèí â áóôåðå äëÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè è 2-êðàò-
íîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â òàêîì æå áóôåðå áåç äåòåðãåí-
òà. Ïîñëåäóþùàÿ îáðàáîòêà âêëþ÷àëà â ñåáÿ êèïÿ÷åíèå
ïðîá â òå÷åíèå 5 ìèí â áóôåðå äëÿ íàíåñåíèÿ íà ãåëü, öåí-
òðèôóãèðîâàíèå äëÿ îòäåëåíèÿ ñåôàðîçû è íàíåñåíèå íà
ïîëèàêðèëàìèäíûé ãåëü.

Ð å à ê ò è â û. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàê-
òèâû: Ànti-Fade, PVDF, ïîëèàêðèëàìèä äëÿ ýëåêòðîôîðå-
çà, ðåàêòèâ Áðýäôîðä (ÂioRad, ÑØÀ); ãëèöåðèí, íîêîäà-
çîë, òèìèäèí, õëîðèñòûé ëèòèé, äèòèîòðåèò, ÁÑÀ, äîäå-
öèëñóëüôàò íàòðèÿ, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåîëèçà è
èíãèáèòîðîâ ôîñôàòàç, NP-40, DAPI, PMSF, ïàðàôîð-
ìàëüäåãèä, Tðèòîí X-100, Òðèñ (Sigma, ÑØÀ); òðèïñèí,
ñîäåðæàùèé 1 ìÌ ÝÄÒÀ, ñðåäà DMEM/F12, FBS (Invitro-
gen, ÑØÀ); ECL (Millipore, ÑØÀ); êóëüòóðàëüíûå ïëàñ-
òèêîâûå ÷àøêè (Sarstedt, Ãåðìàíèÿ); Twin 20 (Bio Che-
mica, Ãåðìàíèÿ); KCl, ìåòèëîâûé ñïèðò, óêñóñíàÿ êèñëîòà
(Ðåàõèì, Ðîññèÿ).

Òêàíü ïå÷åíè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ êëåòî÷íûõ ýêñòðàêòîâ
ïîëó÷àëè îò 8—12-íåäåëüíûõ ìûøåé-ñàìîê ëèíèè C57BL
ìàññîé 18—22 ã, ïðèîáðåòåííûõ â ïèòîìíèêå ëàáîðàòîð-
íûõ æèâîòíûõ Ðàïïîëîâî (Ëåíèíãðàäñêàÿ îáë., Ðîññèÿ).

Ðåçóëüòàòû

Ê î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ñ ê ë å ò ê à ì è ë è í è è
À - 5 4 9 è ë è ð î ñ ò â ñ ð å ä å , ñ î ä å ð æ à ù å é è î í û
ë è ò è ÿ , â û ç û â à å ò â Ì Ñ Ê ñ î ÷ å ò à í í î å ï î â û ø å-
í è å ó ð î â í ÿ è à ê ò è â à ö è þ ð 1 3 0 , E 2 f 4 è b - ê à ò å-
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Ðèñ. 1. Èììóíîôëóîðåñöåíòíàÿ õàðàêòåðèñòèêà ýêñïðåññèè p130, â-êàòåíèíà è E2f4 â ÌÑÊ â óñëîâèÿõ èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå
ñ èîíàìè Li+ èëè êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè ëèíèè A-549.

1 — ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà, 2 — åñòåñòâåííàÿ ôëóîðåñöåíöèÿ, 3 — îêðàñêà Dapi, 4 — ñîâìåùåíèå âñåõ èçîáðàæåíèé. Èçîáðàæåíèÿ ïîëó÷åíû íà
êîíôîêàëüíîì ñêàíèðóþùåì ìèêðîñêîïå Pascal, ëàçåðû ñ äëèíàìè âîëí 488 è 633 íì, îá. 100�.



í è í à. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëè èñïîëüçîâàíû ÌÑÊ
12—25 ïàññàæåé, ïîëó÷åííûå íàìè ðàíåå èç êîñòíîãî
ìîçãà òðàíñãåííûõ ìûøåé GFP è îõàðàêòåðèçîâàííûå â
ïðîöåññå äëèòåëüíîãî êóëüòèâèðîâàíèÿ ïî ìàðêåðíîé
ñïåöèôè÷íîñòè, ïðîëèôåðàòèâíîìó è äèôôåðåíöèðîâî÷-
íîìó ïîòåíöèàëó, êëîíîãåííîé, àäãåçèâíîé è òóìîðîãåí-
íîé àêòèâíîñòè (Popov et al., 2007; Ïîïîâ è äð., 2009).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíûé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî â íîð-
ìàëüíûõ óñëîâèÿõ â êóëüòóðå ÌÑÊ ýêñïðåññèðóþò íåçíà-
÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî ð130, b-êàòåíèíà è E2f4, êîòîðûå
ðàñïðåäåëÿþòñÿ ðàâíîìåðíî ìåæäó öèòîïëàçìîé è ÿäðîì.
Îáðàáîòêà èîíàìè ëèòèÿ âûçûâàëà â ÌÑÊ óâåëè÷åíèå
ïðîäóêöèè âñåõ íàçâàííûõ áåëêîâ è óñèëèâàëà èõ ÿäåð-
íóþ ëîêàëèçàöèþ (ðèñ. 1). Â åùå áîëüøåé ñòåïåíè ïîâû-
øåíèå óðîâíÿ ð130, b-êàòåíèíà è E2f4, ïåðåìåùåíèå èõ â
ÿäðî êëåòêè âîçíèêàëè ïðè êîêóëüòèâèðîâàíèè ÌÑÊ ñ
êëåòêàìè ëèíèè À-549.

Ðåçóëüòàòû èììóíîáëîòèíãà ð130, b-êàòåíèíà è E2f4
ñ èñïîëüçîâàíèåì ýêñòðàêòîâ ÌÑÊ, ðàñòóùèõ â ñðåäå ñ
èîíàìè ëèòèÿ èëè êîêóëüòèâèðîâàííûõ ñ êëåòêàìè ëèíèè
À-549 (ðåçóëüòàòû íå ïîêàçàíû), ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâî-
âàëè âûøåîïèñàííûì äàííûì èììóíîôëóîðåñöåíöèè.
Óðîâåíü b-êàòåíèíà â ÌÑÊ ïîâûøàëñÿ, ÷òî ñî÷åòàëîñü ñ
ïîÿâëåíèåì áûñòðî ìèãðèðóþùèõ ïðè ýëåêòðîôîðåçå
ôîðì áåëêà. Óðîâåíü ð130 òàêæå ïîâûøàëñÿ, áåëîê ñòàíî-
âèëñÿ áîëåå ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûì è ìèãðèðîâàë áû-
ñòðåå, ÷åì â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ. Â íîðìàëüíûõ óñëîâè-
ÿõ ÌÑÊ ïðîäóöèðîâàëè íåçíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî E2f4,
âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ íåñêîëüêî ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûõ
ôîðì. Ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê õëîðèñòûì ëèòèåì óðî-
âåíü E2f4 ïîâûøàëñÿ, à ïðè ýëåêòðîôîðåçå êëåòî÷íûõ ýê-
ñòðàêòîâ âûÿâëÿëèñü åãî ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííûå ôîð-
ìû. Ïðè êîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè ëèíèè À-549
ÌÑÊ âûÿâëÿëè èçìåíåíèÿ óðîâíÿ è ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ð130, E2f4 è b-êàòåíèíà, ïîäîáíûå òåì, êîòîðûå îïèñàíû
âûøå â ñëó÷àå àêòèâàöèè êëåòîê èîíàìè ëèòèÿ.

Î ö å í ê à ï ð î ë è ô å ð à ò è â í î é à ê ò è â í î ñ ò è
Ì Ñ Ê, ê î ê ó ë ü ò è â è ð î â à í í û õ ñ ê ë å ò ê à ì è ë è í è è
À - 5 4 9, è õ à ð à ê ò å ð è ñ ò è ê à ï à ð à ì å ò ð î â è õ ê ë å-
ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à. Ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü ÌÑÊ,
êîêóëüòèâèðîâàííûõ ñ êëåòêàìè À-549, íå óìåíüøàëàñü,
à, íàïðîòèâ, âîçðàñòàëà (ðèñ. 2, à). Òåíäåíöèÿ ê àêòèâàöèè

ïðîëèôåðàöèè âûÿâëÿëàñü óæå ÷åðåç 24 ÷ ïîñëå íà÷àëà
êîêóëüòèâèðîâàíèÿ, óñèëèâàëàñü íà 2-å è 3-è ñóò è ïðîÿâ-
ëÿëàñü â ôîðìå íåáîëüøèõ, íî äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé íà
4-å ñóò. Öèòîìåòðè÷åñêàÿ îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòà-
òóñà êîêóëüòèâèðîâàííûõ ÌÑÊ ïîêàçàëà, ÷òî â îïûòå
êëåòêè, ïîäîáíî êîíòðîëüíûì ÌÑÊ, íàõîäÿòñÿ â ñòàäèè
àêòèâíîé ïðîëèôåðàöèè (ðèñ. 2, á).

È ç ó ÷ å í è å ó ð î â í ÿ è ð è ñ ó í ê à ô î ñ ô î ð è ë è-
ð î â à í è ÿ p 1 3 0 è b - ê à ò å í è í à â Ì Ñ Ê â õ î ä å
ê ë å ò î ÷ í î ã î ö è ê ë à. Èñïîëüçîâàíèå ïðîòîêîëà, â ñîîò-
âåòñòâèè ñ êîòîðûì ÌÑÊ îáðàáàòûâàëè 24 ÷ òèìèäèíîì ñ
ïîñëåäóþùèì èõ êóëüòèâèðîâàíèåì â òå÷åíèå 18 ÷ â ñðå-
äå ñ íîêîäàçîëîì, ïîçâîëèëî çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èòü ÷èñ-
ëî êëåòîê â ôàçå S, òîãäà êàê ïîñëåäóþùàÿ ðåñòèìóëÿöèÿ
S-ôàçíûõ ÌÑÊ FBS óâåëè÷èâàëà ÷èñëî êëåòîê â ôàçàõ
G2/M (ðèñ. 3, à).

Ñðàâíåíèå óðîâíÿ ïðîäóêöèè è õàðàêòåðà ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ð130 â àñèíõðîííî äåëÿùèõñÿ è ñèíõðîíèçèðî-
âàííûõ ÌÑÊ â ôàçàõ S è G2/M íå âûÿâèëî ðàçëè÷èé.
Â êàæäîé ïîïóëÿöèè ð130 ïðèñóòñòâîâàë âî âñåõ òðåõ ìî-
ëåêóëÿðíûõ ôîðìàõ ð1, ð2 è ð3 (ðèñ. 3, á). Íàïðîòèâ, â ãå-
ïàòîöèòàõ ìûøè âûÿâëÿëèñü òîëüêî ôîðìû ð1 è ð2 ð130.
Â êëåòêàõ ëèíèè T98G, èñïîëüçîâàííûõ, ïîäîáíî ãåïàòî-
öèòàì, â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ ñèí-
õðîíèçèðîâàòüñÿ â êëåòî÷íîì öèêëå â óñëîâèÿõ ðîñòà â
ñðåäå, ëèøåííîé FBS, óðîâåíü è õàðàêòåð ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ð130 çíà÷èòåëüíî èçìåíÿëèñü â õîäå êëåòî÷íîãî
öèêëà. Â àñèíõðîííî äåëÿùèõñÿ êëåòêàõ îòìå÷àëñÿ âûñî-
êèé óðîâåíü ïðîäóêöèè ð130 è ïðèñóòñòâîâàëè âñå òðè
åãî ôîðìû (ðèñ. 3, â). Ôîðìà ð3 ð130 îòñóòñòâîâàëà â ôà-
çàõ G0 è G1, íî ïîÿâëÿëàñü â òî÷êå 12 ÷ ïîñëå ðåñòèìóëÿ-
öèè êëåòîê FBS, ñîîòâåòñòâóþùåé ïåðåõîäó G1/S. Ïîÿâ-
ëåíèå ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ð3 ð130 ñîïðî-
âîæäàëîñü ðåçêèì óìåíüøåíèåì åãî îáùåãî óðîâíÿ â
ïîñëåäóþùèõ ôàçàõ S è Ì êëåòî÷íîãî öèêëà, â õîäå êîòî-
ðûõ âûÿâëÿëîñü íåáîëüøîå êîëè÷åñòâî ãèïåðôîñôîðèëè-
ðîâàííîé ôîðìû ð3. Êîëè÷åñòâî è õàðàêòåð ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ E2f4 è b-êàòåíèíà â àñèíõðîííûõ è ñèíõðèíèçè-
ðîâàííûõ â êëåòî÷íîì öèêëå ÌÑÊ íå ðàçëè÷àëèñü.
Íàïðîòèâ, â êëåòêàõ ïå÷åíè ýòè áåëêè íàõîäèëèñü ñîîò-
âåòñòâåííî â ãèïåð- è ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðìàõ
(ðèñ. 3, á).

Ðåãóëÿòîð êëåòî÷íîãî öèêëà p130 è b-êàòåíèí ôîðìèðóþò êîìïëåêñ â ÌÑÊ 111

Ðèñ. 2. Îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè ÌÑÊ ïðè êîêóëüòèâèðîâàíèè ñ êëåòêàìè ëèíèè A-549.

à — èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà ÌÑÊ â ïðîöåññå êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè ëèíèè A-549; âåðòèêàëüíûå ëèíèè — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå; á — öèòî-
ìåòðè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ÌÑÊ, êîêóëüòèâèðîâàííûõ ñ êëåòêàìè ëèíèè A-549; ê — êîíòðîëü, ý — ýêñïåðèìåíò.



112 Í. Ñ. Ïåòðîâ, Î. Â. Æèäêîâà è äð.

Ðèñ. 3. Ñðàâíèòåëüíàÿ õàðàêòåðèñòèêà óðîâíÿ è ðèñóíêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p130 è â-êàòåíèíà â ÌÑÊ.

à — öèòîìåòðè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ÌÑÊ, ñèíõðîíèçèðîâàííûõ â ðàçëè÷íûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà; Àê — àñèíõðîííî äåëÿùèåñÿ êëåòêè, S,
G2/M — êëåòêè, ñèíõðîíèçèðîâàííûå ñîîòâåòñòâåííî â ôàçàõ S è G2/M, %. á — óðîâåíü è ðèñóíîê ôîñôîëèðîâàíèÿ p130 è â-êàòåíèíà â àñèíõðîííûõ è
ñèíõðîíèçèðîâàííûõ â ôàçàõ S è G2/M ÌÑÊ; p1, p2, p3 — ðàçëè÷íûå ôîðìû p130, ðàçëè÷àþùèåñÿ ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè; HC Ig — òÿ-
æåëûå öåïè èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, èñïîëüçóåìûõ â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë äëÿ ÈÏ. â — èçìåíåíèå óðîâíÿ è ðèñóíêà ôîñôîðèëèðîâàíèÿ p130 è

E2f4 â õîäå êëåòî÷íîãî öèêëà â êëåòêàõ ëèíèè T98G.

Ðèñ. 4. p130 è â-êàòåíèí ôîðìèðóþò êîìïëåêñ â ÌÑÊ.

à — â-êàòåíèí êîèììóíîïðåöèïèòèðóåòñÿ àíòèòåëàìè ê p130; HC IgG — òÿæåëûå öåïè èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, ÈÏ — èììóíîïðåöèïèòàöèÿ. á —
p130 êîèììóíîïðåöèïèòèðóåòñÿ àíòèòåëàìè ê â-êàòåíèíó. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è íà ðèñ. 3.



ð 1 3 0 è b - ê à ò å í è í ô î ð ì è ð ó þ ò ê î ì ï ë å ê ñ â
Ì Ñ Ê. Àíòèòåëà ê ð130 ïðåöèïèòèðîâàëè èç ýêñòðàêòîâ
ÌÑÊ ïðåèìóùåñòâåííî ôîðìó ð2 ýòîãî áåëêà, â ìåíüøåé
ñòåïåíè — ôîðìó ð1 è íå îñàæäàëè ôîðìó ð3 (ðèñ. 4, à).
Â ïðåöèïèòàòàõ èç ýêñòðàêòîâ êîíòðîëüíûõ è ñòèìóëèðî-
âàííûõ èîíàìè ëèòèÿ ÌÑÊ, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë ê ð130, âûÿâëÿëñÿ b-êàòåíèí (ðèñ. 4, à). Íåñìîòðÿ
íà óâåëè÷åííûé óðîâåíü b-êàòåíèíà, âûÿâëÿåìûé ïóòåì
èììóíîáëîòèíãà ïîñëå ñòèìóëÿöèè ÌÑÊ èîíàìè ëèòèÿ,
êîëè÷åñòâî áåëêà â ïðåöèïèòàòàõ íîðìàëüíûõ è ñòèìóëè-
ðîâàííûõ êëåòîê íå ðàçëè÷àëîñü.

Àíòèòåëà ê b-êàòåíèíó ïðåöèïèòèðîâàëè èç ýêñòðàê-
òîâ ÌÑÊ, ñòèìóëèðîâàííûõ èîíàìè ëèòèÿ, çíà÷èòåëüíî
áîëüøåå êîëè÷åñòâî áåëêà, ÷åì èç ýêñòðàêòîâ íåñòèìóëè-
ðîâàííûõ êëåòîê (ðèñ. 4, á). Óðîâåíü ð130 ïðè ñòèìóëÿ-
öèè èîíàìè ëèòèÿ ïîâûøàëñÿ, à ðèñóíîê åãî ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ õàðàêòåðèçîâàëñÿ ïîÿâëåíèåì áûñòðî ïîäâèæ-
íûõ ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðì ïðè ñðàâíåíèè ñ
êîíòðîëåì (ðèñ. 4, á, äîðîæêè 5, 6). Àíòèòåëà ê b-êàòåíè-
íó êîïðåöèïèòèðîâàëè èç ýêñòðàêòîâ ÌÑÊ ð130, ïðè÷åì,
ïîäîáíî àíòèòåëàì ê ð130, â äàííîì ñëó÷àå â ïðåöèïè-
òàòàõ âûÿâëÿëàñü ôîðìà ð2 áåëêà, êîëè÷åñòâî êîòîðîé
çíà÷èòåëüíî âîçðàñòàëî ïîñëå ñòèìóëÿöèè êëåòîê èîíàìè
ëèòèÿ (ðèñ. 4, á, äîðîæêè 7, 8). Àíòèòåëà ê Gsk3b êîïðå-
öèïèòèðîâàëè èç ýêñòðàêòîâ íîðìàëüíûõ è ñòèìóëè-
ðîâàííûõ èîíàìè ëèòèÿ ÌÑÊ êàê b-êàòåíèí, òàê è ð130
(ðåçóëüòàòû íå ïîêàçàíû).

Îáñóæäåíèå

Â ñîñòîÿíèè ïîêîÿ àêòèâíîñòü ãåíîâ, ðåãóëèðóþùèõ
ïðîõîæäåíèå ôàç S è G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà, ñóïðåññèðî-
âàíà (Sun et al., 2007). Ýòà ñóïðåññèÿ îïîñðåäîâàíà òîðìî-
æåíèåì òðàíñêðèïöèè ìíîæåñòâà ãåíîâ, ïðîìîòåðû êîòî-
ðûõ ñîäåðæàò ñàéòû ñâÿçûâàíèÿ áåëêîâ ñåìåéñòâà Å2F è
âçàèìîäåéñòâóþò ñ îäíèì èç ôàêòîðîâ ýòîãî ñåìåéñòâà —
E2f4. E2f4 ôîðìèðóåò êîìïëåêñ ñ ð130, êîòîðûé òðàíñ-
êðèïöèîííî ïîäàâëÿåò ñèíòåç áåëêîâ, ó÷àñòâóþùèõ â
êîíòðîëå êëåòî÷íîãî öèêëà è ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, êîíòðîëü-
íîé òî÷êå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ, ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ñáîðêå è
êîíäåíñàöèè õðîìàòèíà, ðàñõîæäåíèè õðîìîñîì è êîíò-
ðîëüíîé òî÷êå ìèòîòè÷åñêîãî âåðåòåíà (Garriga et al.,
1998; Ren et al., 2002). Â E2f4 îòñóòñòâóåò ñèãíàë ÿäåðíîé
ëîêàëèçàöèè, ïîýòîìó îí ñïîñîáåí ëèøü ê ïàññèâíîìó ïå-
ðåìåùåíèþ èç öèòîïëàçìû â ÿäðî â ôàçàõ G0/G1, â êîòî-
ðûõ âûÿâëÿåòñÿ âûñîêèé óðîâåíü ÿäåðíîãî ð130, ñîäåð-
æàùåãî ñèãíàë ÿäåðíîé ëîêàëèçàöèè (Muller et al., 1997;
Chestukhin et al., 2002).

Ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü ð130, ñâÿçàííàÿ ñ êëå-
òî÷íûì öèêëîì, ðåãóëèðóåòñÿ ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
Cdk. Ñîâðåìåííûå ïóáëèêàöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî â ôàçàõ
G0/G1 ð130 ôîñôîðèëèðóåòñÿ òàêæå êèíàçîé Gsk3b, îäíîé
èç îñíîâíûõ ìèøåíåé êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ b-êàòåíèí, ïåðå-
äàþùèé ñèãíàëû â êàíîíè÷åñêîì ñèãíàëüíîì ïóòè
Wnt/b-êàòåíèí (Litovchick et al., 2004). Ðîëü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ð130 êèíàçîé Gsk3b íåäîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷å-
íà. Â íàøèõ îïûòàõ àêòèâàöèÿ â ÌÑÊ ñèãíàëüíîãî ïóòè
Wnt/b-êàòåíèí ïóòåì èõ êîêóëüòèâèðîâàíèÿ ñ êëåòêàìè
ëèíèè À-549 èëè êóëüòèâèðîâàíèÿ â ñðåäå ñ èîíàìè ëè-
òèÿ ïðèâîäèëà ê àêòèâàöèè b-êàòåíèíà, à òàêæå ñîïðî-
âîæäàëàñü ïîâûøåíèåì óðîâíÿ è èçìåíåíèåì ðèñóíêà
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ð130 è E2f4 (ðèñ. 1). Ñî÷åòàííàÿ àêòè-
âàöèÿ â ÌÑÊ ð130 è E2f4 â óñëîâèÿõ àêòèâàöèè ñèãíàëü-
íîãî ïóòè Wnt/b-êàòåíèí íå áûëà ñîïðÿæåíà ñ òîðìîæå-

íèåì èõ ïðîëèôåðàòèâíîé àêòèâíîñòè (ðèñ. 2, à). Íåñîîò-
âåòñòâèå ìåæäó àêòèâàöèåé áåëêîâ ð130, E2f4, ñ îäíîé
ñòîðîíû, è óñêîðåíèåì äåëåíèÿ ÌÑÊ — ñ äðóãîé, âîç-
ìîæíî, âûçâàíû îñîáåííîñòÿìè ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî
öèêëà â ÌÑÊ, íàïðèìåð ôîðìèðîâàíèåì êîìïëåêñà
ð130/E2f4/b-êàòåíèí. Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, b-êàòåíèí
ñïîñîáñòâóåò ñèíòåçó ïðîòîîíêîãåíà Myc è öèêëèíà
D1 — èíäóêòîðîâ ôàçû G1 êëåòî÷íîãî öèêëà — è ïîòåí-
öèàëüíî ñïîñîáåí òîðìîçèòü ñóïðåññîðíûå ñâîéñòâà ð130
(Reya, Clevers, 2005).

Â ýêñòðàêòàõ àñèíõðîííî äåëÿùèõñÿ è ñèíõðîíèçèðî-
âàííûõ â ôàçàõ S è G2/M êëåòî÷íîãî öèêëà ÌÑÊ óðîâåíü
è ðèñóíîê ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ð130 è E2f4 ïîäîáíû, ð130
ïðåäñòàâëåí òðåìÿ ðàçëè÷íî ôîñôîðèëèðîâàííûìè ôîð-
ìàìè, âêëþ÷àÿ ãèïåðôîñôîðèëèðîâàííóþ ôîðìó ð3, à
E2f4 íàõîäèòñÿ â íåàêòèâíîì ãèïîôîñôîðèëèðîâàííîì
ñîñòîÿíèè (ðèñ. 3, á). Ïðèñóòñòâèå ôîðìû ð3 ð130, êàê
ïðàâèëî, õàðàêòåðèçóåò àêòèâàöèþ äåëåíèÿ êëåòêè, íà-
ïðèìåð â êëåòêàõ ëèíèè T98G ôîðìà ð3 ïîÿâëÿåòñÿ â
ôàçàõ G1/S, ÷òî ñîïðîâîæäàåòñÿ óìåíüøåíèåì óðîâíÿ
ð130 â ïîñëåäóþùèõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà (ðèñ. 3, â).
Ïî äàííûì ëèòåðàòóðû, ïîÿâëåíèå ãèïåðôîñôîðèëèðî-
âàííîé ôîðìû ð3 ð130 ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé åãî óáèêâèòè-
íàöèè è ïîñëåäóþùåé äåãðàäàöèè â ïðîòåàñîìàõ (Tedesco
et al., 2002). Â ïîêîÿùèõñÿ ãåïàòîöèòàõ ð130 ïðèñóòñòâó-
åò â àêòèâíûõ ãèïîôîñôîðèëèðîâàííûõ ôîðìàõ ð1 è ð2
(ðèñ. 3, á), à àêòèâàöèÿ äåëåíèÿ êëåòîê ïå÷åíè, ïî äàííûì
ëèòåðàòóðû, ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîÿâëåíèåì ôîðìû ð3 ð130
(Mayol et al., 1995).

Â íîðìàëüíûõ óñëîâèÿõ â êëåòêàõ ïå÷åíè è ïîêîÿ-
ùèõñÿ êëåòêàõ ëèíèè T98G ïðèñóòñòâóþò àêòèâíûå ãè-
ïåðôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû E2f4 (ðèñ. 3, á, â). Èçëî-
æåííûå âûøå äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî â ÌÑÊ
â ïðîòèâîïîëîæíîñòü êëåòêàì ïå÷åíè è êëåòêàì ëèíèè
T98G ð130 è E2f4 òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ôîðìèðîâàòü àê-
òèâíûé ñóïðåññîðíûé êîìïëåêñ ð130/E2f4, ðåãóëèðóþ-
ùèé õîä êëåòî÷íîãî öèêëà.

Â ðàñòóùèõ àñèíõðîííî è ñèíõðîíèçèðîâàííûõ â ôà-
çàõ S è G2/M ÌÑÊ õàðàêòåð ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïî-
äâèæíîñòè b-êàòåíèíà íå ðàçëè÷àåòñÿ, ÷òî, âåðîÿòíî, ñî-
îòâåòñòâóåò ïîäîáíîìó óðîâíþ è õàðàêòåðó ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ áåëêà â êëåòêàõ, ïðîõîäÿùèõ ðàçëè÷íûå ôàçû
êëåòî÷íîãî öèêëà. Íàïðîòèâ, â ïîêîÿùèõñÿ êëåòêàõ ïå÷å-
íè b-êàòåíèí õàðàêòåðèçóåòñÿ áûñòðîé ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêîé ïîäâèæíîñòüþ, ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñîîòâåòñòâóåò åãî
àêòèâíîìó ãèïîôîñôîðèëèðîâàííîìó ñîñòîÿíèþ (ðèñ. 3,
á). Âîçìîæíî, ÷òî îòñóòñòâèå â ÌÑÊ â õîäå êëåòî÷íîãî
öèêëà àêòèâàöèè ñóïðåññîðíîãî êîìïëåêñà ð130/E2f4 âû-
çâàíî ôèçè÷åñêèì âçàèìîäåéñòâèåì ð130 ñ b-êàòåíèíîì.
Gsk3b, êîòîðàÿ ôîñôîðèëèðóåò b-êàòåíèí è ð130 â ôàçàõ
G0/G1 (Litovchick et al., 2004), ìîæåò ñëóæèòü ìàòðèöåé
äëÿ èõ ôèçè÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå
ïîäòâåðæäàåòñÿ ðåçóëüòàòàìè íàøèõ îïûòîâ, â êîòîðûõ
àíòèòåëà ê ð130 êîïðåöèïèòèðîâàëè b-êàòåíèí (ðèñ. 4, à),
à àíòèòåëà ê b-êàòåíèíó — ð130 (ðèñ. 4, á, äîðîæêè 7, 8)
èç îäíèõ è òåõ æå ýêñòðàêòîâ íîðìàëüíûõ èëè ñòèìóëèðî-
âàííûõ èîíàìè ëèòèÿ ÌÑÊ. Èíòåðåñíî, ÷òî àíòèòåëà ê
ð130 ïðåöèïèòèðîâàëè ðàâíîå êîëè÷åñòâî ð130 è b-êàòå-
íèíà èç ýêñòðàêòîâ íîðìàëüíûõ è ñòèìóëèðîâàííûõ
èîíàìè ëèòèÿ ÌÑÊ, ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 4, à), òîãäà êàê
àíòèòåëà ê b-êàòåíèíó ïðåöèïèòèðîâàëè çíà÷èòåëüíî
áîëüøåå êîëè÷åñòâî ýòèõ áåëêîâ èç ñòèìóëèðîâàííûõ
êëåòîê (ðèñ. 4, á, äîðîæêè 3, 4 è 7, 8). Âåðîÿòíî, èñïîëü-
çîâàííûå íàìè àíòèòåëà ê ð130 â ÈÏ âçàèìîäåéñòâóþò ñ
íèçêèì àôôèíèòåòîì ñ ãèïîôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìîé
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ð1 ð130, ïðîäóêöèÿ êîòîðîé âîçðàñòàåò ïîñëå ñòèìóëÿöèè
êëåòîê èîíàìè ëèòèÿ.

Ïðåöèïèòàöèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê Gsk3b
ïîäòâåðäèëà îïèñàííûå âûøå ðåçóëüòàòû, ñâèäåòåëüñòâó-
þùèå î òîì, ÷òî ð130 è b-êàòåíèí âõîäÿò â ñîñòàâ îäíîãî
êîìïëåêñà, âêëþ÷àþùåãî â ñåáÿ Gsk3b (ðåçóëüòàòû íå ïî-
êàçàíû).

Â öåëîì ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå äàþò îñíîâàíèå
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â ÌÑÊ p130 îáðàçóåò êîìïëåêñ ñ b-êà-
òåíèíîì, ÷òî îïîñðåäîâàíî Gsk3b, êîòîðàÿ ôîñôîðèëèðó-
åò îáà áåëêà è ìîæåò ñëóæèòü ìàòðèöåé äëÿ èõ ôèçè÷å-
ñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Â êëåòêàõ ïå÷åíè in vivo è êëåòêàõ
ëèíèè T98G in vitro ð130 ôîðìèðóåò ñóïðåññîðíûé êîìï-
ëåêñ ð130/E2f4, ïðåïÿòñòâóþùèé èõ âûõîäó èç ñîñòîÿíèÿ
ïîêîÿ. Ôîñôîðèëèðîâàíèå ð130 â ïåðåõîäå G1/S ñîïðî-
âîæäàåòñÿ åãî èíàêòèâàöèåé è îòìåíÿåò ñïîñîáíîñòü ð130
ôîðìèðîâàòü ñóïðåññîðíûé êîìïëåêñ ñ E2f4, ñïîñîáñòâóÿ
âûõîäó êëåòîê â ôàçó S. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü êëåòêàì
ëèíèè T98G è ãåïàòîöèòàì â ÌÑÊ ôîðìèðîâàíèå êîìï-
ëåêñà ð130b-êàòåíèí/Gsk3 b, âåðîÿòíî, ñîïðîâîæäàåòñÿ
îòìåíîé ñóïðåññîðíûõ ñâîéñòâ ð130 è ñîçäàåò óñëîâèÿ
äëÿ èçìåíåíèÿ ìåõàíèçìà ñîïðÿæåíèÿ ïðîöåññîâ ïðîëè-
ôåðàöèè è äèôôåðåíöèðîâêè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
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THE CELL CYCLE REGULATOR P130 AND Â-CATENIN FORM A COMPLEX

IN MESENCHYMAL STEM CELLS

N. S. Petrov, O. V. Zhidkova, V. V. Zenin, Y. M. Rosanov, B. V. Popov1
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Suppressor complex p130/E2f4 inhibits transcription of multiple genes proteins regulating cell cycle pro-
gression and induces cell cycle arrest at G0/G1 required for induction of cell differentiation in cells of many tis-
sues in vivo and various cell lineages in vitro. We found here that, in mesenchymal stem cells, (MSC) activation
of the Wnt/â-catenin signal pathway induced by MSC coculture with the A-549 cell line or by growth in the me-
dium containing Li+ ions, which resulted in the accumulation of active forms of the p130, E2f4 and â-catenin,
was not coupled with inhibition of cell cycle progression. Cell cycle synchronization of the MSC induced by
thymidine and nocodazol was not resulted in change of the levels and phosphorylation pattern of the p130 in
contrast to mouse hepatocytes and T98G cells which showed accumulation of the p130 form p1 and p2 in quies-
cence and form p3 under active proliferative. Antibody to p130 precipitated from extracts of MSC activated by
Li+ ions â the p130 form 2 and hyperphosphorilated â-catenin. The results obtained suggest that Gsk3â, p130
and â-catenin form in MSC a complex the functional role of which may be associated with activation of diffe-
rentiation not coupled to cell cycle arrest.

K e y w o r d s: mesenchymal stem cells, p130, Wnt/â-catenin, E2f4, cell cycle, differentiation.
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