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УСЛОВНЫЕ СОКРАЩЕНИЯ *

АПК — антиген-презентирующие клетки
БОЕ-Э — эритроидная бурстобразующая единица
ВКМ — внутренняя клеточная масса
ГМК — гладкомышечные клетки
ГМФ — гуанозинмонофосфат
ГСК — гемопоэтические стволовые клетки
ГТФаза — гуанозинтрифосфатаза
ДБД — ДНК-связывающий домен транскрипционного фактора 
ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота 
ЖКТ — желудочно-кишечный тракт 
ЗСК — зародышевые стволовые клетки
ИНТАС (INTAS, The International Association for the promotion of cooperation with scien­

tists from the new independent States of the former Soviet Union) — Междуна­
родная ассоциация взаимодействия с учеными из новых независимых госу­
дарств бывшего Советского Союза 

иПК — индуцированные плюрипотентные клетки 
Иптг — изопропилтиогалактозид 
КОЕ — колониеобразующая единица 
КОЕ-ГЭММ — гранулоцитарно-эритроцитарно-моноцитарно-

мегакариоцитарная колониеобразующая единица
КОЕ-Э — эритроидная колониеобразующая единица
ЛПВП — липопротеины высокой плотности
л п н п — липопротеины низкой плотности
МаСК — стволовые клетки молочной железы
миРНК — (siRNA) маленькая интерферирующая РНК
мкРНК — (miRNA) микро РНК
ММ — молекулярная масса
мРНК — матричная рибонуклеиновая кислота
МСК — мезенхимальные стволовые клетки
мЭСК — мышиные эмбриональные стволовые клетки
МЭФ — мышиные эмбриональные фибробласты
н с к — стволовые клетки центральной или периферической нервной системы, или

нейрональные стволовые клетки
о м л — острый миелоидный лейкоз
о с к — опухолевые стволовые клетки
ПЦР — полимеразная цепная реакция
РНК — рибонуклеиновая кислота
РТПХ — реакция «трансплантат против хозяина»
РФФИ — Российский фонд фундаментальных исследований
РХПТ — реакция «хозяин против трансплантата»

* В условных сокращениях встречаются одинаковые буквенные написания генов и их продук­
тов. Для их распознавания название гена принято обозначать прописной буквой (например, GATA). 
а его продукта — строчной (Gata). Аналогично обозначены и другие гены и их продукты. Названия 
сигнальных путей и ростовых факторов обозначены прописными буквами, как это принято в зару­
бежной литературе.
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СК — стволовая клетка
СКК — стволовые кроветворные клетки
ССК — соматические стволовые клетки
ТАД — активирующий транскрипцию домен транскрипционного фактора
ТКП — терминальные концевые почки
ФСГ — фолликулостимулирующий гормон
цАМФ — циклический аденозинмонофосфат
ЦНС — центральная нервная система
чЭСК — эмбриональные стволовые клетки человека
ЭКП — эндотелиальные клетки-предшественники
ЭСК — эмбриональные стволовые клетки

АА (amino acids) — аминокислоты или аминокислотные остатки 
AAV (adeno-associated virus) — аденоассоциированный вирус 
ADP — аденозиндифосфорная кислота (АДФ)
ANP (atrial natriuretic protein) — предсердный натрийуретический протеин 
ANT (altered nuclear transfer) — перенос измененных ядер 
Apl (activator protein 1) — активаторный белок 1
Apafl (apoptotic protease activating factor 1) — фактор 1, активирующий протеазы 

апоптоза
АРС (adenomatous polyposis coli) — ген, мутации которого являются причиной 

наследственного аденоматоза кишечника 
АРС* (anaphase promoting complex) — комплекс, способствующий анафазе 
АТР — аденозинтрифосфорная кислота (АТФ)
ВСС (basal cell carcinoma) — карцинома, происходящая из клеток базального слоя 

эпидермиса кожи
Bdnf (brain derived neurotrophic factor) — нейротрофический фактор, происходящий 

из головного мозга 
Bmp (bone morphogenetic protein) — костный морфогенетический белок 
Bmpr (bone morphogenetic protein receptor) — рецептор костного морфогенетического 

белка
аСА (cardiac actin а) — сердечный актин а 
cTnl (cardiac troponin I) — сердечный тропонин I 
EGF (epidermal growth factor) — эпидермальный ростовой фактор 
Egfp (enhanced green fluorescense protein) — белок с усиленной зеленой флюоресцен­

цией
ЕРО (erythropoietin) — эритропоэтин
ER (endoplasmic reticulum) — эндоплазматический ретикулум
ErbB family (epidermal growth factor receptor family) — семейство рецепторов эпидермаль­

ного ростового фактора 
FACS (fluorescence-activated cell sorting) — сортировка клеток, активируемая флюорес­

ценцией
FGF (fibroblast growth factor) — фибробластный ростовой фактор 
Flk-1 (fetal liver kinase 1) — киназа-1 фетальной печени
FL/FLT-3L (fetal liver tyrosin kinase receptor 3 ligand) — лиганд рецепторной фетальной 

печеночной тирозинкиназы 3 
Fog-2 (friend of Gata-2) — белок, способствующий активности фактора Gata-2 
Gata-1—Gata-6 — белки, содержащие ДНК-связывающий мотив WGATAR и родствен­

ные последовательности CGATGG и AGATTA 
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) — гранулоцитарный колониестимулирую­

щий фактор
Gfp (green fluorescence protein) — зеленый флюоресцирующий протеин 
GlyA (glycophorin А) — гликофорин А
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GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — гранулодитарно-макро- 
фагальный колониестимулирующий фактор 

Gsk3p (glycogen synthase kinase 3(3) — зр киназа гликоген синтетазы 
Has2 (hyaluronic acid synthase 2) — синтетаза 2 гиалуроновой кислоты 
Hat (histone acetyltransferase) — гистоновая ацетилтрансфераза 
Hdac (histone deacetylase) — гистоновая деацетилаза 
HDL -  см. ЛПВП
HGF (hepatocyte growth factor) — фактор роста гепатоцитов 
hHo-1 (human heme oxigenase-1) — гемоксигеназа-1 гема человека, чувствительная 

к стрессу изоформа оксигеназы гема 
HLA (human leukocyte antigens) — антигены гистосовместимости лейкоцитов человека 
Hmg (high mobility group) — домен высокой подвижности 
Hop (homeodomain only protein) — белок, содержащий один гомеодомен 
HPV (human papilloma virus) — вирус папилломы человека 
Hsp70 (heat shock protein 70) — белок теплового шока с ММ 70 кДа 
hTert — теломеразная обратная транскриптаза человека
Icam-1 (intercellular cell adhesion molecule-1) — межклеточная адгезионная молекула 1 
Jnk (Jun N-terminal kinase) — киназа N-концевого участка фактора Jun 
IGF-1 (insulin-like growth factor-1) — инсулиноподобный ростовой фактор 1 
Lfa 1 (leukocyte function-associated antigen 1) — антиген-1, связанный с функциями 

лейкоцитов
Ldlr (lipoprotein low density receptor) — рецептор лиганда липопротеинов низкой 

плотности
LTCIC (long-term culture-initiating cells) — клетки, инициирующие долгосрочную 

культуру
MACS (magnetic affinity cell sorting) — аффинная сортировка клеток с использованием 

магнита
МАРС (multipotent adult progenitor cells) — мультипотентные клетки-предшественники 

зрелого организма
M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) — макрофагальный колониестимулирую­

щий фактор
Mef2 (myocyte enhancer factor 2) — фактор 2, активирующий миоциты 
МНС (major histocompatibility complex) — главный комплекс гистосовместимости 
Mhcp (myosin heavy chain P) — тяжелая P цепь миозина 
miRNA (micro RNA) — микро РНК 
Mlc2V(myosin light chain 2V) — легкая 2V цепь миозина 
Mlc3F (myosin light chain 3F) — легкая 3F цепь миозина 
Mmp (matrix metaloproteinases) — металлопротеиназы клеточного матрикса 
MSAC (mitotic spindle assembly checkpoint) — контрольная точка сборки митотического 

веретена
MSC (mesenchymal stem cells) — мезенхимальные стволовые клетки,
NGF (nerve growth factor) — фактор роста нервов
PDGF (platelet derived growth factor) — тромбоцитарный ростовой фактор
PGC (primordial germ cells) — примордиальные зародышевые клетки
Pkc (protein kinase С) — протеинкиназа С
PLGF (placental growth factor) — ростовой фактор плаценты
Pr — рецептор прогестерона
Raldh2 (retinaldehyde dehydrogenase 2) — дегидрогеназа 2 сетчатой оболочки глаза 
RB (retinoblastoma gene) — ген, мутации которого приводят к возникновению ретино- 

бластомы — опухоли сетчатки глаз 
ROS (reactive oxygen species) — формы реактивного кислорода 
Sca-1 (stem cell antigen-1) — антиген-1 стволовых клеток 
Scf (stem cell factor) — фактор стволовых клеток
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SC1D (severe combined immunodeficiency) — тяжелый комбинированный иммунодефицит 
SDF-1 (stroma-derived factor-1) — фактор-1 стромального происхождения 
Serca (sarco/endoplasmic reticulum Са2+ ATPase) — АТФаза сарко/эндоплазматического 

ретикулума, переносящая Са2+ из цитозоля в ER в ходе расслабления мышц 
siRNA (small interfering RNA) -  маленькая интерферирующая РНК 
Sm22a (smooth muscle 22a) — гладкомышечный актин 22 
Sme (smooth muscle element) — элемент гладких мышц 
SP (side-population) — краевая популяция клеток 
SRF (serum response-factor) — фактор, чувствительный к сыворотке 
Tcf (T-cell factor) — Т-клеточный фактор
TGFp (transforming growth factor P) — трансформирующий ростовой фактор p 
TPO (trombopoietin) — тромбопоэтин 
TR — теломеразная РНК
Vcam-1 (vascular cell adhesion molecule-1) -  сосудистая клеточная адгезионная молеку­

ла 1
VEGF (vascular endothelial growth factor) -  сосудистый эндотелиальный ростовой фак­

тор
VEGFR2 (vascular endothelial growth factor receptor 2) -  рецептор 2 сосудистого эндо­

телиального ростового фактора 
Vla-4 (very late antigen-4) — очень поздний антиген-4
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ПРЕДИСЛОВИЕ

В настоящей книге в доступной для широкой русскоязычной аудитории 
форме кратко изложены современные данные об основных свойствах стволо­
вых клеток, методах их изучения и возможностях использования. Стволовые 
клетки представляют собой наиболее перспективный источник восстановитель­
ного лечения, пригодный для прямой трансплантации клеток, переноса моди­
фицированных in vitro клеток, биоконструирования тканей и органов. Регенера­
тивный потенциал стволовых клеток основан на их основных свойствах, таких 
как иммортальность (бессмертие) и способность к дифференцировке в одну, не­
сколько или всевозможные клетки организма. Механизм поведения стволовых 
клеток в настоящее время изучен не с той полнотой, которая могла бы гаранти­
ровать их эффективное применение в практической медицине. Более того, 
трансплантация стволовых клеток в лечебных целях может сопровождаться се­
рьезными осложнениями, например, вызывать рост опухолей у реципиентов. 
В силу этих причин представляется важным рассмотрение фундаментальных 
сторон клеточной биологии стволовых клеток в рамках издания, предназначен­
ного читателям с разным уровнем специальных знаний.

Стволовые клетки обладают не только уникальными, но и универсальными 
свойствами, общими для всех клеток организма, например, способностью делить­
ся, дифференцироваться, подвергаться программированной смерти и программи­
рованному старению. Универсальные свойства клеток формировались на основе 
гомологичных свойств простых организмов в ходе продолжительного развития 
животного царства. Структурные, функциональные и регуляторные системы 
сложных и простых организмов имеют много общего, а отдельные их элементы 
могут быть взаимозаменяемы, например, перенос некоторых регуляторных бел­
ков клеточного цикла человека в одноклеточные организмы может восстанавли­
вать функции последних в случае утраты ими гомологичных белков.

Уникальные функции стволовых клеток — иммортальность и дифференци- 
ровочный потенциал, начинают формироваться в процессе развития у простых 
многоклеточных организмов. Реализация этих функций основана на использо­
вании путей передачи сигналов и их интеграции с сигнальными путями, регули­
рующими универсальные функции клетки. Интеграция и регуляция общих и 
специальных функций стволовых клеток осуществляется в контексте клеточно­
го цикла. Образно говоря, настоящее и будущее стволовых клеток основано на 
их прошлом. Подобные представления дают основания для рассмотрения отдель­
ных функций стволовых клеток и их регуляции на примере простых организ­
мов, таких как дрожжи, отдельных клеток многоклеточных организмов с про­
стым клеточным циклом, например, ооцитов лягушки, а также путем изучения 
клеток сложных многоклеточных организмов в культуре in vitro.

Настоящая книга состоит из 10 глав, в первой из которых рассматривается 
феноменология и классификация, этические проблемы применения, общие 
принципы регуляции функций стволовых клеток, наиболее важные современ­
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ные достижения в изучении стволовых клеток, в частности индуцированные 
плюрипотентные клетки. В первой главе рассматривается также авторская гипо­
теза механизма регуляции функций стволовых клеток, которая может помочь 
читателю объединить разностороннюю информацию о стволовых клетках в 
одно целое. Четыре последующие главы посвящены рассмотрению клеточного 
цикла и его регуляции. Большое внимание, уделяемое в книге клеточному цик­
лу, соответствует авторской гипотезе, что рефляция основных функций стволо­
вых клеток осуществляется в контексте клеточного цикла. В ходе клеточного 
цикла стволовая клетка выбирает свою судьбу, что основано на ее уникальной 
способности совершать асимметричные деления, в результате которых одна из 
дочерних клеток сохраняет свойства материнской клетки, тогда как другая теря­
ет эти свойства и коммитируется к дифференцировке. При рассмотрении конт­
рольной системы клеточного цикла большое внимание уделяется семейству 
продукта гена ретинобластомы (pRb), члены которого являются вездесущими 
регуляторами деления клетки и играют ключевую роль в регуляции выбора су­
дьбы в клетках различной тканевой специфичности. В главах 6—8 обсуждаются 
сигнальные пути Bmil, Shh, Notch, TGFp и Wnt/p-катенин, играющие основную 
роль в регуляции функций стволовых клеток. Сигнальные пути и их отдельные 
молекулы формируют материальную основу функционирования клетки, а регу­
ляторные сигнальные молекулы представляют собой потенциальные мишени 
для направленного изменения ее активности. В главе 9 рассматриваются приме­
ры молекулярной регуляции функций стволовых клеток. Такие примеры дают 
возможность схематично представить взаимодействие отдельных элементов 
сигнальных путей, создающих основы и связывающие между собой имморталь- 
ность и дифференцировочный потенциал стволовых клеток. Эти же элементы 
представляют собой потенциальные мишени для фармакологических лечебных 
воздействий на стволовые клетки. В 10-й главе рассматриваются системы ткане­
вого самоподдержания в отдельных органах, основанные на активности ткане­
специфических соматических стволовых клеток. Утрата контроля над имморталь- 
ностью стволовых клеток может сопровождаться их превращением в опухоле­
вые стволовые клетки, автономная и активная пролиферация которых проявля­
ется в форме опухолевого роста. Гипотеза опухолевых стволовых клеток утвер­
ждает, что мишенями противоопухолевой терапии должны быть именно эти 
клетки, а не вся опухолевая ткань, воздействие на которую может не вызывать 
долгосрочного эффекта и сопровождаться рецидивом ее роста.

Подготовка материала настоящей книги стала возможной в результате фи­
нансирования экспериментальных исследований автора по ниже перечислен­
ным грантам: 95954 РФФИ/ИНТАС — «Целенаправленное слежение за миэлопо* 
эзом в процессе кроветворения как подход для идентификации специфических 
генов, их функционального анализа и изучения линейного коммутирования»; 
96-04-48227 РФФИ — «Изучение Е2Р-зависимого механизма регуляции клеточ­
ного роста и дифференцировки»; 98-04-49674 РФФИ — «Изучение механизма 
регуляции клеточного роста и дифференцировки, опосредованного транскрип­
ционным фактором E2F4»; 06-04-48439 РФФИ — «Изучение роли сигнального 
пути Wnt/p-катенин в энтодермальной дифференцировке мезенхимальных 
стволовых клеток»; 09-04-00595 РФФИ — «Генетическое репрограммирование 
соматических клеток различной тканевой специфичности в эпителиальные 
клетки мочевыводящей системы».



16 Предисловие

Автор выражает глубокую признательность Владимиру Борисовичу Серико­
ву и Альберту Михайловичу Зайчику (Медицинская академия последипломного 
образования Росздрава, Санкт-Петербург); Людмиле Ивановне Тищенко 
(кафедра биохимии Санкт-Петербургского государственного университета); 
Алексею Николаевичу Томилину и Елене Николаевне Толкуновой (Институт 
цитологии РАН), Николаю Сергеевичу Петрову, Михаилу Александровичу Лис- 
ковых, Ольге Владимировне Жидковой, Ольге Владимировне Злобиной (аспи­
рантам и студентам Института цитологии РАН), которые приняли участие в об­
суждении материала настоящей книги.



ВВЕДЕНИЕ

В современном мире читатель может страдать от избытка информации, что 
часто сочетается с нехваткой специальной литературы. Такая ситуация иногда 
вызывает дискомфорт, который сменяется чувством гармонии по мере того, как 
найдена идея, объединяющая хорошо известное «старое» и не совсем понятное 
«новое». Это действительно и по отношению к проблеме стволовых клеток. 
Стволовые клетки стали восприниматься в XXI в. не как интригующий, хотя и 
довольно абстрактный объект биологических исследований, но как реальная и 
даже притягательная мишень во многих областях биологии и медицины. В мире 
науки стволовые клетки рассматриваются сегодня как источник формирования 
целого организма при клонировании различных животных, как незаменимый 
ресурс для получения клеток человека при терапевтическом клонировании, как 
основа для регенерации самообновляющихся тканей многоклеточных организ­
мов, нарушение которой является причиной широко распространенных, напри­
мер злокачественных, заболеваний. Несмотря на то что стволовые клетки уже 
широко применяются в практической медицине как за границей, так и в нашей 
стране, их терапевтическое использование часто оказывается неэффективным 
вследствие незнания клеточных и молекулярных механизмов поведения. 
Об этом свидетельствуют опубликованные случаи возникновения опухолей при 
лечебном использовании стволовых клеток. В основе туморогенности стволо­
вых клеток лежит их способность к неограниченно длительному делению, поте­
ря контроля над которым в процессе лечения может осложняться превращени­
ем активно делящихся клеток в опухоль. Иначе говоря, стволовые клетки явля­
ются условно туморогенными, т. е. обладают способностью превращаться 
в опухолевые клетки при нарушении условий их жизни.

Сегодня известно, что все ткани зрелого организма обеспечены соматиче­
скими стволовыми клетками, постоянно «проживающими» в специальных ни­
шах и обладающими способностью к специализации в зрелые клетки данной 
ткани, например в клетки кишечника, кожи, крови и другие. Зрелые клетки вы­
полняют тканеспецифические функции, но имеют ограниченную продолжитель­
ность жизни и нуждаются в постоянном замещении новыми клетками, возника­
ющими при размножении тканеспецифических стволовых клеток. Соматиче­
ские стволовые клетки наделены пластичностью, т. е. способностью изменять 
свои свойства и образовывать при определенных условиях зрелые клетки иной 
тканевой специфичности, например, кроветворные стволовые клетки способны 
превращаться в клетки миокарда или клетки головного мозга. Этот феномен яв­
ляется основанием для практического применения соматических стволовых 
клеток доступной ткани, например кроветворной ткани костного мозга, для ре­
генеративной терапии заболеваний сердца, нервной системы и других тканей. 
Эмпирически стволовые клетки, в частности стволовые клетки крови, использу­
ются в практической медицине с середины прошлого века для восстановитель­
ной терапии при заболеваниях крови, хотя фундаментальные биологические 
основы их регенеративной активности не полностью изучены. В настоящее вре­
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мя список стволовых клеток различной тканевой специфичности, используемых 
для восстановительного лечения, значительно расширился, более того, стволовые 
клетки стали использоваться как объекты биотехнологического конструирования 
для направленной коррекции функций поврежденных органов и тканей.

Подбор и изложение материала настоящей книги основаны на двух идеях. 
Первая идея состоит в том, что регуляция в отделе стволовых клеток осуществ­
ляется путем сопряжения их уникального свойства иммортальности (самопод­
держания) с универсальными функциями, присущими соматическим клеткам 
различных тканей, такими как дифференцировка, старение и апоптоз. Вторая 
идея утверждает, что сопряжение самоподдержания и универсальных функций 
клетки осуществляется в контексте клеточного цикла.

Торможение сопряжения сохраняет способность стволовых клеток к само- 
поддержанию и оставляет их бессмертными. Наоборот, активация сопряжения 
сопровождается утратой самоподдержания стволовых клеток и превращает их 
в смертные клетки с ограниченной продолжительностью жизни.

Современное понимание поведения клеток соответствует представлению, 
что их специфическая и интегративная активность основана на передаче сигна­
лов. Сигнальные пути, поддерживающие отдельные функции стволовых и спе­
циализированных клеток, специфичны, но взаимосвязаны внутри клетки и меж­
ду отдельными клетками на уровне тканей, органов и всего организма. Интегра­
ция сигнальных путей, лежащих в основе деления клетки, регулируется 
специальной контрольной системой, или машиной клеточного цикла. Дополни­
тельно, в ходе деления соматических клеток, машина клеточного цикла осущест­
вляет интеграцию различных функций, например дифференцировки и клеточно­
го старения с прогрессией клеточного цикла. В стволовых клетках регуляция де­
ления и дифференцировки приобретает характер контроля клеточного бессмер­
тия. Стволовая клетка, обладающая секретом иммортальности, демонстрирует 
способность к произвольному выбору между симметричным делением, в ходе 
которого образуются две смертные или две бессмертные клетки, и асимметрич­
ным делением, результатом которого является рождение одной смертной и од­
ной бессмертной клетки. Рассмотрение функционирования стволовых клеток в 
контексте клеточного деления дает возможность для анализа и понимания ме­
ханизмов их регуляции. Изучение взаимосвязей сигнальных путей стволовых и 
«нестволовых» клеток необходимо и для направленной фармакологической 
коррекции функций стволовых клеток. В современной зарубежной литературе 
проблеме стволовых клеток посвящено много периодических и специальных 
изданий, однако русскоязычный читатель, интересующийся этой проблемой, 
находится в определенном информационном вакууме.

Материал настоящей книги включает три основные части: 1) описание эле­
ментов и механизмов регуляции прогрессии клеточного цикла; 2) характеристи­
ку основных сигнальных путей, регулирующих уникальные и убиквитарные 
функции стволовых клеток; 3) представление примеров регуляции функций эм­
бриональных, зародышевых, и соматических стволовых клеток отдельных тка­
ней, основанной на взаимодействии различных сигнальных путей в контексте 
клеточного цикла.

В 2006—2007 гг. группа японских исследователей опубликовала результаты 
опытов, свидетельствующих, что стабильная экспрессия в функционально зре­
лых клетках мышей или человека четырех генов (ОСТЗ/4, SOX2, KLF4, МУС) 
делает их подобными стволовым клеткам. Такие клетки назвали индуцирован-
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ными плюрипотентными клетками, поскольку они приобретали способность 
превращаться в клетки различной тканевой специфичности. Эти публикации 
привлекли к себе интерес не только научной общественности, но и всего миро­
вого сообщества. Значение феномена индукции плюрипотентности:

1) в возможности использования ограниченного числа генов для репрограм­
мирования функционально зрелых и доступных клеток, например клеток кожи, 
в клетки с неограниченным регенеративным потенциалом;

2) в создании молекулярной основы для поиска конкретных генов, индуци­
рующих переход плюрипотентных клеток в функционально зрелые аутологич­
ные клетки необходимой тканевой специфичности, например кардиоциты, ней­
роны, клетки поджелудочной железы и другие;

3) в возможности использования для лечения доступных аутологичных кле­
ток больного, нуждающегося в восстановительной терапии.

Получение индуцированных плюрипотентных клеток с регулируемым ха­
рактером дифференцировки означало бы получение неограниченного источни­
ка для регенеративного лечения.

Материал, включенный в данное пособие, формировался в процессе подго­
товки и прочтения курса лекций в рамках программы по Молекулярной биоло­
гии на кафедре биохимии биолого-почвенного факультета и на спецкурсе ка­
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ГЛАВА 1 КОНЦЕПЦИЯ СТВОЛОВОЙ КЛЕТКИ, 
ХАРАКТЕРИСТИКА СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, 
ЭМБРИОНАЛЬНЫЕ И ИНДУЦИРОВАННЫЕ 
ПЛЮРИПОТЕНТНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ

1.1. Концепция стволовой клетки

Определение понятия «стволовая клетка» 
и ее основные свойства

Современный интерес к стволовым клеткам (СК) как объекту биологиче­
ских и медицинских исследований существенно активировался за последние 
годы вследствие, по крайней мере, трех событий: 1) увеличения продолжитель­
ности жизни и роста числа возрастных заболеваний, лечение которых связано 
с регенеративной терапией, например рака, болезни Альцгеймера, болезни Пар­
кинсона и других; 2) открытию в биологии, которое показало, что рак возника­
ет из клеток, обладающих свойствами СК, так называемых «раковых стволовых 
клеток», которые и должны быть мишенями его терапии; 3) открытию феноме­
на пластичности СК, который лежит в основе трансдифференцировки СК в зре­
лые клетки другой тканевой специфичности. Таким образом, трансплантация 
СК крови может быть эффективным средством лечения заболеваний кроветвор­
ной и некроветворных тканей, например инфаркта миокарда, болезни Паркин­
сона, сахарного диабета и других.

В практической медицине лечение с использованием регенеративного потен­
циала СК основано на их получении из мест естественного обитания в организ­
ме донора, так называемых ниш стволовых клеток. В некоторых случаях СК до­
нора культивируются вне организма с целью их наработки до критической мас­
сы, необходимой для последующей терапии. При культивировании in vitro СК 
могут подвергаться фармакологической обработке или биоинженерным моди­
фикациям, для придания им нужных лечебных свойств, с последующей транс­
плантацией аутологичному донору или иммунологически совместимым реципи­
ентам. Успех трансплантации СК основан на априорном предположении, что 
эти клетки попадут обратно в свое микроокружение (ниши) и будут проявлять 
активность и свойства, присущие им до удаления из организма, а результатом 
трансплантации будет восстановление функций ткани, органа или всего орга­
низма. Однако предсказуемый успех лечения, основанного на применении СК, 
предполагает знание биологических основ их поведения, механизмов взаимо­
действия с другими клетками организма и возможностей регуляции свойств СК 
в специфических тканевых нишах.

СК обладает тремя фундаментальными свойствами: 1) самоподдержанием 
или иммортальностью (бессмертием), под которым понимается способность од­
ной или обеих дочерних клеток сохранять полный потенциал материнской 
клетки, от которой они произошли; хотя клетки-предшественники и некоторые 
зрелые дифференцированные клетки обладают способностью делиться, в про-
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цессе деления они не сохраняют свойств, присущих материнской клетке, то есть 
не обладают способностью к самоподдержанию; 2) способностью дифференци­
роваться в любые клетки тела, в несколько клеточных линий или, по крайней 
мере, в один вид зрелых клеток определенной тканевой специфичности; 3) об­
щее число СК строго регулируется, благодаря существованию механизма обрат­
ной связи между отделами функционально зрелых и стволовых клеток (см. цв. 
вклейку, рис. 1.1).

Гипотеза механизма регуляции 
самоподдержания стволовых клеток

Авторская гипотеза механизма самоподдержания основана на предположе­
нии, что дифференцировочный потенциал СК регулируется путем сопряжения 
сигнальных путей, ответственных за самоподдержание, с сигнальными путями, 
поддерживающими убиквитарные функции, такими как клеточное старение, 
дифференцировка и апоптоз. Ингибиция сопряжения сохраняет способность СК 
к самоподдержанию, и наоборот, активация сопряжения сопровождается утра­
той самоподдержания и выходом СК в популяцию временно амплифицирую- 
щихся клеток-предшественников. Клетки-предшественники утрачивают иммор­
тальность, но приобретают способность к терминальной дифференцировке, 
апоптозу или клеточному старению (см. цв. вклейку, рис. 1.2).

Регуляция самоподдержания стволовых клеток 
в контексте клеточного цикла

Самоподдержание позволяет СК воспроизвести родительские клетки с высо­
кой степенью надежности и сохранить пролиферативный потенциал на протя­
жении всей жизни организма. Для достижения этой цели в популяциях СК ис­
пользуется механизм координации множественных сигнальных путей, который 
утрачивается во многих типах дифференцированных клеток. Механизм самопод­
держания объединяет две функции стволовых клеток: собственно деление и 
поддержание потенциала развития (рис. 1.3). Стволовые клетки на различных 
стадиях развития и в различных тканях используют различные механизмы для 
регуляции самоподдержания, поскольку они обладают различными свойствами 
и решают различные задачи в процессе самовоспроизводящих делений. Напри­
мер эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) сохраняют неограниченный по­
тенциал к дифференцировке, тогда как соматические СК — потенциал к диффе­
ренцировке в несколько или одну тканеспецифическую линию. Механизмы под­
держания потенциала развития и деления клетки основаны на использовании 
различных сигнальных путей, сочетание которых отличается в различных типах 
СК. Одни сигнальные молекулы участвуют в регуляции только деления (р21с*Р1) 
или потенциала развития (Notch), тогда как другие, например Wnt/p-катенин и 
Soxl—3, поддерживают обе функции. В случае потери способности к пролифе­
рации, размер популяции СК сохраняется, но не происходит восполнения числа 
функционально зрелых клеток при их естественной гибели, поэтому размер по- 

I пуляций дифференцированных клеток уменьшается. Наоборот, в случае потери 
способности поддерживать потенциал развития, первично уменьшается размер 
популяции СК (см. рис. 1.3)
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Активация —*> Следствие инактивации
Ингибиция Н  S I

* t
Истощение популяции Истощение популяций

стволовых клеток дифференцированных клеток
Рис. 1.3. В ходе самоподдерживающихся делений стволовых клеток координируются две раз­
личные функции: деление и поддержание потенциала развития. Bmil, Hedgehog, НохВ4, 
Mel-18, Notch, р15"*Л, Р16"*4*, р18 , pl9ARF, p21apl, Pten, TGFfJ, Tlx, Wnt/p-катенин -  сиг­

нальные пути и отдельные сигнальные молекулы (Molofsky А. V. [et а1.], 2004)

Клеточное деление находится под контролем специфических негативных ре­
гуляторов прогрессии клеточного цикла, которые оперируют в контрольных 
или рестрикционных (R) точках клеточного цикла в конце фазы G1 (R l), S, 
G2/M  и М (рис. 1.4). Клеточная дифференцировка, клеточное старение и апоп­
тоз, определяемые в дальнейшем изложении как убиквитарные функции клет­
ки, также инициируются в контрольных точках клЛч5чного цикла. Негативные

Точка G2

Рис. 1.4. Регуляция самоподдержания стволовых клеток осуществляется в контексте
клеточного цикла
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регуляторы клеточного цикла, члены семейств продукта гена ретинобластомы 
(pRb) и опухолевого супрессора р53, оперирующие в контрольных точках кле­
точного цикла, выполняют роль молекулярных посредников, сопрягающих про­
грессию клеточного цикла и терминальные функции клетки. Можно полагать, 
что разобщение или сопряжение самоподдержания с другими функциями СК 
осуществляется в рестрикционных точках клеточного цикла.

Симметрия и асимметрия деления в регуляции 
самоподдержания стволовых клеток

Теоретически для поддержания популяции СК одна половина дочерних кле­
ток при каждом делении должна сохранять свойства родительских СК, тогда как 
другая половина может терять эти свойства и покидать отдел СК. Подобная регу­
ляция может достигаться двумя путями — асимметрией микроокружения или 
асимметрией деления. Первая стратегия предполагает, что в процессе деления СК 
образуются две подобные дочерние клетки, судьба которых в дальнейшем регу­
лируется их микроокружением, под влиянием которого половина дочерних кле­
ток сохраняет свойства материнской клетки (рис. 1.5, б). Эта гипотеза не рассмат­
ривает ситуации, когда обе дочерние клетки сохраняют свойства материнской 
клетки или, наоборот, теряют таковые свойства. Другое предположение основано 
на допущении, что деление СК всегда строго асимметрично. В результате деления 
одна дочерняя клетка сохраняет свойства материнской клетки, тогда как другая 
клетка теряет эти свойства (рис. 1.5, а). При асимметричном типе деления число 
СК не может увеличиваться, что не соответствует реальным условиям тканевого 
гомеостаза. В настоящее время получены доказательства, что СК обладают спо­
собностью к асимметричному делению и произвольному выбору между симмет­
ричным и асимметричным типом деления, что позволяет поддерживать тканевой 
состав путем комбинации различных типов деления.

Контроль асимметричного деления в СК может быть внутренним или внеш­
ним. Механизм внутреннего контроля основан на использовании факторов кле-

а б
Стволовые клетки

V /  I

Терминально дифференцирующиеся клетки 
Рис. 1.5. Возможные механизмы асимметричных делений стволовых клеток: 
а — механизм асимметрии деления; б — механизм асимметрии микроокружения
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точной полярности и детерминант клеточной судьбы, которые локализуются 
асимметрично в ходе митоза и наследуются только одной из двух дочерних кле­
ток. В ситуации, где единственным различием между дочерними клетками явля­
ется их позиция по отношению к нише, изначально обе клетки могут иметь 
одинаковый потенциал развития, но затем наследуют различную судьбу благо­
даря действию внешних факторов. Классическим примером асимметричного де­
ления, которое контролируется внутренними факторами, являются первые де­
ления зиготы у червей С. elegans, в результате которых образуется большой бла­
стомер, формирующий эктодерму, и маленький бластомер, на основе которого в 
процессе асимметричных делений формируется мезодерма, энтодерма и, в кон­
це концов, зародышевая линия (рис. 1.6).

Под полярностью понимается неравное распределение внутриклеточных 
компонентов между дочерними клетками. В недифференцированном эпителии 
различают два вида полярности: планарную (плоскостную) и апикобазальную. 
Планарная полярность определяет поляризацию клетки относительно эпители­
ального слоя, в котором она находится. Апикобазальная полярность предпола­
гает подразделение клеточной поверхности на три различные части: базальную, 
ориентированную к базальной мембране; латеральную, контактирующую с со­
седними клетками, например в переднезаднем направлении; и апикальную, на­
правленную во внешнюю по отношению к базальной мембране сторону.

Специализированные внутриклеточные механизмы регулируют передвиже­
ние отдельных молекул и молекулярных комплексов относительно этих поверх­
ностей, что в свою очередь влияет на положение внутриклеточных органелл, 
например ядра и митотического веретена, и регулирует расположение оси деле­
ния клетки. Асимметричное клеточное деление совершается в процессе четырех 
последовательных этапов. Во-первых, устанавливается ось полярности клетки 
относительно оси тела. Во-вторых, формируется митотическое веретено, кото­
рое ориентируется относительно оси полярности клетки. В-третьих, детерми­
нанты клеточной судьбы распределяются в соответствии с установленной по­
лярностью вдоль ее оси. Неравномерное распределение детерминант клеточной 
судьбы гарантирует, что наследуемые свойства будут принадлежать только од­
ной из двух дочерних клеток, а различная концентрация таких детерминант в 
двух дочерних клетках определяет их различную клеточную судьбу.

Рис. 1.6. Первые деления зиготы у червей С. elegans происходят асимметрично 
и контролируются внутренними факторами (Morrison S. J., Kimble J., 2006)



1.1. Концепция стволовой клетки 25

У червей С. elegans точка входа сперматозоида в овоцит в дальнейшем разви­
тии определяет аккумуляцию белков семейства Par (Partitioning), в частности 
белков Раг-3, Раг-6, и атипичной белковой киназы (аРкс), которые образуют 
комплекс, называемый Раг-3/6. Локализация комплекса Раг-3/6, через плохо 
изученные пока процессы, регулирует положение центросомы и митотического 
веретена (см. цв. вклейку, рис. 1.7, а). Комплекс Раг-3/6 модулирует взаимодей­
ствие между микротрубочками и изменяет положение митотического веретена 
таким образом, что из той части зиготы, где располагается комплекс Раг-3/6, 
происходит образование большей по размеру дочерней клетки. Локализация 
комплекса Раг-3/6 направляет асимметричное расположение детерминант кле­
точной судьбы, хотя у червей С. elegans и мух Drosophila химическая природа де­
терминант клеточной судьбы и их внутриклеточная локализация различны. 
У С. elegans роль детерминант клеточной судьбы играют белки, обладающие до­
менами типа «цинковые пальцы», — Mexl,5,6, Pie-1, Pos-1, а также цитоплазма­
тические рибонуклеиновые комплексы, называемые гранулами «Р». В нейроб- 
ластах Drosophila мишенью комплекса Раг-3/6 является цитоскелетный белок, 
называемый Lgl (Lethal(2)giant larvae). Белок Lgl высококонсервативен в разви­
тии от дрожжей до человека, а его отсутствие у мух сопровождается гиперпро­
лиферацией в ткани личинки и ведет к ее гибели. Роль белка Lgl в нейральных 
клетках мух заключается в регуляции локализации детерминант клеточной су­
дьбы, в частности, белка Numb и убиквитиновой лигазы ЕЗ, которая называется 
Neutralized. Белок Numb ингибирует активность рецептора Notch в одной из до­
черних клеток, а лигаза Neuralized ингибирует активность лиганда Delta, кото­
рый связывает рецептор Notch, в соседней клетке, таким образом активируя 
дифференцировку в той клетке, где находится белок Numb, и препятствует диф­
ференцировке соседней клетки (см. цв. вклейку, рис. 1.7, б).

Классический пример асимметричного деления, контролируемого внешними 
механизмами, дают ЗСК дрозофилы, которые делятся с воспроизводимой ори­
ентацией и образуют одну дочернюю клетку, которая остается в нише и сохра­
няет идентичность материнской стволовой клетки, тогда как другая дочерняя 
клетка покидает нишу и дифференцируется (см. цв. вклейку, рис. 1.7, б\ рис. 1.8, а). 
Ниша СК определяется как микроокружение, которое обеспечивает самоподдер­
жание СК.

В яичнике дрозофилы в создании ниш принимают участие клетки Сар, 
а в сперматогенезе дрозофилы — клетки Hub. Клетки Сар и Hub синтезируют, 
соответственно, лиганды Decapentaplegic (Dpp) и Glass bottom boat (Gbb), кото­
рые активируют в зародышевых СК сигнальный путь TGFp, таким образом ре­
прессируя активность гена bag-of-marbles (ВАМ), продукт которого активирует 
дифференцировку (см. цв. вклейку, рис. 9.15). Классическим примером симмет­
ричного деления является деление зародышевых клеток С. elegans (рис. 1.8, б). 
Личинка червя выходит из скорлупы только с двумя зародышевыми СК, кото­
рые в последующем развитии образуют примерно 2000 потомков, состоящих из 
недифференцированных зародышевых стволовых клеток и дифференцирован­
ных половых клеток. Удаление одной исходной ЗСК не изменяет соотношения 
различных потомков оставшейся ЗСК (см. рис. 1.8, б).

В настоящее время установлено, что деление некоторых типов СК млекопи­
тающих, обладающих маркерами симметрии, контролируется эволюционно 
консервативными механизмами. Например, недифференцированные нейральные 
клетки-предшественники в развивающейся коре головного мозга грызунов рас-
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Рис. 1.8. Сравнение симметричных и асимметричных делений стволовых клеток: 
а — схема симметричных и асимметричных делений зародышевых стволовых клеток Drosophila; 

б — симметричные деления зародышевых клеток С. elegans 
(Morrison S. J., Kimble J„ 2006)

пределяют белок Numb асимметрично по отношению к предшественникам ней­
ронов. Ингибиция белком Numb сигналов Notch является критической не только 
в нейрогенезе у мух, но, вероятно, вовлечена в регуляцию асимметричных деле­
ний у млекопитающих. Белок Numb распределяется асимметрично в потомках 
культивируемых стволовых сателлитных мышечных клеток, в которых он облег­
чает миогенную дифференцировку одной дочерней клетки. Таким образом, рас­
пределение белка Numb может быть общим и высококонсервативным механиз­
мом контроля асимметричного клеточного деления в животном царстве.

Симметричное клеточное деление наблюдается у многих видов животных 
в процессе развития и после рождения, например у млекопитающих при зажив­
лении ран и регенерации. Характерной чертой симметричного деления является 
интенсивность увеличения числа СК, которое нельзя объяснить ограничением 
числа асимметричных делений, при которых только одна дочерняя клетка со­
храняет свойства материнской СК. В середине эмбрионального периода мыши­
ные кроветворные СК удваиваются в числе каждый день, показывая, что боль­
шая часть этих клеток возникает в результате симметричных делений. Однако 
прямые доказательства характера делений в кроветворных СК пока отсутству­
ют. С другой стороны, получены прямые изображения делений недифференци­
рованных нейральных клеток-предшественников в культуральных эксплантатах 
и клеток-предшественников в базальном слое эпидермиса кожи плода. При эмб­
риональном развитии мозжечковой коры и эпидермиса, популяция недиффе­
ренцированных клеток-предшественников вначале увеличивается в числе без 
образования значительного количества дифференцированных клеток. При та­
ком типе делении, в кортикальной желудочковой зоне головного мозга видны
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две морфологически идентичные дочерние клетки, которые недифференцирова- 
ны и лежат бок о бок в зоне локализации СК. В базальном слое эпидермиса 
кожи плода при делении образуются морфологически эквивалентные недиффе­
ренцированные клетки вдоль оси базального слоя, т. е. в месте локализации 
стволовых клеток эпидермиса.

ЗСК мух Drosophila могут делиться асимметрично или симметрично. Удале­
ние одной из двух зародышевых стволовых клеток яичника приводит к тому, 
что оставшаяся стволовая клетка делится симметрично, тогда как последующее 
деление совершается асимметрично (см. рис. 1.8, а).

Классификация стволовых клеток

По определению, любая стволовая клетка способна к длительному самопод- 
держанию, сравнимому с продолжительностью жизни хозяйского организма, и 
к дифференцировке, по крайней мере, в один зрелый клеточный тип. Существу­
ют различные классификации СК, основанные на их видовом или тканевом 
происхождении, потенциале к дифференцировке в один или более специфиче­
ский тип зрелых клеток. В наиболее распространенной классификации СК подраз­
деляются на эмбриональные, зародышевые и соматические (см. цв. вклейку, 
рис. 1.9).

Эмбриональные стволовые клетки образуются при культивировании in vitro 
клеток внутренней клеточной массы бластоцисты. ЭСК являются плюрипотент- 
ными, т. е. способны формировать в процессе эмбриогенеза клетки любой тка­
невой специфичности, включая зародышевые и соматические СК. ЭСК могут 
поддерживаться в культуре in vitro неопределенно долгое время. Зародышевые 
СК (ЗСК) являются унипотентными и у млекопитающих образуют в процессе 
созревания дифференцирующиеся клетки сперматогония, которые превращают­
ся в зрелые сперматозоиды. Однако, регуляция функций ЗСК имеет много об­
щего с ЭСК, в частности по экспрессии уникальных регуляторных молекул 
Oct3/4, Nanog и Sox2 (рис. 1.10).

Соматические СК (ССК) в зрелом организме содержатся в каждой ткани и 
являются источником образования функционально зрелых клеток любой ткане­
вой специфичности. ССК могут быть мультипотентными или унипотентными. 
В костном мозге содержатся по крайней мере два различных вида соматических 
СК — кроветворные и мезенхимальные. Мезенхимальные СК обладают способ­
ностью прикрепляться к твердой поверхности и расти в культуре in vitro. Оваль­
ные клетки печени и пневмоциты 2-го типа эпителия легких способны диффе­
ренцироваться только в соответствующие тканеспецифические клетки, тогда как 
СК молочной железы образуют все клетки этого органа, а мезенхимальные 
стволовые клетки способны к дифференцировке в мезодермальные клетки раз­
личных тканей: костной, хрящевой, мышечной, а также в нейральные клетки 
эктодермального происхождения (см. цв. вклейку, рис. 1.9).

Регуляция самоподдержания ЭСК основана на координации множества сиг­
нальных путей, часть из которых является уникальной для этого вида клеток 
(рис. 1.10). Транскрипционные факторы Oct3/4 и Nanog необходимы для под­
держания плюрипотентности клеток внутренней клеточной массы. При потере 
Oct3/4 или Nanog развитие эмбриона нарушается на стадии бластоцисты, в от­
сутствие одного из этих факторов ЭСК не могут поддерживаться в культуре in 
vitro. Oct3/4 и Nanog экспрессируются только в клетках внутренней клеточной
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И Н  Функционально необходим 
ЬййЩ Функционально важен 
ШИН Функция не изучена

Рис. 1.10. Функциональная значимость различных сигнальных путей для поддержания свойств 
разных видов стволовых клеток (Molofsky А. V. [et al.], 2004)

массы (ВКМ) и в клетках зародышевой линии, а их экспрессия в культуре in vit­
ro ограничена плюрипотентными клеточными линиями. Поэтому считается, что 
ОстЗ/4 и Nanog поддерживают плюрипотентность, но не регулируют мультипо- 
тентность соматических СК. Поддержание плюри- и мультипотентности раз­
лично, хотя их механизмы не полностью изучены. Некоторые транскрипцион­
ные факторы регулируют самоподдержание как ЭСК, так и соматических СК. 
Например, белок Foxd3, член семейства транскрипционных факторов Fox, необ­
ходим для поддержания клеток ВКМ in vivo, размножения ЭСК in vitro, он также 
экспрессируется в СК нервного гребешка, из которых образуются клетки пери­
ферической нервной системы. Сверхэкспрессия Foxd3 в клетках миэлоидных 
кроветворных линий или клетках, происходящих из нейральной трубки, тормо­
зит их дифференцировку. То есть белок Foxd3 участвует в механизме регуляции 
самоподдержания как плюрипотентных, так и мультипотентных СК.

ЗСК — предшественники половых клеток, по своим свойствам являются 
промежуточными между эмбриональными и соматическими СК. Гаметогенез 
начинается в эмбриональных клетках-предшественниках, известных как при­
мордиальные зародышевые клетки на стадии Е7.5 у мыши. Примордиальные 
зародышевые клетки дифференцируются в сперматогониальные СК у самцов и 
СК овоцитов у самок после миграции в генитальный гребень на стадии Е12.5. 
Стволовые клетки сперматогония обладают самоподдержанием и образуют 
сперму в течение всего периода функциональной зрелости. Овоцитарные стволо­
вые клетки также обладают самоподдержанием в постнатальной жизни. Потен­
циал самоподдержания зародышевых СК подобен таковому в эмбриональных 
СК и регулируется путем ингибиции экспрессии генов с помощью высококон­
сервативных белков Nanos и Pumilio. Эти белки впервые были найдены у мух 
Drosophila, а их гомологи затем были обнаружены у всех животных от червей до 
млекопитающих. Белки Nanos и Pumilio образуют комплекс, который связывает 
3TJTR мРНК и тормозит ее трансляцию, предотвращая синтез белков, которые 
активируют дифференцировку СК. В отсутствие Nanos, примордиальные зароды-
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шевые клетки дифференцируются в ненормальные зародышевые цисты, тогда как 
зародышевые СК преждевременно вступают в стадию овогенеза. Существует не­
сколько различных изоформ белков Nanos. При дефиците белка Nanos3 у мышей 
отмечаются дефекты в формировании примордиальных зародышевых клеток, 
тогда как мыши с дефицитом Nanos2 показывают истощение популяции зароды­
шевых СК у взрослых самцов. Белок Nanos играет уникальную физиологическую 
роль только в поддержании зародышевых СК, но не проявляет физиологической 
активности в регуляции СК других тканей у мышей. Мыши, у которых отсутству­
ет транскрипционный фактор Plzf, включающий в свою структуру домен «цинко­
вых пальцев», не формируют постнатально СК сперматогония. Вероятно, роль 
Plzf заключается в ингибиции экспрессии дифференцировочных белков только 
в СК сперматогония. Регуляция функций соматических СК основана на специфи­
ческом взаимодействии белков различных сигнальных путей, например TGFp, 
Notch, Hedgehog, PcG, Wnt/p-катенин, которые убиквитарно экспрессируются 
в тканях в эмбриональном и постнатальном периоде (см. рис. 1.3,1.10).

1.2. Эмбриональные стволовые клетки.
Общая характеристика

Мышиный эмбрион имеет два важных свойства, привлекательных для кле­
точных биологов. Во-первых, мышь является млекопитающим, во-вторых, среди 
млекопитающих она является наиболее удобной моделью для генетических работ 
из-за маленького размера и быстроты размножения. Мышь стала основным мо­
дельным организмом в генетике млекопитающих, наиболее интенсивно изучае­
мым объектом, который заменяет опыты на человеке. Ее геном имеет тот же раз­
мер, что и геном человека, и существует очень близкое к равенству соотношение 
между генами мыши и человека. Белки человека и мыши на 80—90 % идентичны 
в аминокислотной последовательности, а большие блоки регуляторных участков 
генов этих видов также показывают близкое подобие. Экспериментально разра­
ботанный нетравматичный доступ к эмбриону мьппи на ранних стадиях его раз­
вития позволяет в настоящее время получать мышей с мутациями в любом гене. 
Практически любая генетическая модификация, вызванная у червей, мух или по­
лосатых рыбок, может бьггь воспроизведена у мышей. В результате мышь стала 
богатым источником информации во всех аспектах молекулярной генетики раз­
вития и ключевой моделью не только для изучения функций генов млекопитаю­
щих, но и для характеристики процессов развития у других видов животных.

Ранние стадии развития мыши
Оплодотворенное яйцо делится и образует 16 клеток через три дня после 

оплодотворения (см. цв. вклейку, рис. 1.11). Поначалу клетки внутренней кле­
точной массы неплотно прилегают друг к другу, но на стадии 16 клеток они 
подвергаются сжатию, формируя плотный шарик, который называется морулой. 
Плотные контакты, формирующиеся между клетками, герметично отделяют 
внутреннее содержимое морулы от внешней среды. Вскоре после этого образу­
ется внутренняя полость, превращая морулу в бластоцисту — полую сферу. 
Внешний слой клеток, формирующий стенки сферы, называется трофоэктодер- 
мой. В дальнейшем он превращается во внеэмбриональную ткань. Внутренний
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клеточный конгломерат называется внутренней клетогной массой (ВКМ). Он 
расположен на одной стороне полости бластоцисты и из него впоследствии воз­
никает весь эмбрион. После того как на четвертый день развития эмбрион осво­
бождается от желевидной капсулы, клетки трофоэктодермы плотно контактиру­
ют со стенкой матки, инициируя образование плаценты. В это время внутрен­
няя клеточная масса растет и дифференцируется. Частично она превращается во 
внеэмбриональные структуры, такие как желточный мешок, тогда как осталь­
ная ее часть формирует эмбрион в процессе гаструляции, нейруляции и т. д.

Бластомеры, образованные в процессе первых клеточных делений, обладают 
замечательной адаптивной способностью. Если ранний эмбрион разделяется на две 
части, то в результате могут сформироваться два идентичных близнеца, т. е. два 
совершенно нормальных и генетически идентичных организма, происходящих из 
одной клетки. Если же одну из этих клеток эмбриона разрушить и оставшуюся 
«половину эмбриона» поместить обратно в матку псевдобеременной мыши, то 
рождается совершенно нормальная мышь. При объединении двух восьмиклеточ­
ных эмбрионов от генетически различных мышей образуется морула большого 
размера. Такая морула может затем развиваться в мышь нормальных размеров. 
Организмы, которые возникают из клеток генетически различных животных, на­
зываются химерами. Химеры могут быть образованы и путем инъекции клеток, 
взятых у раннего эмбриона мыши, во внутреннюю клеточную массу бластоцисты 
мыши с другим генотипом. Одна инъецированная клетка, взятая из восьмиклеточ­
ного эмбриона или из внутренней клеточной массы ранней бластоцисты другого 
животного, может превратиться в химерном животном в любую комбинацию кле­
точных типов, включая зародышевые клетки половых органов (рис. 1.12).

8-Клеточная морула 
белой мыши

8-Клеточная морула 
черной мыши

Желевидная оболочка каждого яйца удаляется обработкой протеазой

Эмбрионы помещены вместе для слияния и инкубированы при 37 °С

Развитие химеры 
продолжено ш vitro 

до стадии бластоцисты

Бластоциста перенесена в матку 
псевдобеременной мыши

Химерная мышь

Рис. 1.12. Схема опыта, демонстрирующего плюрипотентность эмбриональных стволовых
клеток (Alberts В. [et al.], 2004)
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Тератомы и тератокарциномы

Если нормальный мышиный эмбрион примерно 7-дневного возраста транс­
плантируется в эктопическое место, например под капсулу почки или яичка 
взрослого животного, его развитие не останавливается, но нарушается из-за от­
сутствия естественной внешней регуляции. В результате возникает опухоль, из­
вестная как тератокарцинома, состоящая из дезорганизованной клеточной мас­
сы, содержащей множество дифференцированных клеток различной тканевой 
специфичности: эпидермиса, волосяных фолликулов, кости и мышц, нервной 
ткани, железистого эпителия и других клеток, которые растут ввесте с недиффе­
ренцированными СК, продолжающими делиться и образующими возрастающие 
количества дифференцированных клеток (см. цв. вклейку, рис. 1.13).

Подобные опухоли возникают спонтанно в яичниках, где они известны как 
доброкачественные цисты яичников. В последнем случае опухоль возникает из 
овоцитов, которые подвергаются партеногенезу. В яичках подобные опухоли ха­
рактеризуются злокачественностью и называются тератокарциномами. Они вы­
делены в группу опухолей зародышевых клеток и представляют практически 
все раки яичек. Тератокарциномы могут возникать из гоноцитов в случае появ­
ления мутаций в этих клетках, что отмечается у молодых людей в раннем пост- 
пубертатном периоде. Количество тератокарцином яичек резко возросло в по­
следние 50 лет. Эти опухоли могут давать метастазы, но эффективно лечатся 
рентгеновской терапией. У 1 % мышей-самцов линии 129 тератокарциномы 
возникают спонтанно между 11 и 13,5 днями эмбрионального развития. Стаби­
льные линии клеток, обладающие способностью расти iv vitro неограниченно 
долго, полученные из тератокарцином, называются клетками эмбриональной 
карциномы. Тератокарциномы содержат ЭСК, которые в различных линиях по­
казывают различную степень способности к спонтанной и индуцированной 
дифференцировке и служат модельной системой для изучения различных сто­
рон физиологии ЭСК (см. цв. вклейку, рис. 1.13).

В 1975 г. американские исследователи Беатриса Минтц и Карл Иллменси 
(Beatrice Mintz and Carl Illmensee) из Института рака в г. Филадельфия (США) 
опубликовали очень интересную и важную статью, результаты которой до на­
стоящего времени служат источником научных дискуссий (см. цв. вклейку, рис. 
1.14). Исследователи использовали клетки асцитной формы тератокарциномы, 
рост которой поддерживается in vivo путем пересева клеток от одного животного 
другому. При таком росте клетки опухоли обычно сохраняют диплоидный ка- 
риотип в противоположность клеткам тератокарцином, которые культивируют­
ся in vitro на адгезивной поверхности. В последнем случае клетки опухоли быст­
ро приобретают изменения кариотипа. В работе Б. Минтц клетки тератокарци­
номы, которые пересевали in vivo в течение 8 лет, были кариотипированы как 
нормальные диплоидные клетки. Клетки такой тератокарциномы вводили в 
бластоцисту сингенных мышей, которые отличались от донора по некоторым 
иммунологически инертным маркерам. В результате исследователи получили 
несколько химерных мышей, которые были физиологически нормальны и экс­
прессировали продукты генов тератокарциномы в клетках различной тканевой 
специфичности: меланоцитах, волосяных фолликулах, почке, тимусе, печени, 
иммуноцитах, эритроцитах и даже в зрелых половых клетках. Эти мыши имели 
нормальное потомство (см. цв. вклейку, рис. 1.14). Опыты Б. Минтц и К. Ил­
лменси показали, что опухоль на начальной стадии развития является эпигене­
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тическим заболеванием, обратимым в том случае, если составляющие ее клетки 
растут в нормальном окружении. Вероятно, опухоль становится необратимой 
после того, как в геноме СК, являющихся источником ее роста, возникают 
структурные нарушения, которые придают необратимый характер первоначаль­
ным эпигеномным изменениям. При отсутствии структурных нарушений клетки 
опухоли могут подвергаться обратимому превращению и продуцировать нормаль­
ные дифференцированные клетки.

Исследования СК в тератомах и родственных типах опухолей привели к за­
ключению, что поведение СКК отражает замечательное свойство клеток внут­
ренней клеточной массы: делящиеся клетки сохраняют плюрипотентность.

Основные свойства эмбриональных стволовых клеток
ЭСК плюрипотентны, т. е. одна и та же клетка способна превращаться в лю­

бые клеточные типы в организме плода. ЭСК сохраняют плюрипотентность 
даже после продолжительного пребывания в культуре in vitro. Такое заключение 
было сделано при переносе ЭСК в бластоцисту с последующей ее пересадкой 
псевдобеременной мыши и анализом генотипа и фенотипа различных тканей 
химерных животных, происходящих из рекомбинантной бластоцисты. ЭСК мо­
гут также подвергаться мультипотентной дифференцировке in vitro и продуци­
ровать широкий ряд зрелых клеток-потомков. ЭСК демонстрируют свои свойст­
ва без какой-либо модификации, они не подвергаются клеточному кризису, ста­
рению и сохраняют диплоидный кариотип. ЭСК оперируют без очевидного 
ограничения и могут быть клонированы. Они могут размножаться in vitro без 
фетальной бычьей сыворотки, не проявляют ингибиции пролиферации, зависи­
мой от контакта с соседними клетками или с адгезивной поверхностью. Факти­
чески не известны способы индукции клеточного ареста или состояния покоя в 
ЭСК. Несмотря на нормальный кариотип, ЭСК демонстрируют свойства типич­
ных опухолевых клеток. Например, они канцерогенны и образуют тератокарци- 
номы при эктопическом переносе под капсулу яичка или почки взрослого орга­
низма, поэтому их называют условно опухолевыми клетками. Свойства эмбрио­
нальных стволовых клеток:

1. Способны неопределенно долго делиться в культуре in vitro без потери 
основных свойств, т. е. самоподдержания и плюрипотентности, без признаков 
апоптоза, клеточного старении и изменения диплоидного кариотипа.

2. Полностью интегрируются в развивающийся эмбрион после введения 
в бластоцисту.

3. Могут быть использованы для переноса сложных генетических модифи­
каций другому животному.

4. Способны дифференцироваться in vitro в клетки различной тканевой спе­
цифичности.

5. Клонируются in vitro.
6. Делятся in vitro без фетальной сыворотки и не проявляют феноменов кон­

тактной и адгезивной ингибиции пролиферации.
7. Не известны способы индукции остановки клеточного цикла ЭСК.
8. Являются условно опухолевыми клетками — образуют тератокарциномы 

при эктопическом введении.
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Маркеры эмбриональных стволовых клеток

Недифференцированные ЭСК человека (чЭСК) могут быть охарактеризова­
ны по экспрессии поверхностных маркеров, таких как Ssea-3, 4 (stage specific 
embryonic antigen), Tra-1—60, Tra-1—81 (tumor rejection antigen), Gctm-2 (germ 
cell tumor marker). Экспрессионный профиль мышиных ЭСК (мЭСК) отличает­
ся от чЭСК в том отношении, что, будучи недифференцированными, они эксп­
рессируют высокий уровень Ssea-1, но не экспрессируют других антигенов Ssea, 
Tra-1—60/81 и Gctm-2. Общей чертой чЭСК и мЭСК является высокий уровень 
экспрессии щелочной фосфатазы, транскрипционных факторов Oct3/4, Nanog, 
Sox2 и теломеразы (табл. 1.1).

Таблица 1.1
Маркеры эмбриональных стволовых клеток человека и мыши 

(Stewart R. [et al.J, 2006)
Антиген ЭСК человека ЭСК мыши

Ssea-1 - +
Ssea-3 + -
Ssea-4 + -
Tra-1-60 + -
Tra-1-81 + -
Tra-2—49 + -
Tra-2—54 + -
Gctm-2 + -  ■
Щелочная фосфатаза + +
Теломераза + +
Trf-1 + +
Nanog + +
Oct3/4 + +
Sox-2 + +
Rexl + (изменчив) +
Foxd3 + (изменчив) +
FGF4 + +

Обозначения: «+* — экспрессируется в ЭСК; «-» — не экспрессируется в ЭСК.

Маркер эмбриональных стволовых клеток Nanog относится к транскрипци­
онным факторам, содержащим гомеобоксный домен. Экспрессия Nanog необхо­
дима для поддержания клеток внутренней клеточной массы человека in vivo, 
а чЭСК и мЭСК -  in vitro. Экспрессия Nanog уменьшается при дифференцировке. 
Инактивация Nanog в ЭСК сопровождается увеличением экспрессии транскрип­
ционных факторов Gata-4, Gata-6 и Cdx2, причем это сочетается с активацией 
энтодермальной дифференцировки (рис. 1.15). Такая реципрокная экспрессия 
Nanog и Gata-4/Gata-6/Cdx2 предполагает, что Nanog может поддерживать 
мультипотентность ЭСК путем супрессии генов GATA-4/GATA-6/CDX2. При­
сутствие сайта связывания Nanog в промоторе гена GATA-6 предполагает пря­
мой механизм транскрипционной ингибиции генов GATA-4/GATA-6/CDX2 
продуктом гена NANOG (рис. 1.15). Механизм регуляции Nanog не изучен, хотя

2 Зак. 172



34 Глава 1. Концепция стволовой клетки..

Энтодермальная дифференцировка

Рис. 1.15. Функциональная характеристика некоторых маркеров эмбриональных 
стволовых клеток (Stewart R. [et al.], 2006)

установлено, что транскрипционные факторы Oct3/4 и Sox2 имеют расположен­
ные по соседству сайты связывания в промотере гена Nanog. Маркер эмбриональ­
ных стволовых клеток Oct3/4 является транскрипционным фактором, содержа­
щим домен POU. Oct3/4 регулирует гены-мишени путем связывания октамер- 
ной нуклеотидной последовательности AGTCAAAT в их промотерах. Oct3/4 
действует совместно с Sox2, членом одноименного семейства транскрипцион­
ных факторов, содержащих домен высокой подвижности (Hmg). Продукт гена 
SOX2 связывается со специфическим сайтом на ДНК, прилегающим к октамер- 
ному сайту связывания Oct3/4. Сочетанное действие Oct3/4 и Sox2 приводит 
к увеличению уровня Nanog, транскрипционной супрессии генов GATA-4, 
GATA-6, CDX2 и активации самоподдержания ЭСК (см. рис. 1.15).

Теломеры — это комплексы ДНК, которые покрывают концы эукариотиче­
ских хромосом, поддерживают их стабильность, предотвращают слияние хро­
мосом по типу «конец в конец» и хромосомную деградацию. Теломеры образо­
ваны двунитчатыми тандемными повторами 6-нуклеотидной последователь­
ности TTAGGG с выступающей на 3' конце одной 150—200-нуклеотидной 
ниткой ДНК (3' overhang), которая складывается в двойную нитку ДНК, форми­
руя «Т-петлю» (рис. 1.16). В соматических клетках теломеры укорачиваются 
с каждым клеточным делением, так как ДНК-полимераза не реплицирует конец 
выступающей нити ДНК. Вследствие этого теломеры достигают критической 
длины, инициируя клеточное старение или «клеточный кризис». Следствием 
клеточного кризиса может быть апоптоз или трансформация клетки. Клетки, 
обладающие способностью к самоподдержанию, продуцируют теломеразу — ри- 
бонуклеопротеиновый комплекс, способный удлинять и стабилизировать тело­
меры. Теломераза состоит из двух основных единиц: теломеразной обратной 
транскриптазы (Tert) и теломеразной РНК (TR). Теломеразная РНК необходи­
ма для удержания матрицы ДНК, на которой в стадиях элонгации и транслока-
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Рис. 1.16. Структура и механизм действия теломеразного комплекса. hTert — теломеразная 
обратная транскриптаза человека, hTR — теломеразная РНК человека (Stewart R. [et al.], 2006)

ции образуются новые последовательности TTAGGG и происходит удлинение 
матричной ДНК (см. рис. 1.16). Для теломеразной активности нужны и другие 
белки, такие как Тер-1, Diskerin, р23 и Hsp90. Однако эти белки, в отличие от 
Tert, экспрессируются конститутивно в соматических клетках. ЭСК экспресси­
руют высокий уровень Tert и теломеразной активности, которые быстро снижа­
ются при их дифференцировке. Поэтому теломеразная активность или экспрес­
сия Tert могут рассматриваться как маркеры ЭСК.

Использование эмбриональных стволовых кл еш  
для получения химерных мышей с заданными свойствами
Состояние, в котором находятся ЭСК в культуре, вероятно, эквивалентно та­

ковому в клетках ВКМ. Такое утверждение следует из результатов опытов по 
введению ЭСК, взятых из культуры клеток in vitro, в бластоцисту мыши, генети­
чески отличающейся от донора ЭСК. Инъецированные клетки инкорпорируют­
ся во ВКМ бластоцисты и участвуют в формировании физиологически нормаль­
ного химерного потомства, образуя клетки любой ткани, включая зародышевые 
стволовые клетки (рис. 1.17). Потомки инъецированных клеток могут быть 
найдены практически в любой ткани химерной мыши, где они дифференциру­
ются правильным образом в соответствии с их локализацией и иногда могут 
формировать жизнеспособные зародышевые клетки. Необычные адаптивные 
свойства ЭСК предполагают, что сигналы клеточного окружения не только на­
правляют выбор между различными путями дифференцировки, но могут также
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Эмбриональные 
стволовые 

клетки донора
Бластоциста мыши, генетически 
отличающейся от донора ЭСК

ЭСК донора в микропипетке

ЭСК инъекцированы в бластоцисту

ЭСК инкорпорируются во внутреннюю 
клеточную массу

Бластоциста развивается в химерную мышь

Рис. 1.17. Получение химерных животных с помощью эмбриональных стволовых клеток от 
генетически различных мышей (Alberts В. [et al.], 2004)

останавливать или включать программу, которая регулирует развитие эмбрио­
нальной клетки в клетку взрослого животного.

На практическом уровне ЭСК имеют двукратную важность. С медицинской 
точки зрения, они могут рассматриваться в качестве источника разнообразных 
клеток для репарации поврежденных и дефективных тканей взрослого организ­
ма. Использование ЭСК делает также возможным конструирование точно конт­
ролируемых форм генетических модификаций в клетках, которые затем воспро­
изводятся в организме целого животного. Техника генетической модификации 
основана на гомологичной рекомбинации в геноме ЭСК, в процессе которой 
происходит замена нормального участка ДНК в аллели гена-мишени (Е—Y) на 
гомологичный участок рекомбинантной ДНК (Е—Y), содержащий функциональ­
но значимую мутацию (М) и ген, кодирующий селективный маркер (Pgk-Neo), 
который передает устойчивость к реагенту, используемому для селекции. Не­
смотря на то что очень небольшое число ЭСК содержат правильно инкорпори­
рованную ДНК, селекция позволяет отобрать эти клетки среди тысяч других, 
в которые была введена рекомбинантная ДНК. Одной селектированной и гене­
тически модифицированной ЭСК может быть достаточно для инъекции в блас­
тоцисту и создания химерной мыши (рис. 1.18). В некоторых «счастливых» слу­
чаях зародышевые клетки химерной мыши формируются из введенных ЭСК,
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Аллель гена-мишени 
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Вектор для генетической 
модификации гена дикого типа 1

Е X У

Модифицированная аллель гена 
дикого типа

Е X У Ъ' проба

Трансфекция модифицированного гена в ЭСК 
с последующей их селекцией, оценкой экспрессии 
модифицированного гена и его белкового продукта

Рис. 1.18. Схема генетической модификации эмбриональных стволовых клеток: Е, М, X, У — 
рестрикционные сайты; S — сайты гомологичной рекомбинации; 5' и 3' пробы — праймеры 

для амплификации модифицированного гена. Другие объяснения — в тексте

а ее потомство представляет собой новую генерацию мышей, состоящих полно­
стью из клеток, несущих направленную мутацию. Такая мышь называется «фа- 
ундер» — основатель новой линии химерных животных. Таким образом, мутан­
тная мышь будет воссоздана полностью из клеток, растущих в культуральной 
чашке.

Подходы к биоинженерному конструированию клеточных линий 
эмбриональных стволовых клеток с заданными свойствами 
для лечебных целей
Клетки со свойствами, подобными мышиным ЭСК, могут быть получены в 

настоящее время из раннего эмбриона человека, яичников или яичек плода че­
ловека, представляющих собой потенциально неистощимый запас материала, 
который может быть использован для замещения или репарации зрелых тканей 
человека в случае их повреждения.

Мышиные ЭСК в культуре in vitro могут быть индуцированы с помощью 
специальных реагентов к дифференцировке в зрелые клетки различной ткане­
вой специфичности (см. цв. вклейку, рис. 1.19). Такие клетки при транспланта­
ции в организм могут выполнять соответствующие функции и замещать клетки 
тканей, которые по тем или иным причинам самостоятельно не могут воспол­
нить клеточный дефицит. Однако зрелые дифференцированные клетки обладают 
ограниченной способностью к самоподдержанию, небольшой продолжитель-
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ностью жизни и погибают вскоре после трансплантации. Поэтому важной зада­
чей биотехнологического конструирования тканей и органов является получе­
ние самоподдерживающихся и дифференцирующихся клеточных систем, спо­
собных неограниченно долго функционировать после трансплантации в живой 
организм.

Некоторые клетки зрелого организма, например клетки кожи, лимфоциты, 
могут быть размножены в специальных условиях в культуре in vitro с целью по­
следующего использования для восстановления тканей. Одна из основных труд­
ностей при заместительной терапии клетками заключается в иммунном несоот­
ветствии антигенов донора и реципиента. Если ЭСК трансплантированы в гене­
тически отличающийся организм, они будут отторгнуты иммунной системой 
хозяина как чужеродные. Один из способов решения этой проблемы заключает­
ся в использовании собственных СК пациента, которые могут быть размножены 
вне организма, реконструированы и возвращены ему обратно. В случае преодо­
ления барьера иммунной несовместимости успех клеточной или тканевой вос­
становительной терапии будет зависеть от способности трансплантированных 
клеток к самоподдержанию и тканеспецифической дифференцировке. В свою 
очередь, направленная дифференцировка ЭСК может регулироваться генетиче­
скими конструкциями, которые экспрессируются в трансплантируемых СК, на­
правляя их тканеспецифическую дифференцировку, но не изменяя потенциал 
самоподдержания.

1.3. Этические проблемы в исследованиях стволовых клеток

Источники стволовых клеток для терапевтических целей

Соматические стволовые клетки (ССК) обеспечивают самоподдержание кле­
точного состава тканей в нормальных условиях, но они не способны восстанав­
ливать ткань при ее массивном повреждении. Например, при инсульте происхо­
дит нарушение притока крови к определенному участку мозга, что является 
причиной гибели нервных клеток в этом участке и сопровождается нарушением 
функций организма, зависящих от активности поврежденных нервных клеток, 
например потерей подвижности конечностей, утратой речи, памяти или чувст­
вительности. Реабилитация больных после инсульта основана на обучении кле­
ток в здоровых участках мозговой ткани, которые компенсаторно берут на себя 
функцию поврежденного участка. Подобное массивное повреждение клеток 
стенки сердечной мышцы происходит при инфаркте миокарда, но, в отличие от 
инсульта, при инфаркте миокарда невозможна функциональная компенсация. 
Необходимость замещения клеток в медицинских клиниках также возникает 
при повреждении спинного мозга, сахарном диабете, слепоте, потере слуха, цир­
розе печени, рассеянном склерозе, болезни Паркинсона и многих других забо­
леваниях и патологических состояниях. Информация о попытках клинического 
применения СК постоянно отражается на сайте Национального института здо­
ровья США — правительственного фонда, поддерживающего научные исследо­
вания (www.clinicaltrials.gov).

Какие клетки могут рассматриваться в качестве внешнего источника СК для 
лечения подобных заболеваний? При первом взгляде на эту проблему представ­
ляется, что лучшим источником являются ЭСК, обладающие значительно боль­

http://www.clinicaltrials.gov
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шим дифференцировочным и пролиферативным потенциалом по сравнению со 
ССК. На практике ЭСК могут быть получены из донорских яйцеклеток, оплодо­
творенных in vitro. Такой подход называется фертилизация in vitro. При ферти- 
лизации in vitro, как и при нормальном развитии, происходит образование дип­
лоидной зиготы, которая при делении превращается в бластоцисту (см. цв. 
вклейку, рис. 1.20). Имплантация бластоцисты в матку псевдобеременной мыши 
ведет к развитию нового организма. В случае репродуктивного клонирования 
диплоидное ядро соматической клетки переносится в лишенный ядра овоцит. 
Образующаяся диплоидная яйцеклетка формирует бластоцисту, которая пере­
носится в матку псевдобеременной мыши, что сопровождается рождением кло­
нированного животного. При терапевтическом клонировании клетки ВКМ блас­
тоцисты используются для получения культуры ЭСК. В последующем ЭСК слу­
жат источником получения различных линий дифференцированных клеток, 
иммунологически совместимых с донором соматической клетки, ядро которой 
использовалось для получения зиготы (см. цв. вклейку, рис. 1.20).

Альтернативным источником материала для восстановительного лечения 
поврежденных тканей больного являются ССК, которые получают из различ­
ных неэмбриональных тканей, например из амниотической жидкости, костного 
мозга, жировой ткани, скелетных мышц, кожи, печени и других тканей. ССК 
могут быть получены из тканей пациента и благодаря отсутствию различий по 
антигенам гистосовместимости их обратное введение тому же больному 
не вызовет реакции иммунного отторжения. Однако количество ССК, содержа­
щихся в тканях зрелого организма, очень ограничено и, для терапевтического 
использования, должно быть увеличено путем размножения клеток вне орга­
низма. Пластигностъ ССК, на которой основана возможность терапевтического 
применения легко доступных клеток, например СК костного мозга для компен­
сации дефектов других тканей, значительно расширяет возможности терапевти­
ческого использования ССК.

Сравнение терапевтических свойств 
соматических и эмбриональных стволовых клеток
Поскольку ЭСК обладают большим регенеративным и дифференцировоч­

ным потенциалом, чем ССК, до недавнего времени доминировала идея об их 
большей пригодности для лечебных целей, а сами ЭСК привлекали значительно 
больше внимания и средств для их изучения. Однако до настоящего времени не 
было получено никаких существенных результатов ни в одной из попыток кло­
нирования человека, не было публично доложено ни об одной попытке исполь­
зования ЭСК в клинических условиях. Напротив, ССК, в частности стволовые 
кроветворные клетки (СКК), используются для лечения заболеваний кровет­
ворной системы уже более 50 лет, а трансплантация островковых клеток подже­
лудочной железы стала одним из методов лечения диабета. Повышение интереса 
к ССК как к ресурсу для лечения основано на результатах экспериментальных 
исследований, показывающих, что эти клетки могут быть репрограммированы 
с помощью генетической инженерии с целью увеличения их регенеративного и 
дифференцировочного потенциала. Например, охарактеризованы условия, при 
которых клетки соединительной ткани мыши или человека могут превращаться 
в плюрипотентные клетки, подобные ЭСК. С другой стороны, открывается воз­
можность для поиска факторов прямого репрограммирования ССК одной тка­
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невой специфичности в стволовые клетки других тканей, например легко до­
ступных мезенхимальных стволовых клеток (МСК) в клетки-предшественники 
внутренних органов (печени, почек, легких и т. д.). Наиболее простым случаем 
генетического репрограммирования является активация покоящихся эндоген­
ных СКК. В этом контексте активация СК кожи может быть использована для 
лечения облысения, а СК мышц — для регенерации мышечных тканей при их 
повреждениях или атрофических заболеваниях. С другой стороны, основываясь 
на данных по индуцированной трансдифференцировке СК, трансплантация СКК 
и МСК широко используется в клинике для лечения различных заболеваний 
внутренних органов.

Трансплантация СК сопряжена с риском для жизни реципиента, что можно 
рассмотреть на примере трансплантации СКК, которая включает предтранс- 
плантационную подготовку, состоящую из химиотерапии, облучения или их 
комбинации для элиминации пораженных эндогенных СК. Предсказуемым 
осложнением предтрансплантационной подготовки является интоксикация, от 
которой погибают более 10 % пациентов. Осложнения включают также наруше­
ние венозного оттока в печени, воспаление слизистых оболочек и инфекцион­
ные заболевания. Пациенты с трансплантацией костного мозга или внутренних 
органов нуждаются в использовании иммуносупрессивных препаратов для по­
давления болезни «трансплантат против хозяина» и реакции отторжения транс­
плантата. Другим подходом при трансплантации аллогенных СКК является ща­
дящая терапия, при которой используются низкие дозы химиотерапевтических 
средств и облучения, не приводящие к удалению всех эндогенных стволовых 
клеток. Поэтому трансплантация аллогенных СКК требует высоких доз имму­
носупрессивных препаратов на ранних стадиях посттрансплантационного лече­
ния. Трансплантация клеток островков поджелудочной железы взрослых при 
лечении диабета также сочетается с иммуносупрессивной терапией. Одной из 
трудностей при этом является ограниченное количество таких клеток в ткани 
взрослого организма. Например, для получения нужного количества материала 
для трансплантации одному реципиенту необходимо собрать клетки от 2—3 
трупов.

Этическая дилемма при использовании 
эмбриональных стволовых клеток человека
Точкой отсчета в широком обсуждении этических вопросов, связанных с по­

тенциальным применением ЭСК, можно считать публичное обсуждение этой 
проблемы, инициированное экспрезидентом США Джорджем Бушем в 2001 г. 
Д. Буш назвал две основные этические проблемы, связанные с использованием 
ЭСК: 1) криоконсервирование человеческих эмбрионов; 2) утилизация челове­
ческих эмбрионов пусть даже для самых высоких целей, например для исследо­
ваний, направленных на спасение и улучшение жизни других людей. В интер­
претации Д. Буша этическая дилемма при использовании ЭСК заключается 
в том, что клетки — носители человеческой жизни — могут быть использованы 
для утилитарных целей, пусть даже в случае неизбежной гибели эмбриона, по­
лученного на их основе. Признание высшей ценности человеческой жизни свя­
зано с представлением, что человек возникает в момент зачатия, поэтому ЭСК 
находятся в центре дискуссий по многим биомедицинским этическим вопросам, 
включая такие проблемы, как искусственное прерывание беременности, репро­
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дуктивные технологии, исследование стволовых клеток человека, клонирование 
человека и др. Существует точка зрения, что ЭСК, оплодотворенные вне орга­
низма, а не в организме женщины, не следует рассматривать как человеческий 
плод. Но разве жизнь определяется тем, где была оплодотворена яйцеклетка? 
Чем отличаются эмбрионы, полученные in vitro для исследовательских целей, от 
тех, что получены путем фертилизации от vitro?

Если эмбрионы рассматривать как человеческие существа, то их следует за­
щищать этическими правилами и законами, а их разрушение рассматривать как 
убийство. Кто же должен нести моральную ответственность за разрушение эмб­
рионов: сотрудник лаборатории, в которой осуществляются опыты с использо­
ванием эмбрионов; психолог, убеждающий женщину-донора пожертвовать яй­
цеклетку; или менеджер центра искусственного оплодотворения, разрешающий 
фертилизацию in vitro? В чем заключается роль «владельцев» эмбрионов? В на­
стоящее время последние обладают законной властью распоряжаться судьбой 
эмбрионов вне зависимости от того, являются они биологическими родителями 
эмбрионов или нет. Следует ли рассматривать владельцев эмбрионов также ви­
новными в их утилизации? Эти вопросы порождают идею морального соуча­
стия, подразумевающую возможную моральную вину человека, связанного с 
тем лицом, которое непосредственно совершает антиморальное действие. 
По аналогии с уголовным законодательством, соучастник или помощник явля­
ется в некоторой степени виновным, поскольку он согласен с антиморальным 
действием, хотя и не совершает его.

Второй этический вопрос, поднятый экспрезидентом США Д. Бушем, рас­
сматривает возможность оправдания научных исследований, в процессе кото­
рых утилизируются и при этом разрушаются человеческие эмбрионы, основы­
ваясь на мотиве направленности таких исследований на спасение других чело­
веческих жизней. Даже если рассматривать человеческий эмбрион не как 
личность, но как промежуточную сущность, заслуживающую специального ува­
жения, то и в этом случае следует ограничить утилитарные аргументы, исполь­
зование которых неизбежно приведет к отрицанию высшей ценности человече­
ской жизни. Утилитарный подход для узаконивания использования «остатков» 
эмбриона может нарушить специальный статус таких эмбрионов. Более того, 
существует вероятность расширения утилитарных аргументов за пределы испо­
льзования криоконсервированных эмбрионов для применения этой же логики 
при клонировании человека. Внедрение такого подхода означает, что «цель 
оправдывает средства», а этот принцип исторически отвергнут человеческим со­
обществом. С другой стороны, в широких научных кругах существует точка зре­
ния, что опасения по поводу утилитарного подхода при терапевтическом клони­
ровании сильно преувеличены, тормозят научные исследования и практическое 
использование ЭСК.

От использования человеческого эмбриона к клонированию человека
Чтобы убедиться в том, каким образом оправдание утилитарного подхода 

при разрушении эмбриона может привести к расширению области использова­
ния процедур, не имеющих этических основ, нужно рассмотреть природу кло­
нирования целого организма. Такое клонирование основано на процедуре, ко­
торая на научном языке называется «перенос ядер соматических клеток». 
В процессе клонирования ядро из соматической клетки зрелого организма, на­
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пример клетки кожи или слизистой рта, переносят в яйцеклетку человека, 
лишенную ядра (см. цв. вклейку, рис. 1.20). При таком подходе реализуется ге­
нетический материал того организма, ядро клетки которого используется для 
клонирования, тогда как цитоплазматический материал яйцеклетки участвует в 
реализации генетических ядерных программ. Клонирование человека можно 
подразделить на репродуктивное, направленное на рождение нового человека, и 
терапевтическое, имеющее целью получить человеческий материал для утили­
тарных целей (см. цв. вклейку, рис. 1.20).

Большинство комментариев, представляющих точки зрения различных сло­
ев общества, сводятся к необходимости закона, запрещающего репродуктивное 
клонирование. Опыты по клонированию овцы Dolly, которая была первым кло­
нированным млекопитающим, показали существование множества технических 
проблем. Для клонирования Dolly понадобились 434 попытки, при которых 
иногда происходила остановка развития эмбриона на стадии 4—8 бластомеров, 
а в других случаях возникали нарушения на более поздних стадиях развития, 
которые приводили к многочисленным деформациям плода. Сама Dolly роди­
лась не совсем нормальной и умерла вследствие преждевременного старения. 
Многочисленные деформации в процессе эмбрионального развития при клони­
ровании организмов явились причиной возникновения в научно-популярной 
литературе понятия «фактора чудовища». В основе таких деформаций лежат 
множественные дефекты в экспрессии генов: 4—5 % от всего числа генов и 50 % 
так называемых «импринтированных генов» (гены, активность которых регули­
руется путем унаследованных признаков) неправильно экспрессируются в тка­
нях клонированного животного непосредственно после рождения. С возрастом 
у клонированных животных число таких нарушений существенно возрастает.

У нормальных животных хромосомы материнского и отцовского происхож­
дения имеют эпигенетические различия. Например, рисунок специфического 
метилирования родительских генов регулирует экспрессию импринтированных 
генов таким образом, что только одна копия гена, происходящая из яйцеклетки 
или сперматозоида, проявляет активность, тогда как другая аллель этого гена 
инактивирована метилированием. Экспрессия только одной копии каждого гена 
является важным фактором правильного развития плода. В процессе объедине­
ния геномов сперматозоида и яйцеклетки при фертилизации эпигенетический 
характер маркирования родительских геномов сохраняется в зиготе (рис. 1.21). 
В течение нескольких часов после фертилизации большая часть маркеров мети­
лирования, за исключением импринтированных генов, удаляется из отцовского 
генома, тогда как геном яйцеклетки оказывается устойчивым к деметилирова­
нию. Наоборот, при переносе ядра соматической клетки в яйцеклетку в случае 
клонирования животных, оба родительских генома проявляют равную чувстви­
тельность к репрограммирующей активности яйцеклетки и эпигенетические 
различия, установленные в ходе гаметогенеза между отцовским и материнским 
геномами, по крайней мере частично, исчезают (см. рис. 1.21). Для технологи­
чески безопасного клонирования перед фертилизацией родительские геномы 
должны быть изолированы из ядра соматической клетки и обработаны индиви­
дуально таким образом, как это происходит в гаметогенезе. Однако в настоящее 
время не существует технологических возможностей для выполнения подобной 
процедуры.

Если технологические проблемы при репродуктивном клонировании будут 
решены, эта процедура может стать не более затруднительной, чем фертилиза-
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Рис. 1.21. Эпигенетическая характеристика родительских геномов при нормальном 
развитии и клонировании животных (Jaenisch R., 2004)

ция in vitro. Рассуждая последовательно, можно предположить, что если оплодо­
творение вне организма морально приемлемо, то использование клонирования 
с этой же целью можно рассматривать как помощь в рождении нового существа. 
Терапевтическое клонирование потенциально может вызвать еще больше эти­
ческих вопросов, чем репродуктивное клонирование. Этот тип клонирования 
направлен на получение СК человека без намерений оставить в живых новое су­
щество. Поэтому терапевтическое клонирование не поддерживается законодате­
льствами многих стран. С другой стороны, в обществе, где применяются утили­
тарные аргументы, может быть запрещено репродуктивное, но не терапевтиче­
ское клонирование. В таком случае аргумент о возможности использования 
клеток из остатков эмбриона после фертилизации in vitro, поскольку он обречен 
на гибель, перефразируется в аргумент о целесообразности использования кле­
ток из клонированного эмбриона, который обречен на гибель.

1.4. Индуцированные плюрипотентные стволовые клетки

В качестве источника для восстановительной терапии ССК имеют очевид­
ные преимущества перед ЭСК. ССК могут быть получены из тканей пациента, 
размножены in vitro и использованы для лечения того же больного, что исклю­
чает возможность иммунологических конфликтов при трансплантации клеток 
и необходимость использования иммуносупрессивной терапии. По данным экс­
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пертной комиссии при американской администрации на апрель 2007 г. было за­
регистрировано 1373 случая клинического использования ССК при широком 
спектре различных заболеваний, включая лейкемии, лимфомы, сахарный диа­
бет, опухоли почек, рассеянный склероз, мышечные дистрофии, цирроз печени, 
инфаркт миокарда и др. В некоторых случаях в результате применения ССК от­
мечался хороший терапевтический эффект. Напротив, в интернет-ресурсе Наци­
онального института здоровья США, содержащем информацию обо всех пуб­
личных случаях клинического применения стволовых клеток, до настоящего 
времени не описано ни одного случая применения ЭСК.

Прогресс в научных исследованиях, связанных с использованием ССК, осно­
ван на получении клеток с большим терапевтическим потенциалом, применение 
которых этически обосновано. В мае 2005 г. Комитет по биоэтике при прези­
денте США опубликовал доклад, в котором в качестве альтернативного источ­
ника ЭСК предлагалось генетически репрограммировать соматические клетки 
для получения плюрипотентных клеток, идентичных по свойствам ЭСК. Иден­
тификация конкретных генов и условий генетического репрограммирования 
дифференцированных клеток человека в ССК или ЭСК решает многие этиче­
ские проблемы практического применения плюрипотентных клеток, поскольку 
устраняет необходимость использования яйцеклеток человека в процессе созда­
ния высокорепродуктивных систем, потенциально пригодных для лечения забо­
леваний человека. Кроме того, такой подход решает проблему иммунологиче­
ской совместимости при трансплантации клеток, поскольку регенеративная те­
рапия может осуществляться в аутологичной системе.

Работы японских исследователей под руководством доктора С. Яманака 
(S. Yamanaka), опубликованные в 2006 и 2007 гг., показали, что стабильная экс­
прессия в фибробластах мышей или человека четырех генов (ОСТЗ/4, SOX2, 
KLF4, MYC) вызывает их генетическое репрограммирование в индуцированные 
плюрипотентные клетки (иПК), что вызвало огромный интерес во всем мире 
(рис. 1.22). Аналогичные по свойствам ЭСК, иПК являются, вероятно, наиболее 
перспективными при получении новых ресурсов для медицинских целей. Значи­
мость феномена индукции плюрипотентности заключается в возможности испо­
льзования ограниченного числа генов для репрограммирования фибробластов в 
функционально зрелые клетки любой необходимой тканевой специфичности, 
например кардиоциты, нейроны, клетки поджелудочной железы, печени и т. д. 
Совокупность генов, которую доктор С. Яманака и его сотрудники использова­
ли для репрограммирования зрелых соматических клеток в иПК, была подобра­
на случайным образом, из нескольких комбинаций различных генов. Последу-

Индуцированные 
плюрипотентные клетки

Фибробласт Sox^M yc,
Oct3/4,

Oct3/4,
Nanog,

теломераза

Рис. 1.22. Схема генетического репрограммирования зрелых соматических клеток 
в индуцированные плюрипотентные клетки
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Нуклеосома

Рис. 123. Мус активирует глобальную структуру хроматина:
НЗ и Н4 -  гистоновые белки; К — лизиновые аминокислотные остатки; те — метилированные 

лизиновые остатки; ас — ацетилированные лизиновые остатки (Knoepfler P. S., 2008)

ющее осмысление полученного феномена происходит в настоящее время путем 
анализа роли каждого из использованных генов в индукции плюрипотентности.

Известно, что Oct3/4 и Sox2 являются функциональными маркерами ЭСК и, 
вероятно, их роль заключается в реактивации функции самоподдержания в мо­
дифицируемых фибробластах. Мус и Klf4, вероятно, подготавливают хроматин 
к индукции самоподдержания. В частности, продукт гена MYC реактивирует 
глобальную структуру хроматина путем гиперацетилирования и деметилирова­
ния гистонов. Активация структуры хроматина при экспрессии гена MYC в диф­
ференцированных соматических клетках опосредована ацетилированием лизи- 
нов 4, 8 ,12 ,16  в гистоне Н4, ацетилированием лизина 9 и триметилированием 
лизина 4 гистона НЗ. Мус ингибирует триметилирование лизина 27 гистона НЗ, 
что также направлено на активацию хроматина (рис. 1.23). Klf4 ингибирует 
клеточный цикл, активирует дифференцировку и предотвращает вызываемый 
продуктом гена MYC апоптоз.

Продукт гена KLF4 относится к опухолевым супрессорам. Механизм его дей­
ствия включает торможение клеточного цикла во всех его фазах. Ингибиция 
прогрессии цикла в фазе G1 может быть оценена по снижению активности цик- 
лина D1, уменьшению продукции белков Ki67 и Bmil, а также по активации ин­
гибиторов циклинзависимых киназ р21аР1 и р57к‘р2. Ингибиция фазы S белком 
Klf4 оценивается по супрессии белка Мст2, вход в фазу М — по (упрессии Ki67 
и Cdk2, а выход из фазы М — по ингибиции белков Bubl и Rad21. Кроме того, 
Klf4 индуцирует дифференцировку цитокератинов 1 ,2а, 6 ,7 ,13 ,18 ,19  и щелоч­
ной фосфатазы кишечника (см. цв. вклейку, рис. 1.24). Стабильная экспрессия 
Мус и Klf4, по-видимому, необходима для реактивации хроматина как в случае 
репрограммирования фибробластов в ЭСК, так и в ССК любой тканевой специ­
фичности. Эти предположения основаны на известной функциональной харак­
теристике белков Мус и Klf4. Вероятно, репрограммирование фибробластов 
в зрелые клетки другой специфичности, например кардиоциты, нельзя осущест­
вить в один этап, поскольку хроматин зрелых клеток находится в неактивном 
состоянии, т. е. многие генетические программы, например программа самопод­
держания, в фибробластах находятся в «разобранном состоянии». Поэтому 
репрограммирование фибробластов в зрелые кардиоциты нужно осуществлять 
в два этапа. На первом этапе необходимо реактивировать структуру хроматина 
и придать клетке необходимый потенциал развития, т. е. возможность диффе-
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Рис. 1.25. Схема этапов репрограммирования фибробластов в кардиоциты:

1 — образование стволовых клеток сердца; 2 — образование зрелых кардиоцитов

ренцировки в различные кардиоцитарные клеточные линии. На втором этапе — 
индуцировать дифференцировку сформированной стволовой клетки сердца 
в зрелые кардиоциты (рис. 1.25).

Для образования стволовых клеток сердца из фибробластов необходимо вы­
звать в этих клетках экспрессию тканеспецифических генов сердца, например 
регуляторного гена сердечной дифференцировки ISL1, который способствует 
экспрессии двух других сердечных генов — NKX2.5 и FLK1. ISL1 экспрессирует­
ся как в мультипотентных, так и в бипотентных кардиоцитах. Бипотентные 
клетки-предшественники, продуцирующие Isll и Nkx2.5, дифференцируются 
в кардиомиоциты и гладкомышечные клетки, тогда как бипотентные предшест­
венники, продуцирующие Isll и Flkl, дают начало гладкомышечным и эндоте­
лиальным клеткам (рис. 1.26).

Рис. 1.26. Кардиогенный тканеспецифический фактор Isll необходим для формирования 
сердечных клеток-предшественников 

Flkl — киназа 1 фетальной печени; Nkx2.5 — тканеспецифический активатор кардиогенной диффе­
ренцировки; Mlc2V — легкая цепь 2V миозина предсердий; сТпТ — сердечный тропонин Т; 
Sm -  mhc -  тяжелая цепь миозина гладких мышц; Sma — гладкомышечный актин; CD31 (РЕСАМ 1) — 
адгезионная молекула тромбоцитов и эндотелиальных клеток; vWf — фактор фон Виллебрандта

(Laugwitz К. L. [et al.], 2008)
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ГЛАВА 2 ЭЛЕМЕНТЫ МАШИНЫ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА 
И ИХ РОЛЬ В РЕГУЛЯЦИИ ДЕЛЕНИЯ КЛЕТКИ

2.1. Основные элементы машины клеточного цикла 

Обзор событий клеточного цикла

Все живые организмы от бактерий до млекопитающих размножаются по­
вторными циклами деления. Механизм деления начал формироваться на Земле 
3 млрд лет назад и включает предварительное воспроизведение материнской 
клетки путем удвоения ее содержимого с последующим разделением удвоенного 
материала между двумя дочерними клетками. Цикл удвоения и деления клетки 
известней как клетогный цикл. У одноклеточных видов, таких как бактерии и 
дрожжи, в результате клеточного деления возникает совершенно новый орга­
низм. Возникновение нового организма у многоклеточных является значитель­
но более сложным процессом. В зрелом организме клеточное деление необхо­
димо для замещения умерших клеток. Организм каждого млекопитающего для 
выживания должен производить много миллионов клеток каждую секунду. 
Если деление клеток прекращается, например в результате облучения большой 
дозой рентгеновских лучей, человек погибает через несколько дней.

Детали клеточного цикла отличаются у каждого вида организмов и в различ­
ное время жизни одного и того же организма. Однако определенные черты кле­
точного цикла являются универсальными. К таким характеристикам можно отне­
сти минимальный ряд процессов, которые клетка осуществляет для выполнения 
своей основной задачи — передачи генетической информации следующему поко­
лению клеток. Для образования двух генетически идентичных дочерних кле­
ток ДНК каждой хромосомы должна быть точно воспроизведена и удвоенные 
(реплицированные) хромосомы должны быть точно разделены между двумя до­
черними клетками, так чтобы каждая клетка получила полную копию генома 
(рис. 2.1).

Эукариотические клетки сформировали в процессе эволюции сложную сеть 
регуляторных белков, известную как регуляторная система, или машина кле-

Рис. 2.1. Схема клеточного цикла
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тогного цикла, которая управляет прогрессией клеточного цикла. Прогрессия 
клеточного цикла осуществляется на основе упорядоченной последовательности 
биохимических переключений, контролирующих повторение основных этапов 
деления клетки: удвоение ДНК и разделение удвоенных хромосом. Эффектив­
ность клеточного деления обеспечивается элементами машины клеточного цик­
ла, которая воспринимает различные сигналы, формирующиеся внутри и снару­
жи клетки, и отвечает на них. Машина клеточного цикла осуществляет циклич­
ность работы путем передачи сигналов тем биохимическим элементам, которые 
непосредственно выполняют работу удвоения материала клетки и его деления, 
т. е. репликационной и митотической машинам. Таким образом, все элементы 
клеточного цикла можно подразделить на три части:

1) сигнальные пути, образующие и передающие сигналы снаружи и изнутри 
клетки машине клеточного цикла;

2) собственно машину клеточного цикла, воспринимающую сигналы внутри 
клетки и трансформирующую их в биохимические процессы, которые обеспечи­
вают циклическую активацию репликационного и митотического аппарата 
клетки;

3) собственно репликационный и митотический аппараты клетки, осуществ­
ляющие удвоение и разделение генетического и эпигенетического материала.

Внутри клетки машина клеточного цикла отслеживает прогрессию клеточно­
го цикла и замедляет последующие события до полного завершения предыду­
щих. Расхождение реплицированных хромосом не разрешается до завершения 
репликации ДНК. Восприятие внешних сигналов, т. е. сигналов из внешней сре­
ды и от других клеток, позволяет машине клеточного цикла стимулировать кле­
точные деления в том случае, когда нужно больше клеток, и тормозить их, ког­
да нет потребности в новых клетках. Таким образом, машина клеточного цикла 
играет ключевую роль в поддержании клеточного состава организма.

В процессе деления клетки удваивают не только ДНК, но также цитоплазма­
тические органеллы, мембраны, структурные белки и РНК, иначе они уменьша­
лись бы в размерах с каждым делением. Для поддержания нормального соотно­
шения между всеми элементами, которые удваивают свою массу, клетка должна 
координировать свой рост, т. е. увеличивать клеточную массу при каждом деле­
нии. Механизмы такой координации пока недостаточно изучены. Удвоение кле­
точной массы и подготовка к репликации ДНК происходят в фазе G1. Клетка 
также может находиться в постмитотическом состоянии, которое называется 
фазой GO (см. цв. вклейку, рис. 2.2).

Основная задача клеточного цикла заключается в точном удвоении всей 
ДНК в хромосомах с последующим точным разделением удвоенного материала 
между двумя генетически идентичными дочерними клетками. Эти процессы 
определяют две основные фазы клеточного цикла. Удвоение ДНК происходит в 
фазе S (S — от первой буквы слова «synthesis»), которая длится 10—12 ч и зани­
мает в типичной клетке млекопитающего около трети клеточного цикла. После 
фазы S расхождение хромосом и деление клетки происходит в фазе М (М — от 
первой буквы слова «mitosis»), которая состоит из деления ядра (митоз) и деле­
ния цитоплазмы (цитокинез). Фаза М длится в клетке млекопитающего прибли­
зительно 1 ч и начинается с ядерного деления. Митоз, в свою очередь, начина­
ется с конденсации хромосом: конденсация нитей ДНК в хромосомах значитель­
но увеличивается, что необходимо для их последующего разделения. Затем 
ядерная оболочка распадается, и удвоенные хромосомы, каждая из которых со-
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стоит из пары сестринских хроматид, прикрепляются к микротрубочкам мито­
тического веретена.

В процессе клеточного цикла наблюдается короткая пауза в стадии, которая 
называется метафазой, когда хромосомы, готовясь к расхождению, выстраива­
ются вдоль экватора митотического веретена. Расхождение сестринских хрома­
тид начинается в анафазе, во время которой хромосомы движутся к противопо­
ложным полюсам митотического веретена, где они деконденсируются и образу­
ют ядра, характерные для интерфазной клетки. Затем клетка делится на две 
части путем цитокинеза.

Большая часть белков, РНК и других клеточных макромолекул синтезиру­
ются постоянно в ходе клеточного цикла, присутствуют во многих копиях и 
равномерно распределяются между дочерними клетками при делении, также 
как и маленькие органеллы: митохондрии, лизосомы и белковые комплексы — 
рибосомы. Большие органеллы, например аппарат Гольджи, сначала фрагмен­
тируются на маленькие везикулы в ходе митоза и затем распределяются поров­
ну вместе с другими цитоплазматическими компонентами. В некоторых орга­
низмах эндоплазматический ретикулум (ER) перед делением также распадается 
на маленькие везикулы, тогда как в других — разделяется в неизмененном виде. 
Некоторые белковые комплексы, например центросомы, подобно хромосомам 
удваиваются только один раз в ходе клеточного цикла, обычно в фазе S.

В некоторых клеточных типах, например овоцитах, нейронах, мышечных 
клетках млекопитающих, увеличение клеточной массы происходит без деления, 
и наоборот, деление оплодотворенного яйца происходит без накопления кле­
точной массы. Эти примеры показывают, что хромосомный клеточный цикл и 
рост клетки являются событиями, которые могут регулироваться независимо 
друг от друга.

Структура клеточного цикла отличается в различных клетках и организмах. 
Например, ранние деления эмбрионов лягушки Xenopus laevis характеризуются 
короткими фазами S и М, которые следуют друг за другом и не перемежаются 
фазами G1 и G2 (см. цв. вклейку, рис. 2.3). В ходе клеточного цикла эмбрионов 
отсутствует процесс роста, оплодотворенное яйцо удваивает ДНК и распределя­
ет ее между дочерними клетками вместе с ранее накопленными огромными за­
пасами цитоплазматического материала. У большинства животных митоз и ци­
токинез следуют друг за другом до входа в следующую фазу G1. Однако у неко­
торых организмов цитокинез является относительно медленным процессом и 
может продолжаться долго после окончания митоза. Например, у быстро деля­
щихся пивных дрожжей фаза S появляется вскоре после деления ядра, но окон­
чательное разделение дочерних организмов возникает после завершения S фазы 
следующего цикла.

События клеточного цикла, видимые под микроскопом

Клетка удваивает свои составляющие элементы в интерфазе, которая состо­
ит из трех фаз: фазы G1, во время которой происходит подготовка к реплика­
ции ДНК; фазы S, во время которой ДНК реплицируется; фазы G2, во время ко­
торой происходит подготовка к митозу (см. цв. вклейку, рис. 2.2). Многие собы­
тия интерфазы не видны под световым микроскопом. Однако даже световой 
микроскоп позволяет обнаружить, что в интерфазе клетка увеличивается в раз­
мерах, что происходит вследствие удвоения ее материала, включая репликацию
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хромосом и удвоение центросом. Под световым микроскопом можно наблюдать 
события, которые происходят в митозе, состоящем из профазы, прометафазы, 
метафазы, анафазы и телофазы (см. цв. вклейку, рис. 2.2).

В профазе реплицированные хромосомы, каждая из которых состоит из двух 
близко связанных сестринских хроматид, конденсируются. Вне ядра, между дву­
мя центросомами, которые реплицируются и расходятся, собирается митотиче­
ское веретено. Прометафаза начинается с распада ядерной оболочки. Хромосо­
мы с помощью их кинетохоров, структурных образований в центре хромосомы, 
состоящих из нескольких белков, прикрепляются к микротрубочкам веретена, 
которые осуществляют их активное передвижение. В метафазе хромосомы 
выстраиваются в экваторе митотического веретена, которое образуется микро­
трубочками, между его полюсами. Микротрубочки, которые связаны с кинето- 
хорами хроматид, противоположными концами прикрепляют их к противопо­
ложным полюсам веретена. В анафазе сестринские хроматиды синхронно разде­
ляются, формируя две дочерние хромосомы. Каждая хромосома медленно 
движется по направлению к ближнему полюсу веретена. Кинетохорные микро­
трубочки укорачиваются, и полюса веретена также расходятся, способствуя рас­
хождению хромосом. В телофазе два набора дочерних хромосом подходят к по­
люсам веретена и деконденсируются. Вокруг каждого набора хромосом собира­
ется новая ядерная оболочка, завершая формирование двух ядер и весь процесс 
митоза. Цитокинез начинается со сборки сократительного кольца, состоящего 
из актиновых и миозиновых филаментов. Прогрессивное уменьшение диаметра 
сократительного кольца способствует делению цитоплазмы на две части и за­
вершению формирования ядерной оболочки.

Фазы клеточного цикла

Большинству клеток нужно значительно больше времени для роста и удвое­
ния клеточной массы белков и органелл, чем для репликации ДНК и деления. 
Для того чтобы дать клетке больше времени для роста, существуют дополнитель­
ные промежутки между репликацией ДНК и митозом: фаза G1 — между фазами 
М и S, фаза G2 — между фазами S и М. Фазы Gl, S и G2 вместе называются ин­
терфазой (см. цв. вклейку, рис. 2.2). В типичной клетке человека, делящейся 
в культуре, интерфаза занимает 23 ч из 24-часового клеточного цикла, тогда как 
митоз продолжается около 1 ч.

Фазы G1 и G2 клеточного цикла служат не только обеспечению дополни­
тельного времени для роста клетки, но и для восприятия и анализа сигналов со 
стороны внутреннего и внешнего микроокружения. Анализ таких сигналов дает 
клетке возможность сделать заключение, что окружающие условия способству­
ют делению, а машина клеточного цикла готова его совершить. В этом аналити­
ческом процессе особенно важна фаза G1. Ее продолжительность может значи­
тельно изменяться в зависимости от внешних условий и сигналов от других 
клеток. Если внешние условия не способствуют делению, клетка может замед­
лить прохождение через фазу G1 и даже войти в фазу GO и оставаться в ней не­
определенно долгое время до возобновления пролиферации. Некоторые клетки 
находятся в фазе GO в течение всей жизни организма. При благоприятных усло­
виях и наличии сигналов для роста и деления клетки из фазы G1 или GO прохо­
дят через точку коммитирования в конце фазы G1, известную как рестрикцион­
ная точка (R1) у млекопитающих или Start у дрожжей. После прохождения этой
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точки клетки коммитируются к репликации ДНК даже в том случае, если вне­
клеточные сигналы, стимулирующие рост и деление клетки, отсутствуют. Вто­
рой основной точкой клеточного цикла, контролирующей вход в митоз, являет­
ся точка G2/M. Выход из митоза контролируется в так называемой точке мета- 
фазно-анафазного перехода, или точке М. Прогрессия клеточного цикла может 
быть остановлена в любой контрольной точке цикла и опосредована действием 
специальных негативных регуляторов, например белков семейства продукта 
гена ретинобластомы (pRb), которые являются элементами машины клеточного 
цикла.

2.2. Роль отдельных элементов машины клеточного цикла

Основные элементы машины клеточного цикла подобны у всех эукариот

Некоторые черты клеточного цикла, включая продолжительность отдель­
ных его фаз, существенно отличаются в различных клетках одного и того же ор­
ганизма. Однако принципы организации клеточного цикла и основные состав­
ляющие элементы его машины подобны у всех эукариотических клеток. Белки 
машины клеточного цикла появились миллиарды лет тому назад и являются на­
столько консервативными, что многие из них показывают функциональную ак­
тивность при переносе из клетки человека в дрожжевую клетку. Поэтому кле­
точный цикл и его регуляцию можно изучать в разнообразных организмах, бу­
дучи уверенным в том, что его отдельные элементы, найденные у простых 
организмов, например у дрожжей, представлены гомологичными элементами 
у более сложных организмов, а их идентификация позволяет сформировать об­
щую картину механизма деления эукариотических клеток. Наиболее широко 
используемыми моделями для изучения контрольной системы клеточного цик­
ла являются дрожжи, эмбрионы лягушек, фруктовая мушка Drosophila melano- 
gaster и культуры клеток млекопитающих.

Машина клеточного цикла дрожжей удобна для генетического анализа
Дрожжи относятся к маленьким одноклеточным грибам, наиболее просто 

организованным эукариотическим организмам, механизм контроля клеточного 
цикла которых подобен таковому у человека. Дрожжи размножаются в простых 
условиях, их клеточный цикл продолжается 1,5—2 ч. Дрожжам присуща высо­
кая скорость гомологичных рекомбинаций — процесса, при котором последователь­
ности гена на хромосоме заменяются близкородственными последовательностя­
ми или искусственной плазмидной ДНК. Гомологичные рекомбинации исполь­
зуются для направленной инактивации генов, замещения их специальными му­
тантными формами или введения дополнительных генных последовательностей 
в определенные участки генома. Гены могут также быть стабильно экспрессиро­
ваны в дрожжевых клетках без интеграции в хромосомы. Регуляция экспрессии 
введенных извне генов может осуществляться с их естественных промотеров 
или так называемых «кондиционных» промотеров, активность которых регули­
руется реагентами, добавленными в ростовую среду. Два вида дрожжей обычно 
используются для изучения клеточного цикла: пивные и пекарские. Пивные 
дрожжи (Schizosaccharomyces pombe) получили свое название после того, как
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были использованы для приготовления африканского пива. Они имеют палоч­
кообразную форму и растут путем удлинения их концов (см. цв. вклейку, 
рис. 2.4).

Деление проявляется образованием перегородки в центре палочки. Пекар­
ские дрожжи (Saccharomyces cerevisiae) используются как в пивоварении, так и в 
хлебопечении. Они представляют собой клетки размером 3—5 мкм в диаметре, 
имеют овальную форму и делятся с формированием почки, которая появляется 
в фазе G1 и растет в фазах S и М до середины следующего клеточного цикла, 
пока размер почки не достигнет размера материнской клетки (см. цв. вклейку, 
рис. 2.4). После перераспределения одного набора хромосом из материнской 
клетки в почку дочерняя клетка отделяется от материнской. Несмотря на види­
мые различия, эти два вида дрожжей имеют набор общих характеристик, кото­
рые делают их удобными для генетических исследований. Дрожжи делятся поч­
ти так же быстро, как и бактерии, а размер их генома составляет примерно 1 % 
от такового у млекопитающих. Они обладают необычной способностью делить­
ся в гаплоидном состоянии, когда в каждой клетке присутствует только одна ко­
пия каждого гена. Последняя особенность делает дрожжи удобными для быст­
рых молекулярно-генетических манипуляций, при которых гены могут быть 
удалены, замещены или модифицированы.

Различия в организации клеточного цикла у пивных и пекарских дрожжей 
дают основания использовать их для моделирования различных фаз цикла и 
его контрольных точек у млекопитающих. Пекарские дрожжи имеют продолжи­
тельную фазу G1, но у них отсутствует фаза G2 между фазой S и М, а вход в ми­
тоз регулируется иначе, чем у большинства эукариот. С другой стороны, мета- 
фазно-анафазный переход является более важной регуляторной точкой цикла у 
пекарских дрожжей. Пивные дрожжи, напротив, регулируют вход в митоз по­
добно тому, как это делают многоклеточные организмы, поэтому изучение регу­
ляции входа в митоз у этих организмов является эффективным подходом для 
понимания таковой у млекопитающих.

Систематические исследования машины клеточного цикла дрожжей с исполь­
зованием мутационного анализа привели ко многим открытиям. Гены, которые 
кодируют белки машины клеточного цикла, называются CDC (cell division cycle). 
Многие мутации таких генов приводят к аресту прогрессии клеточного цикла 
в специфических точках. Это дает основание предположить, что нормальный 
продукт мутантного гена необходим для прохождения через ту точку клеточного 
цикла, в которой происходит его остановка при мутации специфического гена. 
Клетка, несущая мутантный ген CDC, не может завершить клеточный цикл и раз­
делиться, т. е. не может размножаться. Например, продукт гена CDC2 у пивных 
дрожжей необходим для инициации митоза. У пекарских дрожжей гомологичный 
ген называется CDC28. По другой номенклатуре этот ген называется CDK1. Та­
ким образом, клетки, содержащие мутантные гены CDC, могут быть отобраны и 
размножены только в том случае, когда их фенотипическая активность зависит 
от внешних условий, т. е. если клетки имеют так называемый «кондиционный, 
или обусловленный фенотип» (см. цв. вклейку, рис. 2.5, а).

В случае создания гена с кондиционным фенотипом продукт этого гена не 
активен в условиях, которые называются рестриктивными, но активен в других 
условиях, которые называются пермиссивными. Большинство кондиционных 
мутантов генов клеточного цикла являются чувствительными к температуре. 
В этих случаях продукт мутантного гена не способен функционировать при высо-
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кой температуре, но проявляет достаточную активность при низкой температуре, 
способствуя клеточному делению. Использование таких мутантных генов создает 
возможность размножать хозяйские клетки при низкой температуре, а затем пу­
тем повышения температуры вызывать остановку клеточного цикла в той его 
фазе, для прохождения которой необходим продукт мутантного гена (см. цв. 
вклейку, рис. 2.5, б). Ингибиция синтеза продукта мутантного гена достигается 
путем повышения температуры, которая является рестриктивным условием для 
проявления активности гена и отменяет синтез его продукта, необходимого для 
прохождения названной точки клеточного цикла. При высокой температуре про­
грессия клеточного цикла продолжается до достижения клеткой регуляторной 
точки, для прохождения которой требуется участие продукта мутантного гена. 
В этой точке клетки с мутантным геном CDC останавливаются. У пекарских 
дрожжей подобную остановку клеточного цикла можно распознать под световым 
микроскопом по наличию или отсутствию почки, так как ее размеры ясно указы­
вают на стадию клеточного цикла, в которой произошла остановка деления.

Эмбрионы животных являются удобной моделью 
для биохимического анализа машины клеточного цикла
Дрожжи очень удобны для генетического анализа клеточного цикла, а био­

химический анализ более эффективен на гигантских оплодотворенных яйцах 
многих животных, которые содержат большие запасы белков, необходимых для 
клеточного деления. Например, яйцо лягушки Xenopus имеет диаметр более 
1 мм и объем ее цитоплазмы в 100 тыс. раз больше, чем таковой у соматической 
клетки (рис. 2.6). Оплодотворенное яйцо лягушки делится очень быстро и обра­
зует за несколько часов эмбрион, состоящий из тысяч маленьких клеток. В про­
цессе таких делений единственными молекулами, которые синтезируются, явля­
ются молекулы ДНК, необходимые для образования тысяч новых ядер. После 
первого деления, которое занимает около 90 мин, следующие 11 делений проис­
ходят более или менее синхронно с 30-минутным интервалом, что завершается 
образованием за несколько часов бластулы, состоящей из 4 тыс. клеток. Кле- 

a

Овоцит растет без деления в течение Оплодотворенное яйцо делится
нескольких месяцев Оплодотворение без роста за несколько часов

1 мм
б

| |  —  |Ф а»01 Ф ™ т а ^ | |  | |

Стандартный клеточный цикл соматической клетки Эмбриональный клеточный цикл

Рис. 2.6. Рост овоцита и деление яйцеклетки у лягушки Xenopus: 
a — деление яйцеклетки у лягушки; б — схема эмбрионального и стандартного клеточных циклов

(Murray А. V., 2004)
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точный цикл оплодотворенного яйца делится на фазы S и М, каждая из кото­
рых продолжается около 15 мин, тогда как фазы G1 и G2 практически отсутст­
вуют, Самые быстрые эмбриональные клеточные циклы длятся менее 5 мин.

Клетки раннего эмбриона лягушки Xenopus, также как и фруктовой мушки 
Drosophila, способны быстро делиться в условиях отсутствия роста и многих кон­
трольных механизмов, которые присутствуют в более сложных клеточных цик­
лах. Машина клеточного цикла в эмбриональных клетках животных упрощена до 
минимума, необходимого для достижения основной задачи — удвоения генома 
в двух дочерних клетках. Другим преимуществом ранних эмбрионов для анализа 
клеточного цикла является их большой размер. Эти условия позволяют легко 
вводить в эмбрион тестируемые реагенты для изучения их влияния на прогрес­
сию клеточного цикла. Для опытов in vitro путем центрифугирования большого 
количества активированных яиц лягушки цитоплазма отделяется от других ком­
понентов клетки. Неразведенная цитоплазма собирается, к ней добавляются ядра 
спермы и АТФ. В этих условиях хромосомы ядер спермы деконденсируются и 
проходят через повторные циклы репликации ДНК и митоза, показывая, что ма­
шина клеточного цикла эмбрионов лягушки может оперировать в бесклеточной 
системе (см. цв. вклейку, рис. 2.7). Еще одно преимущество использования эмб­
рионов лягушки заключается в возможности приготовления практически чистой 
цитоплазмы из яиц Xenopus и анализа с ее помощью многих событий клеточного 
цикла в пробирке. В эмбриональных экстрактах можно наблюдать клеточные со­
бытия in vitro и манипулировать ими в простых и контролируемых условиях.

Машина клеточного цикла млекопитающих может анализироваться in vitro
У многоклеточных животных анализ событий, происходящих в отдельных 

клетках внутри организма, представляет собой непростую задачу. Поэтому куль­
тура клеток in vitro, в которой клетки нормальных или опухолевых тканей рас­
тут в суспензии или на пластиковой поверхности, создает удобные условия для 
изучения отдельных компонентов машины клеточного цикла. Клетки первигной 
культуры, полученные из нормальных тканей, обладают диплоидным набором 
хромосом, но вне организма быстро прекращают деление. Поэтому in vitro наи­
более часто используются стабильные линии клеток, получаемые из опухолевых 
тканей человека или животных. Такие линии являются бессмертными, или им- 
мортальными. Необходимо учитывать, что условия вне организма являются 
искусственными и создают возможность для неадекватного поведения клеток и 
изменения их функций. Например, деление клеток может прекращаться или, 
наоборот, они могут трансформироваться в клетки злокачественной опухоли. 
Клетки первичных культур млекопитающих также могут подвергаться мутаци­
ям, что способствует их иммортализации, то есть появлению таких свойств, ко­
торые обеспечивают клетке неопределенно долгую жизнь в культуре. Хотя та­
кие клеточные линии не являются нормальными, они представляют собой нео­
граниченный источник генетически гомогенных клеток и широко используются 
для изучения компонентов клеточного цикла. Клетки в культуре имеют удоб­
ные размеры для микроскопического и биохимического анализа белков маши­
ны клеточного цикла. Метод культуры клеток млекопитающих особенно эффек­
тивен в изучении молекулярных механизмов контроля пролиферации у много­
клеточных организмов в нормальных условиях и при его нарушении 
и возникновении рака.
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2.3. Машина клеточного цикла инициирует, 
генерирует и контролирует основные процессы 
клеточного деления
Принципы работы машины клеточного цикла

Многолетние наблюдения за видимыми под микроскопом феноменами кле­
точного цикла, например митозом и цитокинезом, не давали возможности со­
ставить представление о том, что является движущей силой этих процессов. 
Было непонятно, существует ли единый контроль за клеточным циклом или его 
отдельными событиями, такими как репликация ДНК, митоз и цитокинез.

Понимание того, что существует единая контрольная система клеточного 
цикла пришло во второй половине 1980-х гг., когда были идентифицированы 
ключевые белки контрольной системы, или машины клеточного цикла, которые 
отличаются от эффекторных белков самих процессов репликации и митоза. 
В определении «машина цикла» подчеркивается, что эта система осуществляет 
не только контроль деления клетки, но, прежде всего, является его движущей 
силой. Машина клеточного цикла подобна автоматическому регулятору в стира­
льной машине, контролирующему несколько последовательных операций: за­
полнение стирального бака водой, смешивание воды со стиральным порошком, 
стирку, полоскание, отжим и сушку. Последовательность этих процессов анало­
гична той, которая наблюдается в клеточном цикле, например репликация ДНК, 
митоз, цитокинез (рис. 2.8).

Контрольные системы различных механизмов включают аналогичные эле­
менты и используют подобные принципы работы:

1. Элемент «часы», который позволяет начать и закончить каждое событие 
клеточного цикла в определенное время.

2. Механизм, который инициирует процессы в определенной последователь­
ности, например репликация ДНК всегда предшествует митозу.

Сборка
митотического ■4---

Запускается
машина •4---

Вход 
в фазу М

Выход 
из фазы М

Запускается
анафаза

веретена митоза и цитокинез

Вход в фазу S

Завершение
клеточного

деления

Репликация ДНК Запускается машина 
репликации ДНК

Рис. 2.8. Элементы клеточного цикла, контролируемые машиной клеточного цикла
(Murray А. V., 1992)
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3. Механизм, который гарантирует, что каждое событие вызывается только 
один раз за цикл.

4. Выключатели типа «включено/выключено», которые вызывают события 
в полной и необратимой манере, т. е. если процесс инициирован, то он обязатель­
но завершится. Например, клетка, в которой репликация ДНК была иницииро­
вана, но не завершилась, неизбежно погибнет.

5. Принцип надежности означает, что, используя механизмы обратной свя­
зи, машина клеточного цикла будет работать правильно даже при поломке ее 
отдельных частей.

6. Принцип приспособляемости гарантирует, что машина клеточного цикла 
оперирует в соответствии с текущими условиями внешней среды.

Контрольные точки клеточного цикла

Контрольная система простых эмбриональных клеточных циклов действует 
подобно оператору простой автоматической машины, действие которого осно­
вано на часовом механизме. В таком механизме нет обратных связей, он не чув­
ствителен к событиям, которые регулирует, и инициирует следующий процесс 
даже в том случае, если предыдущий процесс не был завершен. В сложных ма­
шинах, включая биологический клеточный цикл, контрольная система опериру­
ет с учетом информации, которую она получает от контролируемых процессов. 
Существуют сенсоры, которые информируют контрольную систему о заверше­
нии предыдущего процесса до начала следующего, например о завершении фазы 
G1 до начала репликации ДНК, завершении репликации ДНК до начала форми­
рования митотического веретена, об окончании формирования митотического 
веретена до начала расхождения хромосом. Только при получении подобной 
информации «процессор» инициирует следующую фазу. Если же предыдущий 
процесс, например репликация ДНК, не завершен, то «процессор» останавлива­
ет прогрессию клеточного цикла до начала митоза (рис. 2.9). Такая остановка 
дает возможность биологической системе восстановить поврежденный элемент 
и предотвращает серьезные нарушения, которые могли бы возникнуть при 
преждевременном переходе в следующую фазу.

Процесс деления может быть остановлен в любой контрольной точке кле­
точного цикла: Rl, G2/M или М (см. рис. 2.9). В контрольных точках сходятся 
биохимические пути, сигнализирующие машине клеточного цикла о необходи­
мости клеточного деления, его временной или постоянной остановки и перехо­
да клетки в фазу GO. Например, стадия анафазы не начинается, пока последняя 
хромосома не прикрепится к митотическому веретену. При повреждении ДНК 
прогрессия клеточного цикла может быть остановлена в контрольных точках 
с помощью специальных механизмов. Остановка прогрессии клеточного цикла 
в контрольных точках обеспечивает время для репарации поврежденной ДНК, 
после чего тормозные механизмы отменяются и ход клеточного цикла возоб­
новляется. Контрольные точки также являются каналами, через которые сигна­
лы окружения влияют на прогрессию клеточного цикла и контролируют работу 
машины клеточного цикла.

Машина клеточного цикла функционирует путем формирования негативных 
сигналов, которые останавливают прогрессию клеточного цикла, а не через от­
мену позитивных сигналов, которые активируют деление клетки. Например, 
выход из митоза начинается с процесса расхождения хромосом, т. е. с анафазы.
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Нерепликацированная

Рис. 2.9. Контрольные точки клеточного цикла (Murray А. V., 1992)

В случае контроля анафазы через положительные сигналы машина цикла дол­
жна была бы отслеживать прикрепление всех хромосом и суммировать сигнал 
от каждой из них в процессе прикрепления к митотическому веретену таким об­
разом, чтобы вызвать процесс расхождения после прикрепления последней хро­
мосомы. Однако такой сигнал было бы трудно определить, поскольку он со­
ставляет только небольшую часть от общей величины сигнала, необходимого 
для инициации расхождения хромосом. Напротив, если каждая неприкреплен­
ная хромосома посылает негативный сигнал, который тормозит прогрессию 
клеточного цикла, прикрепление последней хромосомы будет легко определить, 
поскольку при этом прекращается сигнализация. Таким же образом нереплици- 
рованная ДНК ингибирует инициацию митоза путем образования «стоп^сигна- 
лов, которые передаются до завершения репликации ДНК.

Убедительные доказательства того, что функционирование контрольных то­
чек цикла опосредовано негативными сигналами, были получены в результате 
экспериментов на клетках, в которых контрольные точки были инактивирова­
ны с помощью мутаций или химической обработки. В таких клетках прогрессия 
клеточного цикла продолжается даже в том случае, если репликация ДНК или 
сборка митотического веретена не завершена, показывая, что контрольные точ­
ки не играют роли в прогрессии клеточного цикла. Контрольные точки следует 
рассматривать как вспомогательные тормозные системы, роль которых в работе 
машины клеточного цикла заключается в обеспечении более сложных форм ре­
гуляции. Популяция клеток с дефектами контрольных точек часто накапливает 
мутации, возникающие из-за случайных нарушений в репликации, репарации 
ДНК или в сборке митотического веретена. Накопление в клетке таких мутаций 
содержит опасность возникновения рака.
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Основные элементы машины клеточного цикла

Машина клеточного цикла запускается митогенами, активирующими синтез 
циклинов D, которые инициируют начало фазы G1. Циклины D отменяют тор­
мозящее действие на пролиферацию клеток белков семейства pRb путем осво­
бождения из комплексов с ними транскрипционных факторов семейства E2F. 
В свою очередь, белки E2F способствуют синтезу циклинов Е и А, инициирую­
щих репликацию ДНК и митоз.

В состав машины клеточного цикла входят продукты нескольких белковых 
семейств, выполняющих эффекторные и регуляторные функции: циклинзависи- 
мых киназ (Cdk); циклинов, активных в разлигных фазах цикла — G l, G l/S , S 
и М; ингибиторов циклинзависимых киназ (Cdkl), например продуктов локуса 
Ink4 (р15, р16, р18, р19) и белков семейства Cip/Kip — р21°Р1, р2 7 ^ ,  р57К‘Р2; 
негативных регуляторов клеточной пролиферации (гленов семейства pRb и бел­
ков семейства р53); убиквитиновых лигаз SCF и АРС*, участвующих в периоди­
ческой инактивации регуляторных белков клеточного цикла в ходе его прогрес­
сии (рис. 2.10, а).

Эффекторными элементами машины клеточного цикла, образующими его 
движущую силу, являются белковые киназы, известные как циклинзависимые 
киназы (Cdk). Они получили свое название потому, что активность этих фер­
ментов зависит от их регуляторных компонентов — циклинов, которые синте­
зируются и разрушаются в клеточном цикле с определенной периодичностью 
(рис. 2.11). Периодические колебания активности циклинов и Cdk сопровожда­
ются параллельными изменениями активности их мишеней — регуляторных 
внутриклеточных белков. Фосфорилирование этих белков под действием Cdk 
инициирует последовательность событий, результатом которых является индук­
ция репликации ДНК, митоз и цитокинез. Например, увеличение активности 
Cdk в фазе G1 сопровождается фосфорилированием продуктов семейства pRb, 
освобождением от связи с ними транскрипционных факторов семейства E2F, 
инициирующих репликацию и митоз (рис. 2.10, б).

Cdk действуют в комплексе с циклинами, образование которых необходимо 
для активации киназ и физического взаимодействия с белками-мишенями 
(см. рис. 2.11). В отличие от циклинов, уровень Cdk в клеточном цикле не изме­
няется. Наоборот, при образовании комплексов с циклинами киназная актив­
ность Cdk периодически изменяется, что и вызывает прогрессию клеточного цик­
ла. Существуют четыре класса циклинов, функции которых определяются фазой 
клеточного цикла, в которой они связывают и активируют Cdk (табл. 2.1).

Таблица 2.1

Наиболее важные циклины и циклинзависимые киназы 
у позвоночных и у пекарских дрожжей (ShetT С. J., 1993)

Комплексы 
циклин—Cdk

Позвоночные Пекарские дрожжи
Циклины Cdk Циклины Cdk

G l-C d k  
G l/S —Cdk 
S-C dk  
M—Cdk

Циклины D l—3 
Циклин E 
Циклин A 
Циклин В

Cdk4, Cdk6
Cdk2
Cdk2
Cdkl (Cdc2)

Cln3 
Clnl, 2 
Cln5, 6 
C lnl—4

Cdkl (Cdc28) 
Cdkl 
Cdkl 
Cdkl
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Рис. 2.10. Последовательность активации машины клеточного цикла и ее основные компоненты: 
а — последовательность активации машины клеточного цикла; б — основные компоненты машины

клеточного цикла (Weinberg R. А., 1995)

Три класса циклииов эффективны во всех эукариотических клетках;
1) циклины фаз G1/S связывают Cdk в конце фазы G1 и коммитируют клет­

ку к репликации ДНК;
2) циклины фазы S связывают Cdk в ходе фазы S и инициируют репликацию 

ДНК;
3) циклины фазы М облегчают митоз.
У большинства клеток существует и четвертый класс циклинов, циклины G1, 

которые облегчают прохождение рестрикционной точки R1.
У дрожжей одна и та же Cdk связывает все классы циклинов и инициирует 

прогрессию клеточного цикла путем замены своего партнера — циклина в раз­
личных фазах цикла. В клетках позвоночных существует четыре Cdk. Две кина­
зы взаимодействуют с циклинами фазы G1, одна — с циклинами фаз G 1/S и S и 
одна — с циклинами фазы М. Соответственно, эти киназы называются G l—Cdk, 
G l/S —Cdk, S—Cdk и M—Cdk (см. табл. 2.1).

Каким образом различные комплексы циклин—Cdk инициируют различные 
события клеточного цикла? Ответ на этот вопрос, по крайней мере отчасти, за­
ключается в том, что циклины не просто активируют связанные с ними Cdk, но 
также направляют их к специфическим белкам-мишеням. В результате каждый 
комплекс циклин—Cdk фосфорилирует различную группу белков. Один и тот 
же комплекс циклин—Cdk в разное время может оказывать различное влияние 
на клеточный цикл, так как доступность различных субстратов для Cdk изменя-
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Рис. 2.11. Схема действия циклинов и циклинзависимых киназ в простых клеточных циклах. 
На рисунке показаны циклины, которые действуют в фазе S (циклины S) и фазе М (цикли- 
ны М). Те и другие циклины взаимодействуют с одной и той же Cdk. Комплексы циклинов S 

и М с Cdk обозначены, соответственно, S-Cdk и М-Cdk (Evans Т. [et al.], 1983)

ется в течение клеточного цикла. Например, некоторые белки, которые функци­
онируют в митозе, могут быть доступными для Cdk только в фазе G2.

Cdk состоит из меньшей аминоконцевой и большей С-концевой долей. Сайт 
фосфорилирования Cdk расположен во впадине между ее двумя долями 
(рис. 2.12, а). Сайт связывания АТФ в молекуле Cdk располагается в глубине 
впадины таким образом, что его фосфатные остатки ориентированы наружу 
к началу впадины. Белковый субстрат не может взаимодействовать с сайтом 
фосфорилирования Cdk во впадине, поскольку вход в нее в неактивной молеку­
ле Cdk занят подвижной Т-петлей, которая формируется из С-концевой части 
Cdk (см. рис. 2.12, а).

Ключевые остатки в АТФ-связывающем сайте также ориентированы «не­
правильно» в мономерной Cdk, что соответствует неактивному состоянию фер­
мента. Взаимодействие с циклином вызывает важные конформационные изме­
нения в субстратном сайте Cdk. Две а-спирали вносят наиболее важный вклад в 
контроль активности Cdk. Высококонсервативная a l -спираль N-концевой части 
Cdk (часто называемая по входящим в нее аминокислотным остаткам спиралью 
PSTAIRE) физически взаимодействует с циклином и после связывания с ним 
движется внутрь молекулы, вызывая реориентацию аминокислотных остатков, 
которые взаимодействуют с фосфатными группами АТФ. Спираль L12 изменяет
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АТР
Спираль
PSTAIRE

Циклин

Т-петля

Субстрат

Спираль L12

Cdk не активна

Активирующий 
фосфат Т160

Cdk частично активирована Cdk полностью активирована

Рис. 2.12. Механизм активации Cdk при взаимодействии с циклином. Показана локализация 
АТР в Cdk2, которая может находиться в трех разных состояниях: 

а — Cdk2 находится в неактивном состоянии: б — связывание циклина вызывает частичную акти­
вацию Cdk2; в -  фосфорилирование Cdk2 киназой Сак усиливает активацию фермента

(Pavletich N. Р., 1999)

свою форму в трехмерной структуре молекулы на p-нить, в которой L12 уже не 
загораживает вход во впадину, формирующую сайт связывания фермента (рис. 
2.12, б).

Полная активация комплекса циклин—Cdk происходит после того, как кина­
за, активирующая Cdk, циклинактивирующая киназа (Сак), фосфорилирует тре- 
ониновый аминокислотный остаток Thr 160 Т-петли, расположенный рядом с 
киназным сайтом Cdk (рис. 2.12, в). Это фосфорилирование является причиной 
более активного взаимодействия киназы с циклином, а также способствует бо­
лее активному взаимодействию Т-петли с субстратом, содержащим последовате­
льность SPXK. Фосфорилирование субстрата Cdk способствует последующим 
событиям клеточного цикла.

Некоторые циклины, прежде всего циклины S, физически взаимодействуют 
с субстратными белками, активность которых связана с клеточным циклом. 
У человека комплексы циклин A—Cdk взаимодействуют и фосфорилируют бе­
лок р107 — важный регулятор перехода G1/S. Субстратная специфичность цик­
линов S зависит от области молекулы, которая называется гидрофобным пят­
ном и находится на поверхности молекулы циклина. Это пятно связывает с уме­
ренным аффинитетом субстратный белок, который содержит комплементарную 
гидрофобную последовательность, известную как мотив RXL. Такое взаимодей­
ствие увеличивает аффинитет между субстратом и киназой и ускоряет субстрат­
ное фосфорилирование. Центральный сайт распознавания белкового субстрата 
в Cdk в активном сайте Т-петли взаимодействует с последовательностью субст­
рата SPXK, содержащей сайт фосфорилирования (рис. 2.13).

Хотя активность Cdk прежде всего зависит от повышения или снижения 
уровня циклинов, существует несколько дополнительных механизмов, которые 
регулируют активность Cdk в определенные периоды цикла. Как уже указыва­
лось ранее, активность Cdk нуждается в фосфорилировании киназой Сак тре-
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Гидрофобное
пятно Циклин

Рис. 2.13. Сайты связывания субстрата в комплексе циклин—Cdk 
(Morgan D. О., 2007)

онинового остатка Thrl60, расположенного в Т-петле. Это фосфорилирование 
происходит после взаимодействия с циклином, но не регулируется в клеточном 
цикле. Фосфорилированная Сак киназа Cdkl в дальнейшем подвергается инги­
бирующему фосфорилированию киназой Weel, которая модифицирует амино­
кислотный остаток Туг15 в «крыше» активного киназного сайта, тогда как ки­
наза Mytl фосфорилирует расположенный рядом остаток Thrl4 (рис. 2.14). Де- 
фосфорилирование ингибиторных сайтов Туг15 и Thrl4 осуществляется 
фосфатазой Cdc25c. Этот регуляторный механизм особенно важен в контроле 
активности М—Cdk в начале митоза.

Активность комплексов циклины—Cdk регулируется также путем связыва­
ния с Cdkl. Физиологическая необходимость существования этих белков заклю­
чается в ингибиции активности Cdk во время выхода клетки из митоза и до на­
чала следующей фазы клеточного цикла, т. е. в фазе G1, когда клетка растет и 
накапливает информацию, необходимую для инициации нового цикла деления. 
Cdkl, экспрессирующиеся в фазе G1, обладают способностью избирательно инги­
бировать активность G l—Cdk и G l/S —Cdk и фосфорилируются Cdk с формиро-

Ингибирующие

№  ГЦиклинВ1 

Ч —
Сак вызывает активирующее 

фосфорилирование Cdkl
Киназы Weel и Mytl 

вызывают ингибирующее 
фосфорилирование Cdkl, 

которое отменяется 
фосфатазой Cdc25c

Рис. 2.14. Регуляция активности Cdk активирующим и ингибирующим фосфорилированием
(Murray A. W., 1992)
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ванием сигнала для последующего их убиквитинирования и инактивации в про- 
теасомах. Существуют важные функциональные различия между различными 
Cdkl. Например, Cdkl р27К|Р' ингибирует G l/S —Cdk и S—Cdk. Поэтому у млеко­
питающих существуют механизмы инактивации Cdkl p27KiP1 в поздней фазе G1. 
Комплекс циклин D—Cdk4/6 аккумулирует Cdkl p27Kiv1 и, таким образом, удаля­
ет его из комплекса G l/S —Cdk. G l/S —Cdk фосфорилируют Cdkl р27юР\ прида­
вая ему метку для последующего убиквитинирования и деградации. Другие Cdkl, 
в частности, кодируемые локусом 1пк4, являются специфическими ингибиторами 
киназ фазы G1, например, киназных комплексов циклин D—Cdk4/6. Cdkl p21Qpl 
ингибирует киназы G l—S/Cdk и S—Cdk при повреждении ДНК.

Cdkl — члены семейства Cip/Kip, обладают способностью взаимодейство­
вать как с киназами, так и с циклинами, тогда как белки семейства 1пк4 взаимо­
действуют только с киназами Cdk4/6 и ингибируют их способность связывать 
циклины. Аминоконцевые участи белков семейства Cip/Kip (р21, р27, р57) 
включают мотив RXL, опосредующий связывание циклинов, и имеют более 
протяженную последовательность, необходимую для связывания Cdk. Таким 
образом, белки семейства Cip/Kip связывают оба компонента комплекса цик­
лин—Cdk, препятствуя его взаимодействию с субстратом. Белки, кодируемые 
локусом 1пк4, взаимодействуют только с Cdk, ингибируя ее способность взаи­
модействовать с циклином. Например, при взаимодействии p l6 Ink4a с N-конце- 
вым участком Cdk6, противоположным сайту связывания субстрата, происходит 
вращение на 15° N-концевого фрагмента молекулы, что изменяет ее конформа­
цию и снижает способность взаимодействовать с циклином (рис. 2.15). 

а

Активный комплекс 
циклин A/Cdk2

Р27КФ1
Неактивный комплекс 
р27К1р!/ЦИ клин/Cdk

N-концевой фрагмент Cdk6 
изменяет конформацию

Рис. 2.15. Механизм ингибиции комплекса циклин—Cdk специфическими ингибиторами киназ: 
а — члены семейства Cip/Kip, например pZ?"?1, обладают способностью взаимодействовать как 
с киназами, так и с циклинами; б — белки семейства Ink4 взаимодействуют только с киназами

Cdk4/6 (Sherr С. J., Roberts J. М., 1999)
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Циклический протеолиз в регуляции активности белков 
машины клеточного цикла

Контроль клеточного цикла зависит от двух видов различных ферментных 
комплексов: SCF и АРС*, которые действуют в различное время в клеточном 

I цикле и инактивируют ключевые компоненты машины клеточного цикла путем 
I протеолиза. В фазе G1 и S ферментный комплекс SCF (название составлено из 
I первых букв трех белковых субъединиц комплекса: Skpl, Cullin, F-box) 
I (рис. 2.16), опосредует убиквитинацию и деструкцию циклинов фазы G1/S и не- 
I которых Cdkl, контролирующих инициацию фазы S, например p27KiP1. У млеко- 
I питающих известно более 7 0  лигаз SCF, включающих различные белковые 
! субъединицы F-box, которые обеспечивают специфичность при прямом рекру- 
I тировании субстрата к лигазе и ферменту Е2, конъюгирующему убиквитин (рис. 

2.16).
Комплекс, облегчающий анафазу (АРС*), является ответственным за иници- 

8 ацию метафазно-анафазного перехода, убиквитинацию и протеолиз циклина М 
и других регуляторов митоза. АРС* состоит из 11—13 субъединиц и по молеку­
лярной массе значительно превосходит SCF. Подобно SCF, АРС* включает в ка- 

I честве основной субъединицы cullin (Арс2) и субъединицу RING finger (A p cll), 
| которая физически взаимодействует с ферментом Е2 (см. рис. 2.16). Активация 
I АРС* происходит при взаимодействии с активаторными белками (Cdc20 или 

Cdhl), которые, подобно субъединице F-box в SCF, осуществляют контакт с 
1 белком-мишенью. В отличие от лигазы SCF, распознающей в белке-мишени 

сайт специфического фосфорилирования, активированный комплекс АРС* 
I  взаимодействует в мишенях со специфическими аминокислотными последова- 
! тельностями (мотивами), наиболее распространенными среди которых являют- 
j ся деструктивный D-box и KEN-box. D-box включает последовательность 
[ RXXLXXXXN, где R — аргинин, X — любая аминокислота, L — лейцин, N — ас­

парагин. KEN-box включает последовательность KENXXXN, в которой К — ли­
зин, Е — глютаминовая кислота, N — аспарагин. Убиквитиновые лигазы SCF 
и АРС* регулируются различными путями.

F-b°x Белок-мишень
Активатор 

(Cdc20, Cdhl)
Белок-мишень

Skpl

Убиквитин

Е2

RING finger

Убиквитин

Е2

Apcll

Cullin Apc2
АРС*SCF

Рис. 2.16. Схема строения убиквитиновых лигаз SCF и АРС* и их взаимодействие 
с белком-мишенью (Morgan D. О., 2007)

ЗЗак. 172
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Мультиубиквитиновая цепь

Активность SCF постоянна в течение клеточного цикла, а убиквитинация, 
вызываемая SCF, инициируется изменением состояния фосфорилирования ее 
мишеней. Только специфически фосфорилированные белки распознаются и 
убиквитинируются SCF. В противоположность SCF, активность АРС* изменяет­
ся в различных стадиях клеточного цикла путем добавления различных активи­
рующих субъединиц (рис. 2.17).

Убиквитин подготавливается для конъюгации с другими белками с помо­
щью фермента Е1, активность которого зависит от АТФ (рис. 2.18). Активиро­
ванный убиквитин с Е1 переносится на фермент Е2, который вместе с фермен­
том ЕЗ образует комплекс Е2—ЕЗ, формирующий полиубиквитиновую цепь. 
В комплексе Е2—ЕЗ функция компонента ЕЗ заключается в распознавании спе­
цифического сигнала деградации в белковом субстрате и связывании белка-ми- 
шени. Е2 помогает формировать мультиубиквитиновую цепь, перенося активи­
рованный убиквитин на остаток лизина субстратного белка. В этой цепи С-кон- 
цевой остаток каждого убиквитина связывается со специфическим лизином 
предыдущей молекулы убиквитина, образуя линейную последовательность от­
дельных убиквитиновых остатков. Мультиубиквитиновая цепь метит белки, ко­
торые распознаются специфическим рецептором протеасомы. У млекопитаю­
щих существует примерно 30 структурно подобных, но различных ферментов 
Е2 и сотни различных белков ЕЗ, которые формируют комплексы со специфи­
ческими ферментами Е2.

Убиквитинпротеасомная система состоит из многих подобно организован­
ных протеолитических путей, общим в которых является фермент Е1 в начале 
процесса и протеасома — в его конце, а отличаются эти пути композицией убик­
витиновых лигаз Е2—ЕЗ и вспомогательных белков. Различные белковые лигазы
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на эффекторную 
лигазу
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Белок-мишень 
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цепью

Рис. 2.18. Последовательность формирования полиубиквитиновой цепи на белке-мишени
(Alberts В. [et al.], 2004)

распознают различные сигналы деградации, поэтому метят для деградации раз­
личные группы внутриклеточных белков, которые несут эти сигналы.

В нормальных условиях задачей протеасом является разрушение вновь син­
тезированных клетками белков, которые имеют неправильную форму из-за 
ошибок при их трансляции. Примерно треть вновь синтезированных белков 
имеют определенные нарушения структуры. После вхождения в цитоплазмати­
ческий ретикулум такие белки селектируются и ретранслоцируются в цитозоль 
с целью их деградации.

Аппаратом удаления неправильно синтезированных белков у эукариот явля­
ются протеасомы. Протеасомы представляют собой многочисленные АТФ-зави- 
симые комплексы протеаз, которые составляют примерно 1 % всех клеточных 
белков. Каждая протеасома состоит из центрального полого цилиндра (основ­
ная протеасомная субъединица 20S) и сформирована из множественных белко­
вых субъединиц, которые собраны в структуру, состоящую из 4 колец 
(рис. 2.19). Эти субъединицы представляют собой различные протеазы с актив­
ными сайтами, направленными во внутреннюю полость цилиндра. Каждый ко­
нец протеасомного цилиндра связан с большим белковым комплексом 19S, со­
держащим приблизительно 20 различных белков. Субъединица комплекса 19S, 
состоящая из 6 белков, гидролизует АТФ, денатурирует белки и передвигает их 
во внутреннюю полость протеасомы. Субъединица 19S также отвечает за связы­
вание белковых субстратов протеасомой, в частности, она распознает белки, ко­
валентно связанные с полиубиквитиновой цепью. В протеасоме убиквитиниро- 
ванный белок находится до его полной деградации на мелкие полипептиды.
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Отдельные протеазы 
протеасомы

Субъединица 20S

19S

Рис. 2.19. Схема строения протеасомы (Alberts В. [et al.], 2004).

2.4. Некоторые методы изучения клеточного цикла млекопитающих

Каким образом можно определить стадию клеточного цикла, в которой на* 
ходится клетка? Один способ заключается в микроскопическом наблюдении. 
Например, с большой вероятностью можно предполагать, что адгезивные клет­
ки, которые имеют округлую форму и лишены отростков, находятся в митозе. 
Клетки в стадии цитокинеза также могут распознаваться под микроскопом. Од­
нако клетки, находящиеся в фазе S, не могут быть распознаны под микроско- 
пом, но визуализируются путем мечения с помощью радиоактивного эН-тими* 
дина или искусственного аналога тимидина — бромодезоксиуридина (BrdU) 
с последующей ауторадиографией или путем выявления BrdU специфическими 
антителами, связанными с иммунофлюоресцентной меткой.

В типичном случае популяция клеток, которая делится быстро и асинхрон­
но. включает 30—40 % клеток в фазе S, которые метятся импульсной меткой 
с 3Н-тимидином или BrdU. Зная пропорцию меченых клеток в популяции (ин­
декс мечения), можно определить продолжительность фазы S как части от це­
лого числа — продолжительности клеточного цикла. Аналогично, зная пропор­
цию клеток в митозе (митотический индекс), можно определить продолжитель­
ность фазы М. Пометив клетки импульсной меткой (эН-тимидином или BrdU) 
и разрешив им продолжить цикл деления, можно определить продолжитель­
ность других фаз клеточного цикла — G2. М и G1.

Другим способом оценки стадии, в которой находится клетка в клеточном 
цикле, является измерение содержания ДНК, которое удваивается в фазе G2/M 
по сравнению с фазой G1. Этот подход значительно облегчается при использо­
вании флюоресцентных красителей, связывающих ДНК, и проточного сорти­
ровщика, активируемого флюоресценцией, который дает возможность автома-
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----------------------------------------------------------►

Рис. 2.20. Интенсивность флюоресценции клеточных популяций, окрашенных красителем 
ДНК, прямо соответствует количеству ДНК в клетках (Alberts В. [et al.], 2004)

тически анализировать большое число клеток (рис. 2.20). FACS можно также 
использовать для определения продолжительности фаз Gl, S и G2/M, зная про­
должительность всего клеточного цикла и процентное содержание клеток, кото­
рые находятся в той или иной его фазе. Количество клеток в определенной фазе 
цикла прямо соответствует содержанию ДНК в этих клетках, которое определя­
ется с помощью флюоресцентной метки. Количество ДНК в клетках, находя­
щихся в фазе G2/M, удваивается по сравнению с таковым в фазе G1, тогда как в 
фазе S клетки содержат промежуточное количество ДНК. Количественная оцен­
ка содержания ДНК в популяции клеток путем проточной цитометрии дает воз­
можность быстро и эффективно исследовать распределение клеток по различ­
ным фазам клеточного цикла.

При сортировке с помощью FACS клетки, меченные красителем ДНК или 
антителами, связанными с флюоресцентной меткой, проходят в тонком потоке 
жидкости через лазерный луч, что дает возможность количественно измерить 
флюоресценцию каждой клетки. Вибрирующий ультразвуковой носик, через ко­
торый проходит струя жидкости, преобразует ее в маленькие капли, большинст­
во из которых содержат только одну клетку или не содержат клеток вообще 
(рис. 2.21). Каплям, содержащим одну клетку, автоматически придается пози­
тивный или негативный заряд в момент их образования в зависимости от того, 
флюоресцирует или нет клетка, которую содержит данная капля. Затем заря­
женные капли отклоняются с помощью сильного электрического поля и на­
правляются в соответствующий контейнер. Случайные конгломераты клеток, 
определяемые по увеличенному рассеянию света, остаются незаряженными и
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Рис. 2.21. Схема автоматической сортировки клеток на основе активации сигнала специфиче­

ской флюоресценцией (Alberts В. [et а!.], 2004)

выбрасываются. Такие проточные анализаторы могут точно отбирать одну ме­
ченую клетку из популяции, содержащей 1000 немеченых клеток, и сортировать 
несколько тысяч клеток в секунду.

Изучать состояние компонентов машины клеточного цикла в отдельных 
клетках можно также путем точного вырезания их из тонких срезов для микро­
скопии. В одном из методов, который называется лазерной связывающей микро- 
диссекцией, тканевый срез покрывается тонкой пластиковой пленкой и нужная 
область среза облучается фокусированным лучом инфракрасного лазера 
(рис. 2.22). Пульсовой свет расплавляет маленький кружок пленки, который 
связан с подлежащими клетками. Связанные с пластиком клетки удаляются вто­
рым лазерным лучом для последующего анализа. Эта техника используется для 
разделения и сравнительного анализа клеток, включая характеристику белков 
машины клеточного цикла в клетках опухоли и окружающей опухоль нормаль­
ной ткани.

Для анализа изменения экспрессии генов, связанных с прогрессией клеточ­
ного цикла, в настоящее время широко используется одновременная оценка ак­
тивности многих генов, количество которых может достигать десятков тысяч. 
Такой подход называется молекулярным дисплеем. Оценка экспрессии молекул 
методом молекулярного дисплея осуществляется на небольших по размеру но­
сителях — микрогипах, на которые с помощью роботов наносятся десятки тысяч 
образцов исследуемого материала. При помощи молекулярного дисплея было 
найдено, что у пекарских дрожжей около 10 % всех генов периодически изме-
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Рис. 2.22. Лазерная микродиссекция позволяет селектировать клетки из тканевых срезов для 

последующего анализа (Alberts В. [et al.], 2004)

няют свою активность в клеточном цикле. Однако функции многих генов оста­
ются неизученными. Вероятно, указанные колебания экспрессии генов контро­
лируются комплексами циклины—Cdk, которые фосфорилируют множество ре­
гуляторных белков, однако детали этого процесса остаются не ясными.

Техника молекулярного дисплея включает несколько модификаций. В каче­
стве объектов оценки активности генов могут быть использованы ДНК, РНК 
или белки, а в качестве индикаторной пробы — ДНК или антитела. Микродис­
плей ДНК может быть сформирован на стандартном стекле для микроскопиче­
ского анализа, на которое нанесено большое число различных фрагментов ДНК, 
содержащих специфические нуклеотидные последовательности множества ге­
нов. Наиболее информативные диплеи ДНК могут содержать десятки тысяч та­
ких фрагментов на площади в 1 см2. Это создает возможности для одновремен­
ного проведения многих тысяч гибридизационных реакций. Некоторые микро­
дисплеи формируют с использованием больших фрагментов ДНК, которые 
получают с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). Фрагменты ДНК с 
помощью робота наносят на материал, используемый в качестве матрицы. Дру­
гие дисплеи содержат короткие олигонуклеотиды, которые синтезируются непо­
средственно на поверхности матрицы. В любом случае заранее известны точная 
последовательность и положение каждой пробы на матрице. Таким образом, 
любой нуклеотидный фрагмент, взятый из клетки и гибридизуемый с известной 
пробой на дисплее, может быть идентифицирован как продукт специфического 
гена путем определения положения пробы на дисплее.

При использовании микродисплея для оценки экспрессии генов из клеток 
сначала экстрагируется мРНК, которая затем конвертируется в ДНК (см. цв. 
вклейку, рис. 2.23). Затем кДНК метится флюоресцентной меткой. Микрогип 
гибридизируется с меченым образцом кДНК, затем отмывается, чтобы удалить 
кДНК, которая непрочно связана с матрицей, и положение каждой пробы на 
микрочипе определяется путем автоматического сканирования на лазерном 
микроскопе. Положение отдельных пятен на микрочипе и активность соответ­
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ствующих генов идентифицируется с помощью специальных компьютерных 
программ. В типичном случае ДНК из экспериментального образца, меченная, 
например, красным флюоресцентным красителем, смешивается с контрольным 
образцом, который помечен зеленым красителем. Если количество РНК, кото­
рая экспрессируется с определенного гена в изучаемой клетке, увеличивается 
относительно таковой в контрольном образце, окончательное пятно приобрета­
ет красный цвет. Наоборот, если экспрессия мРНК этого гена в клетке снижает­
ся относительно контрольного гена, пятно становится зеленым. Используя та­
кой внутренний контроль, экспрессионные профили различных генов могут 
быть оценены с большой точностью.

Современные подходы в исследовании экспрессии генов также обеспечива­
ют дополнительный уровень информации, которая является полезной для пред­
сказания функции генов. Такое предсказание может быть основано на иденти­
фикации генов с общим экспрессионным профилем. Используя технику, кото­
рая называется кластерным анализом, можно идентифицировать группы генов, 
регуляция экспрессии которых координируется. Гены, активность которых уси­
ливается и ослабляется однонаправленно при множестве различных условий, 
вероятно, функционируют согласованно. Такие гены могут кодировать белки, 
которые являются частью одной и той же многокомпонентной белковой маши­
ны, или являться белками, имеющими координированную активность, участвуя, 
например, в репликации ДНК или сплайсинге РНК.
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ГЛАВА 3 ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ И ВНЕКЛЕТОЧНЫЙ КОНТРОЛЬ 
КЛЕТОЧНОГО ДЕЛЕНИЯ И РОСТА

3.1. Внутриклеточный контроль деления клеток

3.1.1. Механизмы инициации и контроля репликации ДНК

Для точного разделения материнского генома между дочерними клетками 
все типы клеток — от бактерий до самых сложных многоклеточных организ­
мов — должны координировать репликацию хромосом с их расхождением. Боль­
шие геномы эукариот реплицируются со множественных точек инициации реп­
ликации на большом количестве хромосом. Поэтому механизмы контроля реп­
ликации должны обладать большой надежностью, для того чтобы каждая точка 
репликации активировалась в фазе S только один раз, а удвоение каждого нук­
леотида было безошибочным.

Основные компоненты репликационной машины

Первые идеи о механизмах регуляции в фазе S возникли в результате опы­
тов, в которых производили слияние клеток, находящихся в различных фазах 
клеточного цикла. Эти опыты показали, что при слиянии двух клеток, одна из 
которых находится в фазе S, в ядре клетки, находившейся до слияния в фазе 
G1, инициируется репликация ДНК (см. цв. вклейку, рис. 3.1). Репликация ДНК 
опосредуется активностью S—Cdk той клетки, которая до слияния находилась в 
фазе S. G1- и S-фазные клетки не вызывают синтеза ДНК в их партнерской 
клетке, находившейся до слияния в фазе G2. На основании этих опытов возник­
ла идея, что клетка в фазе G2, которая уже завершила репликацию ДНК, не спо­
собна к повторной репликации. Значит, для восстановления чувствительности 
к инициации репликации ДНК клетка должна завершить митоз и репликация 
ДНК может вызываться только один раз за время одного клеточного цикла.

Как уже отмечалось в главе 2, прогрессия клеточного цикла эукариотиче­
ских клеток вызывается колебательными изменениями уровня циклинов, кото­
рый регулируется путем их синтеза и деградации в протеасомах. Каждая фаза 
клеточного цикла у позвоночных вызывается специальными циклинами (см. 
рис. 2.10, табл. 2.1). Активность циклинов фазы S проявляется только в узком 
«коридоре» клеточного цикла, размер которого координируется путем взаимо­
действия многих регуляторных молекул, определяющих время действия Cdk 
в этой фазе клеточного цикла. Действие S—Cdk возможно только при условии 
ингибиции активности киназ, инициирующих другие фазы клеточного цикла. 
Ключевыми S—Cdk у млекопитающих являются циклины Е—Cdk2 и A—Cdk2. 
M -C dk активирует комплекс АРС*, инициирующий выход из митоза (рис. 3.2).

Существуют 2 формы АРС*. Одна из них, содержащая Cdc20, необходима 
для расхождения сестринских хроматид и инициации протеолиза циклина М. 
Cdc20 активирует только ту АРС*, которая была фосфорилирована М—Cdk, по-
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--------------------------► Ход клеточного цикла ---------------------------- ►
Рис. 3.2. Регуляция активности фазоспецифических Cdk в клеточном цикле. Взаимная регуля­
ция активности Cdk позволяет каждой из них быть эффективной только на небольшом участ­

ке клеточного цикла (Diffley J. F., 2004)

этому считается, что комплекс АРС*—Cdc20 облегчает собственную инактива­
цию путем снижения уровня циклина М. Во многих типах клеток существует 
другая форма АРС*, которая находится в комплексе с Cdhl и активируется по­
сле инактивации М—Cdk, зависимой от Cdc20. Комплекс АРС*—Cdhl может 
проявлять активность только после ингибиции Cdkl, которая тормозит его дей­
ствие прямым фосфорилированием. Cdhl способствует не только протеолизу 
циклина М, но также активирует протеолиз Cdc20, завершая инактивацию ком­
плекса АРС*—Cdc20. В фазе G l, S—Cdk и М—Cdk поддерживаются в неактив­
ном состоянии белками Cdhl и Cdkl (см. рис. 3.2). Напротив, циклины фазы G1 
не являются субстратами Cdhl и активируются в начале фазы G1 под действием 
митогенов. В точке R1 происходит убиквитинация и деградация Cdhl и Cdkl с 
помощью убиквитиновой лигазы SCF. Последнее обстоятельство является усло­
вием активации S—Cdk и инициации репликации.

Репликация ДНК начинается в тогках инициации репликации (replication ori­
gin), которые находятся в различных местах хромосомы. Точки инициации реп­
ликации легко определяются у пекарских дрожжей, и понимание механизма ини­
циации репликации пришло из опытов, выполненных на дрожжах. Машина кле­
точного цикла активирует репликацию только один раз за один клеточный цикл.

Анализ белков, которые связываются с точками инициации репликации у 
дрожжей, выявил большой многокомпонентный комплекс, известный как комп­
лекс, распознающий тогки инициации репликации (ORC). Этот комплекс связывает­
ся с точками инициации репликации в течение всего клеточного цикла, однако он 
активируется и служит как посадочная площадка для нескольких дополнительных 
регуляторных белков только в позднем митозе и ранней фазе G1 (рис. 3.3).

Два из множества регуляторных белков называются Cdc6 и Cdtl. Они при­
сутствуют в низкой концентрации в течение всего клеточного цикла, но их уро-
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Рис. 3.3. Механизм инициации репликации ДНК (Morgan D. О., 2007)

вень повышается в начале фазы G1, способствуя взаимодействию с ORC в точ­
ках инициации репликации и облегчая формирование пререпликационного комп­
лекса (pre-RC). Pre-RC включает шесть различных белков семейства Mem 
(Mcm2—7), обладающих геликазной активностью. С момента образования 
pre-RC в фазе G1, точки инициации репликации готовы запустить весь процесс 
репликации. Активация S—Cdk в поздней фазе G1 является необходимым собы­
тием для репликации ДНК. S—Cdk включает активные киназные комплексы 
циклин Е—Cdk2 и циклин A—Cdk2, которые необходимы для фосфорилирова­
ния множественных мишеней в ORC и pre-RC.

Инициация репликации нуждается также в киназе Cdc7, образующей актив­
ный комплекс с регуляторным белком Dbf4, функционально подобным цикли- 
нам. Dbf4 не только усиливает ферментную активность Cdc7, но и способствует 
ее связыванию с pre-RC, таким образом вызывая фосфорилирование белков 
Mem. Важным регулятором сборки pre-RC является белок геминин, который 
связывает Cdtl и предотвращает его взаимодействие с ORC. В фазе G1 геминин 
убиквитинируется АРС*, что способствует сборке pre-RC с участием Cdtl. Когда 
АРС* инактивируется в конце фазы G1, геминин накапливается и инактивирует 
Cdtl до окончания митоза (см. рис. 3.3).

S—Cdk вызывает не только активацию точек инициации репликации, но 
также помогает предотвратить повторную репликацию, действуя на несколько 
мишеней. Во-первых, эта киназа способствует освобождению белка Cdc6 из 
ORC после начала репликации. Диссоциация Cdc6 и ORC ведет к разборке 
pre-RC, что предотвращает возможность повторной репликации с той же точки 
инициации репликации. Во-вторых, диссоциация Cdc6 и ORC предотвращает 
повторную сборку белков Cdc6 и Mem в любой точке инициации репликации.
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В-третьих, фосфорилирование Cdc6 вызывает его убиквитинацию лигазой SCF. 
В результате все молекулы белка Cdc6, не связанные с точками инициации реп­
ликации, быстро деградируют в протеасомах. В-четвертых, S—Cdk фосфорили- 
рует некоторые белки Mem, что вызывает их удаление из ядра. Белок Cdtl свя­
зывается специфическим ингибитором геминином, уровень которого повышает­
ся после начала репликации ДНК и остается высоким до окончания митоза. 
Некоторые белки Мсм также удаляются из ядра. Отсутствие полного набора 
белков Mem в ядре служит гарантией того, что комплекс, включающий белки 
Mem, не образуется повторно на точках инициации репликации.

Активность S—Cdk остается высокой в течение фазы G2 и в раннем митозе, 
предотвращая возможность повторной репликации после завершения фазы S 
(см. рис. 3.2). Киназа М—Cdk также вносит вклад в механизм предотвращения 
повторной репликации в митозе путем фосфорилирования белков Cdc6 и Mem. 
Подобным действием обладают и киназы G l/S —Cdk, вызывая экспорт белков 
Mem из ядра и гарантируя, что белки М ет не будут связываться с точками ини­
циации репликации в поздней фазе G1 и будут удалены от точек инициации 
репликации до начала этого процесса.

Таким образом, несколько различных комплексов циклин—Cdk кооперируют, 
чтобы ограничить сборку pre-RC и предотвратить репликацию ДНК после оконча­
ния текущей фазы S и до начала фазы S следующего цикла. Каков механизм появ­
ления репликации в новом клеточном цикле? В конце митоза активность всех Cdk 
снижается. Дефосфорилирование белков Cdc6 и Mem под действием фосфатаз де­
лает возможным повторную сборку pre-RC и новый цикл репликации.

Контрольная точка репликации ДНК

Если клетка входит в митоз до окончания репликации ДНК, то она обязатель­
но передаст своим дочерним клеткам измененный набор хромосом. Клетка из­
бегает возникновения этого потенциально опасного нарушения путем введения 
контрольной точки репликации ДНК, которая гарантирует, что митоз не может 
инициироваться до момента, пока последний нуклеотид в геноме не будет копи­
рован. Механизм контрольной точки репликации определяет нереплицирован- 
ную ДНК или незавершенную репликационную вилку и посылает негативные 
сигналы машине клеточного цикла, блокируя активацию М—Cdk. Дрожжевые 
клетки с мутацией гена CDC9, продукт которого участвует в репарации ДНК, 
в рестриктивных условиях не вступают в фазу митоза. Однако в клетках с мута­
циями генов CDC9 и RAD9 остановки клеточного цикла не происходит. Это 
свидетельствует о том, что продукт гена RAD9 участвует в работе механизма 
контрольной точки репликации ДНК (рис. 3.4).

Аналогично нормальные клетки, обработанные химическими ингибиторами 
синтеза ДНК, например дезоксимочевиной, не вступают в митоз. Однако при 
повреждении механизма контрольной точки S, например при обработке клеток 
млекопитающих большими дозами кофеина, культивированная в среде с дезок­
симочевиной клетка входит в митоз до завершения репликации ДНК, что закан­
чивается ее гибелью. Конечными мишенями негативных сигналов контрольной 
точки G2 являются ферменты, которые контролируют активацию М—Cdk. 
Негативные сигналы активируют белковую киназу, которая ингибирует фосфа- 
тазу Cdc25c. В результате М—Cdk остается фосфорилированной и неактивной 
до завершения репликации ДНК (см. цв. вклейку, рис. 3.5).
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Рис. 3.4. Схема опыта, подтверждающего существование контрольной точки репликации ДНК

(Hartwell L. Н., Weinert Т. А., 1989)

3.1.2. Механизм регуляции митоза

Роль комплекса циклин  M -C dk в механизме митоза

Завершение репликации ДНК создает в фазе G2 две точные копии полного 
генома, в котором каждая хромосома состоит из двух идентичных сестринских 
хроматид, соединенных вместе по всей длине. В фазе М клетка подвергается пе­
рестройкам, во время которых дублицированные хромосомы разъединяются и 
распределяются поровну между двумя дочерними клетками. Митоз инициирует­
ся М—Cdk, активация которой завершается после фазы S. Активация М—Cdk 
начинается с накопления циклина М (циклин В — у позвоночных).

В эмбриональных клеточных циклах синтез циклина М не изменяется в кле­
точном цикле, а его аккумуляция является результатом снижения деградации 
белка в протеасомах. Однако в большинстве клеточных типов синтез циклина 
М увеличивается в фазах G2 и М, что первично связано с активацией транс­
крипции гена циклина М. Такое увеличение уровня циклина М сопровождается 
аккумуляцией М—Cdk (комплекс киназы Cdkl и циклина В) во время наступле­
ния митоза (см. цв. вклейку, рис. 3.5).

Хотя Cdkl в комплексе с циклином В фосфорилирована в сайтах активации 
киназой Сак, она удерживается в неактивном состоянии ингибиторным фосфо- 
рилированием киназами Weel и Mytl по двум соседним сайтам. Таким образом, 
при достижении конца фазы G2, клетка содержит избыток М—Cdk, которая мо­
жет быть активирована путем удаления двух фосфатных групп, блокирующих 
активность киназного сайта. Критическим событием в активации М—Cdk слу­
жит удаление фосфатных групп, репрессирующих активность М—Cdk белковой 
фосфатазой Cdc25c. Параллельно с активацией Cdc25c М—Cdk также фосфори- 
лирует и супрессирует киназу W eel, создавая условия для незамедлительной ак­
тивации М—Cdk. Cdc25c активируется двумя киназами: Plkl и М—Cdk, которые 
фосфорилируют Cdc25c по различным сайтам (см. цв. вклейку, рис. 3.5).

Способность М—Cdk активировать свой собственный активатор, фосфатазу 
Cdc25c, и ингибировать свой собственный ингибитор, киназу Weel, предполага­
ет, что активация М—Cdk в митозе включает позитивную обратную связь. В со­
ответствии с этой моделью активация Cdc25c частично осуществляется киназой 
Plkl, что ведет к начальной активации субпопуляции М—Cdk, которая затем 
фосфорилирует больше молекул Cdc25c и Weel. Это ведет к дефосфорилирова- 
нию и активации большего числа молекул М—Cdk, таким образом усиливая ее
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первоначальное действие. Такой механизм может способствовать быстрой акти­
вации всех комплексов М—Cdk, переводя частичное увеличение их активности 
в полную активацию.

M—Cdk подготавливает дублицированные хромосомы к расхождению
Одна из наиболее интересных характеристик машины клеточного цикла за­

ключается в том, что единственная киназа M—Cdk вызывает все сложные и раз­
нообразные изменения, которые происходят в ранних стадиях митоза. Минималь­
ный набор таких изменений состоит в сборке митотического веретена, в котором 
все реплицированные хромосомы прикрепляются к микротрубочкам веретена. Во 
многих организмах M—Cdk также вызывает следующие события: конденсацию 
хромосом, разрушение ядерной оболочки, реаранжировку актинового цитоскеле­
та, реорганизацию аппарата Гольджи и эндоплазматического ретикулума. Актив­
ность M—Cdk в некоторых случаях может быть опосредована другими белками, 
например киназами семейства Aurora и киназой Plkl (рис. 3.6).

Считается, что многие события раннего митоза вызываются специфически­
ми структурными или регуляторными белками, которые фосфорилируются 
M—Cdk, хотя большинство этих белков пока не идентифицировано. Например, 
разрушение ядерной оболочки нуждается в разборке ядерного белкового поли­
мера — ламина, который формирует филаменты, придающие ядерной оболочке 
структурную прочность. Прямое фосфорилирование ламина M—Cdk ведет к его 
деполимеризации, которая является важным первым шагом в разрушении ядер­
ной мембраны. Конденсация хромосом, по-видимому, также является прямым 
следствием фосфорилирования киназой M—Cdk.

Комплекс из пяти белков, известных как кондексиновый комплекс, необхо­
дим для конденсации хромосом у эмбрионов лягушек Xenopus. После того как 
M—Cdk фосфорилирует несколько субъединиц в этом комплексе, две его субъ-

Фосфорилирование белков, регулирующих 
поведение микротрубочек, разделение центросом

Plk

M—Cdk

Фосфорилирование белков 
комплекса кондексин

Aurora

Фосфорилирование ламинов

Сборка митотического веретена

Конденсация хромосом

Разборка ядерной мембраны

Реорганизация актинового 
цитоскелета

Фосфорилирование белков, соединяющих 
элементы аппарата Гольджи 

и эндоплазматического ретикулума

Реорганизация аппарата Гольджи 
и эндоплазматического ретикулума

Plk
Рис. 3.6. Мишени и функции M—Cdk в регуляции митоза (Alberts В. [et al.], 2004)
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единицы способны изменять скручивание ДНК в пробирке. Предполагается, что 
эта «скручивающая» активность аналогична той, которая вызывает конденса­
цию хромосом в митозе. Киназа М—Cdk путем фосфорилирования также вызы­
вает сложную реаранжировку микротрубочек и другие события, которые ведут 
к сборке митотического веретена. Известно, что М—Cdk фосфорилирует опре­
деленное число белков, которые регулируют поведение микротрубочек, являясь 
причиной увеличения их нестабильности, которая важна для сборки митотиче­
ского веретена (см. рис. 3.6).

Комплекс АРС* инициирует выход из митоза
Наиболее яркое событие митоза, видимое под микроскопом, заключается в 

разделении сестринских хроматид во время перехода от метафазы к анафазе. 
Анафаза начинается с внезапного нарушения связи между сестринскими хрома- 
тидами, что разрешает им разделиться и двигаться к противоположным полю­
сам веретена. Хотя активность М—Cdk организует многие события, необходи­
мые для этого перехода, не М—Cdk, а убиквитиновая лигаза АРС* вызывает 
расхождение сестринских хроматид.

Добавление ингибитора АРС* к эмбриональному экстракту лягушки in vitro 
останавливает митоз в переходе от метафазы к анафазе. Это показывает, что 
разделение сестринских хроматид в метафазно-анафазном переходе нуждается в 
протеолизе АРС*. Подобная остановка клеточного цикла появляется у пекар­
ских дрожжей с мутацией компонентов АРС*. Добавление к митотическому эк­
стракту яиц лягушки рекомбинантного циклина М, лишенного способности 
подвергаться деградации и поэтому конститутивно активного, вызывает оста­
новку митоза после расхождения сестринских хроматид, свидетельствуя, что де­
струкция циклина М является необходимой не для расхождения сестринских 
хроматид, а для последующего выхода клетки из митоза (рис. 3.7).

Рис. 3.7. АРС* инициирует метафазно-анафазный переход: 
a — добавление ингибитора АРС* к эмбриональному экстракту лягушки in vitro останавливает ми­
тоз в метафазе; 6 — гиперактивный циклин М при добавлении к митотическому экстракту яиц ля­
гушки останавливает митоз после расхождения сестринских хроматид (Holloway S. L. [et al.], 1993)

Неактивный АРС* Суперактивный циклин М
a

Ингибиция АРС* вызывает 
остановку клеточного цикла 

в метафазе

Экспрессия конститутивно активного 
циклина М вызывает остановку 

клеточного цикла в анафазе
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Механизм активации АРС* в ходе митоза
Активация АРС* происходит путем его взаимодействия с белками Cdc20 или 

Cdhl, которые рекрутируют субстраты к АРС* (см. цв. вклейку, рис. 3.8). Два 
процесса регулируют активацию Cdc20 и его взаимодействие с АРС*. Во-пер­
вых, синтез Cdc20 усиливается при вхождении клетки в митоз путем активации 
его транскрипции циклином М. Во-вторых, активация АРС* происходит в резу­
льтате его фосфорилирования киназой Cdkl, что помогает Cdc20 связывать 
АРС*, таким образом, формируя активный комплекс. Кроме того, в неактивном 
состоянии Cdc20 связан с ингибиторным белком Emil, который освобождается 
от связи с Cdc20 под действием убиквитиновой лигазы SCF. В ходе митоза АРС* 
меняет своего партнера с Cdc20 на Cdhl, гомолог которого у дрожжей называ­
ется Hctl. Механизм этой смены заключается в том, что активная киназа М 
фосфорилирует Cdhl, как и Cdc20, однако фосфорилирование Cdhl вызывает 
его ингибицию в противоположность Cdc20, активность которого при фосфори- 
лировании киназой М возрастает. Поэтому комплекс АРС*—Cdhl остается не­
активным до момента инактивации Cdkl комплексом АРС*—Cdc20 в конце ми­
тоза (см. цв. вклейку, рис. 3.8). Наоборот, активность комплекса АРС*—Cdhl 
в условиях инактивации Cdkl увеличивается и сопровождается ингибицией ак­
тивности Cdkl, что способствует выходу клетки из митоза.

Выход из митоза нуждается в инактивации M-Cdk
После расхождения хромосом к противоположным полюсам веретена клетка 

должна воссоздать те условия, в которых она находилась в начале митоза, т. е. 
демонтировать митотическое веретено, деконденсировать хромосомы и сфор­
мировать ядерную оболочку. Поскольку вход в митоз вызывается фосфорили- 
рованием различных белков, можно предположить, что дефосфорилирование 
тех же белков требуется для выхода из митоза. По существу, такое дефосфори­
лирование может быть вызвано инактивацией М—Cdk и прекращением фосфо­
рилирования, активацией фосфатаз или тем и другим. Инактивация М—Cdk 
осуществляется, в основном, протеолизом циклина М, зависимым от убиквити- 
на (см. цв. вклейку, рис. 3.8). Убиквитинация циклина М обычно вызывается 
тем же комплексом АРС*—Cdc20, который облегчает инициацию метафаз- 
но-анафазного перехода. Таким образом, активация комплекса АРС*—Cdc20 ве­
дет не только к анафазе, но и к инактивации М—Cdk, что сопровождается дру­
гими событиями, способствующими выходу клетки из митоза.

Активное состояние АРС* в ходе митоза поддерживается убиквитиновой ли- 
газой SCF. Хотя убиквитиновые лигазы SCF действуют, в основном, в переходе 
G1/S (по данным современных работ), они также активны в других фазах кле­
точного цикла. Например, лигаза SCF/p-Trcp опосредует деградацию Emil, яв­
ляющегося ингибитором АРС*, в прометафазе и, таким образом, вносит вклад в 
активацию АРС* и последующий переход клетки в анафазу. Путем ингибиции 
АРС* в фазах S и G2 Emil способствует накоплению митотических циклинов, 
таким образом облегчая вход клетки в митоз. SCF/fi-Trcp распознает Emil, фос- 
форилированную по специфическим сайтам двумя киназами — Cdkl и Plkl.

Регуляция активности SCF и АРС* происходит путем взаимодействия с Cdk, 
а нарушение регуляции SCF и АРС*, сопровождающееся активацией деления 
клетки, может играть важную роль в возникновении опухолей. Многие факты
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показывают, что убиквитиновая лигаза SCF/Skp2, которая связывает и инакти­
вирует Cdkl p27,и̂,1, фосфорилированный Cdk2, является протоонкогеном. При 
раке молочной железы, прямой кишки, желудка, простаты, карциноме полости 
рта и других опухолях отмечается повышение уровня SCF/Skp2.

Роль АРС*  в механизме расхождения сестринских хроматид
Участие АРС* в инициации анафазы предполагает, что протеолиз играет 

центральную роль в этом процессе. АРС* в качестве убиквитиновой лигазы уча­
ствует в разрушении нескольких регуляторных белков, действующих в митозе. 
Прикрепление двух сестринских хроматид к противоположным полюсам мито­
тического веретена в начале митоза образует механические силы, стремящиеся 
к разделению двух сестринских хроматид. Эти тянущие силы вначале испыты­
вают сопротивление, вызванное тем, что сестринские хроматиды тесно связаны 
друг с другом в их центромерах и вдоль всей длины плеч хроматид. Такое свя­
зывание сестринских хроматид опосредуется комплексом белков когезинов. 
Когезины имеют высокую степень гомологии с белками конденсинами, вовле­
ченными в конденсацию хромосом. Такая гомология предполагает, что конден­
сация хромосом и расхождение хроматид имеют общее эволюционное проис­
хождение. Разделение сестринских хроматид происходит с участием белка секу- 
рина, который является мишенью АРС*. До анафазы секурин связывает и 
ингибирует активность протеазы, которая называется сепаразой (рис. 3.9).

Разрушение секурина является результатом действия АРС* в конце метафа­
зы. Активация АРС* происходит при его взаимодействии с Cdc20 и ведет 
к убиквитинации и деструкции секурина, который в нормальных условиях под­
держивает сепаразу в неактивном состоянии. Активация сепаразы вызывает 
ферментативное разделение субъединиц когезивного комплекса, который в ин-

Деградация секурина

Когезиновый комплекс Митотическое веретено / дргрядя,,ия когезинового
комплекса и кинезина Xkid 

Рис. 3.9. Роль АРС* в механизме расхождения сестринских хроматид (Peters J. М., 2002)
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терфазе соединяет сестринские хроматиды. Кроме того, АРС*—Cdc20 способст­
вует инактивации циклина М, таким образом предотвращая фосфорилирование 
и инактивацию сепаразы. В условиях активации АРС*—Cdc20 проявляется дей­
ствие фосфатазы Рр2а (Cdcl4 у дрожжей), которая дефосфорилирует и активи­
рует сепаразу. АРС*—Cdc20 инициирует деградацию кинезина Xkid, который 
способствует локализации хромосом в экваторе митотического веретена, что 
помогает расхождению хромосом. У пекарских дрожжей ферментативное разре­
зание когезина сепаразой облегчается фосфорилированием сайтов когезина, 
прилежащих к сайтам разрезания сепаразой, непосредственно перед началом 
анафазы. Это фосфорилирование опосредуется киназой Plkl и обеспечивает до­
полнительный контроль метафазно-анафазного перехода.

Контрольная точка митотического веретена
В большинстве клеточных типов действует механизм контрольной точки ми­

тотического веретена, который отслеживает правильность прикрепления всех 
хромосом к митотическому веретену и контролирует инициацию расхождения се­
стринских хроматид. Эта контрольная точка основана на работе сенсорного меха­
низма, контролирующего состояние кинетохоров — структурных образований, 
расположенных в центромерах хромосом, к которым прикрепляются микротру­
бочки веретена. Любой кинетохор, который не прикреплен к митотическому ве­
ретену, посылает негативные сигналы машине клеточного цикла, предотвращая 
активацию АРС* и разделение сестринских хроматид (см. цв. вклейку, рис. 3.8).

Природа негативных сигналов, образуемых кинетохором, не прикрепленным 
к микротрубочке, стала более понятной в результате опытов, результаты которых 
опубликованы в последние 5 лет. Оказалось, что кинетохоры способствуют обра­
зованию комплекса Cdc20 с двумя белками, участвующими в механизме контроль­
ной точки веретена, — Mad2 и Bubl и таким образом секвестрируют белок Cdc20, 
предотвращая активацию им убиквитиновой лигазы АРС* (см. цв. вклейку, рис. 
3.10). Даже один кинетохор, не прикрепленный к микротрубочкам, ингибирует 
сборку комплекса АРС*—Cdc20 и последующее прохождение клеткой митоза. Та­
ким образом, расхождение сестринских хроматид не может начаться, пока по­
следний кинетохор не будет прикреплен к микротрубочке веретена. Диссоциации 
комплекса Cdc20—Mad2—Bubl после прикрепления хромосомы к кинетохору 
опосредуются АРС* и белком UbchlO (последний представляет собой фермент 
типа Е2, участвующий в переносе молекул убиквитина на субстрат), добавление 
которых к ингибирующему комплексу вызывает его диссоциацию и сопровожда­
ется сборкой активного АРС* (см. цв. вклейку, рис. 3.10).

3.1.3. Контрольная точка повреждения ДНК

Молекулярный механизм распознавания 
однонитчатых и двунитчатых разрывов ДНК
Реакция организма при повреждении ДНК радиоактивным облучением или 

химическими реагентами направлена на то, чтобы повреждение было репариро- 
вано до начала удвоения или разделения хромосом в митозе. Клетки обладают 
разнообразными механизмами для детекции и репарации поврежденнной ДНК.
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Если клетка не может репарировать повреждение, она активирует так называе­
мый ответ на повреждение ДНК или контрольную тогку повреждения ДНК. При 
активации контрольной точки повреждения ДНК клетка прекращает деление до 
репарации, при нерепарируемом повреждении — активирует апоптоз.

Машина клеточного цикла обеспечена механизмами детекции повреждения 
ДНК и остановки клеточного цикла в контрольных точках повреждения ДНК. 
Большинство клеток имеют, по крайней мере, две такие точки, одна из них на­
ходится в поздней фазе G1 и предотвращает репликацию ДНК, другая — в позд­
ней G2 и предовращает митоз. Контрольная точка повреждения ДНК зависит от 
механизма, подобного тому, который замедляет вход в митоз при неполной 
репликации ДНК. Повреждение ДНК распознается группой сенсорных белков, 
которые экспрессируются во всех эукариотических клетках и образуют несколь­
ко комплексов. Сигналы с сенсорных белков передаются киназам семейства 
PIKK (phosphatidylinositol 3-kinase related kinases).

В клетках млекопитающих 2 киназы этого семейства играют критическую 
роль в передаче сигналов контрольной точки повреждения ДНК — Atm и Atr. 
Повреждение ДНК сопровождается фосфорилированием и вовлечением в ответ 
на повреждение двух других киназ — Chkl и Chk2, опосредующих остановку 
клеточного цикла и активацию многих белков, участвующих в репарации ДНК 
(рис. 3.11). Atr и Atr вовлекают в ответ на повреждение ДНК опухолевые су­
прессоры р53 и pRb, опосредующие остановку клеточного цикла и активацию 
апоптоза. Киназа Atr опосредует ответ на различные формы повреждения ДНК, 
включая заторможенную репликационную вилку, повреждение нуклеотидов и 
двунитчатые разрывы ДНК, тогда как киназа Atm специфически опосредует от­
вет на двунитчатые разрывы ДНК (см. рис. 3.11).

Заторможенная Повреждение ДНК Двунитчатый разрыв ДНК
репликационная вилка

/7Ъ0ЬОЪ0*\ ЛЪО 'CR*GR\

Продукция ферментов Обратимая остановка Конститутивная остановка 
репарации ДНК клеточного цикла клеточного цикла и/или апоптоз

Рис. 3.11. Общая схема механизма контрольной точки повреждения ДНК 
(Abraham R. Т., 2001)
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Каким образом Atr распознает различные формы повреждения ДНК? По-ви­
димому, Atr взаимодействует с белком Rpa, покрывающим однонитчатую ДНК. 
Это взаимодействие опосредовано адапторным белком Atrip (рис. 3.12, а). К 
5'-концу двунитчатой ДНК, соседнему с З'-концом однонитчатой ДНК, при­
крепляется комплекс 9-1-1, состоящий из белков Radi, Rad9 и Husl, гомологич­
ных по структуре и функции белку Репа (proliferative cell nuclear antigen). Белок 
Репа участвует в репликации ДНК, формируя гомотримерный комплекс, окру­
жающий ДНК в форме кольца, которое связывает полимеразу 8 с ниткой ДНК.

Белки комплекса 9-1-1, подобно Репа, формируют гетеротримерный комп­
лекс, окружающий ДНК и выполняющий роль контрольного скользящего кольца 
(checkpoint sliding clamp), служащего для активации контрольной точки повреж­
денной ДНК. Atr фосфорилирует белки комплекса 9-1-1, что позволяет в после­
дующем привлекать к месту повреждения адапторный белок Rad9, который обра­
зует олигомеры и фосфорилируется при взаимодействии с Atr. Фосфорилирован- 
ный Rad9 формирует сайты связывания для Chk2, которая активируется после 
фосфорилирования киназой Atr. Результататом активации Chk2 является оста­
новка клеточного цикла (рис. 3.12, а). ДНК с двунитчатыми разрывами связывает 
комплекс MRN, включающий белки M rell, Nbsl и Rad50. Белок Nbsl взаимо­
действует с киназой Atm, которая фосфорилируется и инициирует передачу сиг­
налов, вызывающих остановку клеточного цикла (рис. 3.12, б).

Функциональная структура опухолевого супрессора р53
При больших повреждениях ДНК киназы Atm и Atr вовлекают в механизм 

ответа на повреждение опухолевый супрессор р53. Этот белок относится к 
транскрипционным регуляторам и физически взаимодействует с промотерами 
генов-мишеней, изменяя скорость их транскрипции. Результатом действия р53 
в большинстве случаев является активация продукции белков, которые ингиби­
руют прогрессию клеточного цикла и активируют апоптоз.

Структура р53 подобно другим транскрипционным активаторам включает 
ДНК-связывающий домен и домен, активирующий транскрипцию (рис. 3.13). 
Регуляторные области С-концевого и N-концевого домена р53 являются мише­
нями действия регуляторных белков, которые фосфорилируют, ацетилируют 
или убиквитинируют специфические аминокислотные остатки (АА). Atm и Atr 
фосфорилируют р53 по АА Serl5. Дополнительно Atm и Atr активируют се- 
рин/треониновые киназы Chkl и Chk2, которые также фосфорилируют р53 по 
сайтам Serl5 и Ser20 (см. рис. 3.13). Фосфорилированный р53 становится

Atm/Atr Chkl/Chk2 сигнал ядерного Mdm2 -  убиквитинация
экспорта рЗОО — ацетилирование

1  1  Ly* Lys Ly* Lys
372 381 382 383

Трансактивационный ДНК-связывающий Тетрамеризационный
домен домен домен

Рис. 3.13. Структура гена р53 (Morgan D. О., 2007)
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устойчивым к действию специфической убиквитиновой лигазы Mdm2, накапли­
вается и активирует р21аР1, вызывающий остановку клеточного цикла и апоптоз 
путем ингибиции G1- и S—Cdk.

Основным регулятором активности р53 является убиквитиновая лигаза 
Mdm2, которая убиквитинирует р53, фосфорилированный по С-концевым лизи- 
нам, опосредуя его деградацию в протеасомах. При повреждении ДНК Chk2 
фосфорилирует Mdm2 по Ser395, что сопровождается убиквитинацией этой ли­
газы и повышением уровня р53. Активность р53 регулируется также гистоновой 
ацетилтрансферазой рЗОО, ацетилирующей те же лизиновые остатки в его 
С-концевом домене, которые убиквитинируются Mdm2. Таким образом, рЗОО 
конкурирует с Mdm2 за взаимодействие с одними и теми же сайтами связыва­
ния и препятствует убиквитинации р53, стабилизируя его уровень при повреж­
дении ДНК.

Механизмы остановки клеточного цикла 
в фазах G1 и G2/M при повреждении ДНК
Повреждение ДНК вызывает остановку репликации, остановку клеточного 

цикла в фазах G l, G2 и апоптоз. Механизм этих феноменов опосредован инги- 
бицией белков семейства Cdc25 и активацией белка р53. Остановка клеточного 
цикла в фазе G1 опосредуется ингибицией фосфатазы Cdc25a и активацией Cdkl 
р21аР1 (см. цв. вклейку, рис. 3.14). В нормальных условиях Cdc25a дефосфори- 
лирует и активирует Cdk2 в комплексе циклин Е—Cdk2, способствуя прогрессии 
клеточного цикла. При повреждении ДНК Chkl и Chk2 фосфорилируют Cdc25a, 
что ведет к ее убиквитинации и деградации. Chkl и Chk2 также фосфорилируют 
р53 и его инактиватор — убиквитиновую лигазу Mdm2. Фосфорилирование р53 
сопровождается диссоциацией комплекса р53—Mdm2, активирует р53, и наобо­
рот, инактивирует Mdm2, которая убиквитинируется и деградирует в протеасо­
мах. р53 транскрипционно активирует синтез p21Ci»)I, который взаимодействует 
с активным комплексом циклин Е—Cdk2, вызывая его инактивацию и останов­
ку клеточного цикла (см. цв. вклейку, рис. 3.14). Механизм активации апоптоза, 
опосредованный р53, рассматривается в главе 4.

Механизм остановки клеточного цикла в фазе G2 при повреждении ДНК 
опосредуется фосфорилированием, убиквитинацией и экспортом из ядра белка 
Cdc25c, а также активацией белка р53 (см. цв. вклейку, рис. 3.15). В нормаль­
ных условиях фосфатаза Cdc25c дефосфорилирует и активирует Cdkl в комп­
лексе C dkl—циклин М, способствуя входу клетки в митоз. Инактивация Cdc25c 
оставляет комплекс циклин М—Cdkl в неактивном состоянии и препятствует 
входу клетки в митоз. Остановка клеточного цикла в фазе G2, опосредованная 
р53, происходит по такому же сценарию, который описан выше при остановке 
цикла в фазе G1. Однако, в последнем случае мишенью р21с‘>>1 является киназа 
Cdkl в комплексе C dkl—циклин М, ингибиция которого способствует останов­
ке клеточного цикла в фазе G2 (см. цв. вклейку, рис. 3.15).

3.1.4. Регуляция инициации и прогрессии фазы G1
На ранних стадиях эмбрионального развития животных инактивация М—Cdk 

в позднем митозе практически полностью зависит от активности комплекса 
АРС*—Cdc20. В таких клеточных циклах Cdhl не экспрессируется, а активность 
АРС*—Cdc20 регулируется М—Cdk (рис. 3.16, а). Разрушение циклина М 
в позднем митозе вскоре ведет к ингибиции всей активности АРС* в эмбриональ-
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Клетки эмбрионов млекопитающих на начальных стадиях 
развития не имеют фазы G1

Сложные клеточные циклы регулируются с участием АРС*—Cdhl (H ctl)
и содержат фазу G1

Рис. 3.16. Ингибиция М—Cdk после митоза создает условия для возникновения фазы G1: 
а — механизм реактивации деления в ранних эмбриональных клеточных циклах; б — механизм 

реактивации деления в клетках, имеющих фазу G1 (Peters J. М., 2002)

ных клетках. Это является очень удобным для быстрых эмбриональных клеточ­
ных циклов, так как инактивация АРС* немедленно после митоза разрешает 
клетке быстро начать аккумуляцию нового циклина М для следующего цикла. 
Однако быстрое накопление циклина М немедленно после митоза несовместимо 
с клеточными циклами, включающими фазу G1. В таких циклах прогрессия в 
последующую фазу S замедляется в фазе G1, чтобы дать возможность для роста 
и регуляции клетки внеклеточными сигналами (рис. 3.16, б).

Прогрессия клеточного цикла в фазе G1 осуществляется благодаря накопле­
нию циклинов G1, которые не являются мишенями ни комплекса АРС*—Cdhl, ни 
ингибиторов киназ фазы М. Например, у пекарских дрожжей циклины G1 не инги­
бируются комплексом АРС*—Hctl и ингибитором Cdkl белком Sicl (рис. 3.17). 
В клетках животных накопление циклинов G1 стимулируется внеклеточными 
митогенами, которые при поступлении внутрь клетки стимулируют ее пролифе­
рацию. Увеличение активности G l—Cdk инициирует события, которые комми- 
тируют клетку для входа в фазу S. В частности, в клетках животных Cdk фосфо- 
рилируют продукты семейства гена ретинобластомы и отменяют их тормозящее 
влияние на прогрессию клеточного цикла (рис. 3.18).

Инактивация членов семейства pRb сопровождается освобождением актив­
ных транскрипционных факторов E2f и стимулирует транскрипцию генов цик­
линов фазы G1/S и S, сопровождаясь образованием активных киназных комп­
лексов. В дрожжевых клетках комплексы S—Cdk ингибируются Sicl, но 
G l/S —Cdk фосфорилирует и ингибирует S icl, таким образом вызывая актива­
цию S—Cdk. G l/S —Cdk и S—Cdk также фосфорилируют и инактивируют 
АРС*—H ctl (см. рис. 3.17).
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Рис. 3.17. Изменение активности различных Cdk в ходе клеточного цикла 
(Alberts В. [et al.], 2004)

Митогены

Активная G l—Cdk

Рис. 3.18. Механизм инициации фаз G1 и S в клетках млекопитающих 
(Weinberg R. А., 1995)
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3.2. Внеклеточный контроль деления и роста клеток

3.2.1. Регуляция деления клеток ростовыми факторами

Размер органов и всего тела, а также их реакция на внешние воздействия во 
многом определяются процессами клеточного роста, деления, старения, диффе­
ренцировки и смерти. Каждая из названных функций регулируется внутрикле­
точными сигнальными путями и внеклеточными сигнальными молекулами. 
Внеклеточные сигнальные молекулы, которые регулируют размеры и число 
клеток, обычно представляют собой растворимые секретируемые белки; белки, 
связанные с поверхностью клетки или компоненты внеклеточного матрикса. 
Ростовые факторы, которые способствуют формированию отдельных органов и 
организма в целом, можно разделить на факторы, вызывающие позитивную или 
негативную регуляцию клеточных функций (рис. 3.19).

Некоторые внеклеточные молекулы способствуют нескольким процессам, 
например делению, росту и выживанию клеток, тогда как другие влияют только 
на одну из названных функций. Одноклеточные организмы делятся с предельно 
возможной скоростью, которая регулируется наличием питательных веществ 
в окружающей среде. Клетка многоклеточного организма делится в соответст­
вии с потребностями всего тела, т. е. для нее наличие питательных веществ 
в окружающей среде не является достаточным стимулом для деления. Такая 
клетка нуждается в получении от других клеток стимулирующих внеклеточных 
сигналов в форме митогенов. Действие митогенов направлено на преодоление 
внутриклеточных тормозных механизмов, которые тормозят ее продвижение по 
клеточному циклу.

Ростовые факторы

Негативная регуляция

Ингибиторы пролиферации

Активаторы клеточного старения

Активаторы апоптоза

Ингибиторы дифференцировки

Рис. 3.19. Схема влияния ростовых факторов на различные клеточные функции
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Одним из первых ростовых факторов, обладающих митогенной активно­
стью, был тромбоцитарный рост овой фактор (platelet derived growth factor, 
PDGF). Путь к его открытию начался с наблюдения: фибробласты в культуре in 
vitro  делятся в том случае, если в культуральной среде содержится сыворотка, 
но не плазма крови. Плазма приготавливается путем удаления клеточной части 
крови без активации процесса свертывания. Напротив, сыворотка представляет 
собой жидкую часть крови, оставшуюся после ее свертывания. В процессе свер­
тывания крови происходит агрегация клеток, и тромбоциты, входящие в состав 
агрегата, при его плотном сжатии освобождают содержимое своих секреторных 
пузырьков. Предполагалось, что в состав таких пузырьков входит один или не­
сколько факторов, необходимых для деления клеток in vitro, т. е. митогенов. Эта 
гипотеза позднее была подтверждена путем демонстрации, что экстракты тром­
боцитов могут заменять сыворотку крови в тесте стимуляции деления фиброб- 
ластов. Фактор, который вызывает деление клеток, впоследствии был очищен и 
назван PDGF. Физиологическая роль PDGF, который освобождается из сгустков 
крови в целом организме, заключается в стимуляции клеточного деления при 
заживлении ран.

PDGF является одним из более чем 50 белков, известных как митогены. Боль­
шинство таких белков обладают широкой специфичностью и подобно PDGF и 
эпидермальному фактору рост а  (EGF) могут стимулировать многие клеточные 
типы к делению. Например, PDGF действует на несколько клеточных типов, 
включая фибробласты, гладкомышечные и глиальные клетки. Подобно PDGF, 
EGF действует как на эпителиальные, так и на неэпителиальные клетки. Суще­
ствуют митогены, которые действуют только на один клеточный тип. Напри­
мер, эритропоэтин вызывает пролиферацию клеток-предшественников эритро­
цитов, но не действует на клетки других линий.

В дополнение к митогенам существуют ростовые факторы, например неко­
торые члены семества трансформирующего рост ового фактора (3 (TGFp), кото­
рые стимулируют пролиферацию клеток одних линий и ингибируют пролифе­
рацию клеток других линий, или стимулируют пролиферацию в одной концент­
рации и ингибируют ее — в другой. Подобно PDGF, многие митогены обладают 
дополнительной функциональной активностью, они могут стимулировать кле­
точный рост, выживание, дифференцировку или миграцию в зависимости от 
условий окружающей среды и типа клеток-мишеней.

Действие ростовых факторов, которые передают внутрь клетки сигналы, ак­
тивирующие деление, рост, дифференцировку, клеточное старение и другие 
функции, осуществляется через рестрикционные точки клеточного цикла, т. е. 
опосредовано машиной клеточного цикла. Наиболее хорошо изучена передача 
сигналов через точку R1 фазы G1 (рис. 3.20). При отсутствии митогенных сиг­
налов активность Cdk ингибирована и клетки подвергаются остановке клеточ­
ного цикла в фазе G1. В некоторых случаях машина клеточного цикла частично 
демонтируется, и клетки находятся в состоянии покоя, которое называется фа­
зой G0. Большинство клеток нашего тела находятся в фазе GO, но молекуляр­
ные основы и обратимость этого состояния различаются в различных клеточ­
ных типах. Например, нейроны и скелетные мышцы терминально дифференци­
рованы и находятся в фазе G0, их система контроля клеточного цикла 
полностью демонтирована: гены, которые кодируют различные Cdk и циклины, 
стабильно супрессированы, и клеточное деление не вызывается при широком 
наборе воздействий, активирующих пролиферацию. Напротив, гепатоциты в
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Факторы, вызывающие апоптоз
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Факторы клеточного роста Факторы выживания

Факторы клеточного старения
Факторы дифференцировки

Факторы, вызывающие апоптоз 
Рис. 3.20. Внеклеточная регуляция клеточных функций опосредуется через рестрикционные

точки клеточного цикла

обычных условиях находятся в фазе GO, но стимулируются к делению при по­
вреждении печени, поскольку машина их клеточного цикла находится в собран­
ном состоянии. Другим примером клеток с неразобранной машиной клеточного 
цикла являются лимфоциты, для которых характерен переход из фазы GO в со­
стояние активной пролиферации при контакте со специфическим антигеном.

Митогены стимулируют пролиферацию клеток 
путем активации G1-Cdk и G1/S-Cdk. Роль сигнального пути МАРК

В большинстве клеток животных митогены контролируют скорость клеточно­
го деления путем действия на фазу G1 клеточного цикла. Существует множество 
механизмов, которые действуют в течение фазы G1, супрессируя Cdk и препятст­
вуя входу клетки в фазу S. Митогены устраняют действие негативных сигналов, 
которые блокируют активность Cdk и, таким образом, разрешают начало фазы S. 
Митогены связывают рецепторы клеточной поверхности и инициируют сложные 
внутриклеточные сигналы. Обязательным результатом этого является активация 
комплексов G l—Cdk и G l/S —Cdk, которые преодолевают ингибиторные барье­
ры, блокирующие в нормальных условиях вход в фазу S.

Ранним событием в передаче сигналов через митогены является активация 
ГТФазы Ras, что затем ведет к активации сигнального каскада, опосредованного 
митогенактивируемой киназой (МАРК). Индукция сигнального пути МАРК по­
вышает уровень Мус, который активирует ход клеточного цикла через несколь­
ко перекрывающихся механизмов (рис. 3.21). В частности, Мус трансактивирует 
продукцию циклинов D, таким образом увеличивая активность G l—Cdk (цик­
лин D —Cdk4/6). Мус также активирует транскрипцию гена, кодирующего один 
из компонентов убиквитиновой лигазы SCFsk'>2. Это способствует деградации
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Внеклеточное пространство

Активиро-/' 
ванный /  
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Рис. 3.21. Механизм активации клеточного деления митогенами (Zhu W. [et al.], 2005)

Cdkl p27KiP1, тормозящего активность G l/S —Cdk, в частности комплекса циклин 
Е—Cdk2. Увеличение активности G l—Cdk и G l/S —Cdk стимулирует фосфори­
лирование белков — членов семейства pRb, в частности, самого pRb и белка 
р130. В гипофосфорилированном состоянии белки семейства pRb активны и 
связывают транскрипционные факторы семейства E2F, удерживая их в неактив­
ном состоянии и тормозя переход клетки в фазу S. Фосфорилирование pRb и 
р130 сопровождается освобождением E2f и переходом клетки в фазу реплика­
ции ДНК. Дополнительно Мус является прямым транскрипционным стимулято­
ром продукции гена E2F3a, основного активатора перехода G1/S, а также акти­
вирует транскрипцию генов, которые стимулируют клеточный рост.

Нарушение передачи пролиферативных сигналов 
ведет к остановке клеточного цикла или апоптозу

Многие компоненты внутриклеточных сигнальных путей кодируются прото- 
онкогенами. Мутация, эквивалентная замене одной аминокислоты в продукте 
гена RAS, ведет к стабильной гиперактивации этого белка и, соответственно, к 
спонтанной и постоянной стимуляции сигнального пути Ras, которая в этих 
условиях не нуждается в действии митогенов. Подобные мутации, вызывающие 
сверхэкспрессию Мус, облегчают избыточный рост и пролиферацию клеток, 
способствуя возникновению рака.

Существуют факты, свидетельствующие, что конечным результатом экспе­
риментальной гиперактивации Мус или Ras в нормальных клетках может быть
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Рис. 3.22. Механизм остановки клеточного цикла и активации апоптоза гиперпролифератив- 
ными сигналами (Zhu W. [et al.], 2005)

не избыточная пролиферация, а напротив, остановка клеточного цикла, апоптоз 
или клеточное старение. Вероятно, в клетке существует рестрикционная точка, 
содержащая механизм контроля за избыточной митогенной стимуляцией. Фи­
зиологическая значимость такого механизма заключается в предотвращении из­
быточной пролиферации клеток с различными мутациями, облегчающими раз­
витие опухолей. Хотя не понятно, каким образом клетка определяет избыточ­
ную митогенную стимуляцию, установлено, что такая стимуляция может 
сопровождаться продукцией ингибитора Cdkl — белка pl9ARF, который связыва­
ет и ингибирует убиквитиновую лигазу Mdm2. В свою очередь, инактивация 
Mdm2 ведет к увеличению уровня белка р53, опосредующего остановку клеточ­
ного цикла и апоптоз (рис. 3.22).

Возникает вопрос, каким образом опухолевой клетке удается выжить в усло­
виях существования механизмов контроля сигналов гиперпролиферации? Ответ 
на этот вопрос был найден и подтвержден при обнаружении мутаций в генах, 
продукты которых участвуют в работе механизма, контролирующего соответст­
вующую контрольную точку, в частности мутаций в генах pl^*** и р53.

Адгезионные клетки нуждаются в прикреплении 
к твердой поверхности для роста и пролиферации. 
Роль фокальной адгезионной киназы (Fak)
Большинство клеток млекопитающих в культуре in vitro в присутствии феталь­

ной сыворотки прикрепляются к пластиковой поверхности, распластываются 
и делятся до формирования насыщенного монослоя. В этих условиях клетки 
занимают всю поверхность дна культурального сосуда, а соседние клетки кон-
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Рис. 3.23. Механизм контактной ингибиции клеточного деления (Weinberg R. А., 1995)

тактируют между собой со всех сторон. При достижении насыщающей плотно­
сти роста нормальные клетки, в отличие от опухолевых, прекращают деление. 
Феномен прекращения деления, вызываемый межклеточными контактами, на­
зывается контактной ингибицией кпетогного деления (рис. 3.23). Увеличение 
концентрации фетальной сыворотки в культуральной среде увеличивает плот­
ность роста клеток, при которой наступает контактная ингибиция деления, или 
реактивирует деление клеток, подвергшихся контактной ингибиции деления. 
В механизме контактной ингибиции деления ведущую роль играет усиление 
продукции белка рг?®?1, тормозящего активность Cdk2. Преодоление феномена 
контактной ингибиции при добавлении в культуру клеток фетальной сыворотки 
основано на активации сигнальных путей МАРК и PI3K и накоплении активно­
го комплекса циклинов Е/А—Cdk2. При инактивации гена р27к‘Р1 в эмбриональ­
ном периоде (эмбриональный нокаут) возникает стойкое повышение клеточно- 
сти органов и увеличение размеров тела, что опосредовано увеличением актив­
ности комплекса циклинов Е/А—Cdk2 (рис. 3.24).

Форма клетки изменяется, когда она взаимодействует с пластиковым субст­
ратом, занимая свободное пространство на пластике и прикрепляясь к нему. 
Этот процесс оказывает большое влияние на клеточный рост, деление и выжи­
вание клетки. Если нормальные фибробласты или эпителиальные клетки куль­
тивировать в суспензии неприкрепленными к плотной поверхности, они прини­
мают округлую форму, не делятся и погибают вследствие активации апоптоза. 
Феномен зависимости пролиферации от прилипания к твердой поверхности из­
вестен как «субстратная ингибиция пролиферации» (рис. 3.25). Если таким 
клеткам создать условия для прилипания к пластику, они быстро формируют
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циклин Е/А —Cdk2 и клеточности органов

Рис. 3.24. Механизмы контактной ингибиции клеточного деления и регуляции клеточности
органов:

а — в основе контактной ингибиции клеточного деления лежит повышение уровня Cdkl р27иР*; 
б — при эмбриональном нокауте гена p27Kipl возникает стойкое повышение клеточности органов 

и увеличение размеров тела (Sherr С. J., Roberts J. М., 1999)

фокальные контакты в местах взаимодействия с твердой поверхностью, а затем 
начинают расти и делиться, причем скорость деления адгезивных клеток зави­
сит от площади прикрепления к субстрату.

Каким образом ростовые и пролиферативные сигналы, продуцируемые 
клеткой, способствуют ее прикреплению к твердой поверхности? Фокальные 
контакты возникают там, где молекулы внеклеточного матрикса, такие как ла- 
минин и фибронектин, взаимодействуют с рецепторами клеток — интегринами, 
связанными с актиновым цитоскелетом. Связывание молекул внеклеточного 
матрикса с интегринами ведет к активации локальных белковых киназ, включая 
фокальную адгезионную киназу (Fak), которая активирует внутриклеточные сиг­
нальные пути, облегчающие выживание, рост и деление клетки (рис. 3.26).

Когда интегрины образуют кластеры в местах контактов с внеклеточным 
матриксом, они помогают собирать соединения типа «клетка-матрикс», так на­
зываемые фокальные адгезионные соединения. Среди многих белков, рекрути­
рованных в эти соединения, есть киназы Fak, которые опосредуют передачу сиг­
налов от интегриновых рецепторов в ядро клетки. Взаимодействие между Fak 
и интегриновым рецептором опосредуется белками талином и паксилином, при­
чем белок талин связывает р-субъединицу, а паксилин -  а-субъединицу интег- 
рина. Собранные в кластеры, различные молекулы комплекса Fak перекрестно 
фосфорилируют друг друга, создавая фосфотирозиновые сайты, с которыми
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Клеточная суспензия Клетки на маленькой Клетки на большой
в агаре адгезивной поверхности адгезивной поверхности

FAK
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Рис. 3.25. Механизм субстратной ингибиции пролиферации (Alberts В. [et al.], 2004)

Цитоплазма

Рис. 3.26. Сигнальный путь фокальной адгезионной киназы (Alberts В. [et al.], 2004)



3.2. Внеклеточный контроль деления и роста клеток 97

взаимодействуют цитоплазматические киназы семейства Scr. Scr и Fak при та­
ком расположении могут фосфорилировать друг друга и другие белки, которые 
собираются с местах соединений, включая многие белки, опосредующие переда­
чу сигналов с рецепторных тирозинкиназ. Таким образом, киназы Scr и Fak по­
сылают сигналы в ядро клетки, прикрепленной к субстрату, формируя связи 
между адгезивным аппаратом распластанной на твердой поверхности клетки и 
сигнальными путями, обеспечивающими функции ее выживания, роста, деле­
ния и миграции. Мыши, дефицитные по Fak, погибают на стадии раннего разви­
тия, а клетки таких мышей не способны нормально мигрировать в культуре 
in vitro.

Подобно другим механизмам контроля клеточного деления, адгезивный 
контроль оперирует в фазе G1. Клетки нуждаются в адгезии для преодоления 
рестрикционной точки R1, после прохождения которой они могут завершить 
клеточный цикл в суспензии. Клетка, находящаяся в фазе М, теряет адгезивные 
контакты, принимает округлую форму и может быть легко удалена из популя­
ции путем пипетирования. Такие изменения адгезии в клеточном цикле позво­
ляют соседним клеткам постоянно реформировать контакты между собой и с 
внеклеточным матриксом. С другой стороны, ткань, к которой принадлежит де­
лящаяся клетка, имеет возможность распределить в своей структуре вновь обра­
зованные клетки.

3.2.2. Стимуляция клеточного роста ростовыми факторами
Рост целого организма или отдельного органа зависит от клеточного роста. 

Клеточное деление само по себе не может увеличить тотальную клеточную мас­
су. В одноклеточных организмах, таких как дрожжи, для клеточного роста не­
обходимы только питательные вещества. У многоклеточных животных, наобо­
рот, клеточный рост и клеточное деление зависят от сигналов других клеток. 
Внеклеточные ростовые факторы, которые стимулируют клеточный рост, свя­
зывают рецепторы на клеточной поверхности и активируют внутриклеточные 
сигнальные пути. В результате передачи сигналов накапливаются белки и дру­
гие макромолекулы, в основе чего лежит увеличение скорости синтеза и умень­
шение скорости деградации молекул.

Один из наиболее важных внутриклеточных сигнальных путей, активируе­
мых рецепторами ростовых факторов, включает киназу Pi3k, которая способст­
вует активации нескольких белковых киназ, например киназы S6. Фосфорили­
рование киназы S6 опосредуется киназой Pdkl. Киназа S6 фосфорилирует рибо- 
сомальный белок S6, активируя способность рибосом транслировать несколько 
различных мРНК, большинство из которых кодируют рибосомальные компо­
ненты. Таким образом, происходит активация белкового синтеза. При инакти­
вации гена, кодирующего киназу S6 у дрозофилы, мутантные мухи имеют малень­
кий размер при нормальном количестве клеток. Факторы роста клеток также 
активируют фактор инициации трансляции eif4e, способствующий белковому 
синтезу (рис. 3.27).

Продукт протоонкогена MYC действует на различные клеточные функции, 
в том числе активирует транскрипцию некоторых генов, которые кодируют бел­
ки, включенные в регуляцию клеточного метаболизма и синтеза макромолекул. 
Таким способом MYC стимулирует как обмен, так и рост клеток. Ростовой фак-

4 Зак. 172
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с некоторых риоосомальных мРНК

1 ' 1  
Стимуляция роста клеток

Рис. 3.27. Активация синтеза белка и роста клеток факторами роста 
(Alberts В. [et al.], 2004)

тор PDGF и протоонкоген RAS стимулируют как клеточный рост, так и деление 
клеток. Некоторые внеклеточные сигнальные белки, например фактор роста 
нервов (NGF), стимулируют только клеточный рост. Размер симпатических ней­
ронов, которые конститутивно находятся в фазе G0, напрямую зависит от коли­
чества NGF, секретируемого клеткой-мишенью, которую он иннервирует.
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ГЛАВА 4 РОЛЬ СЕМЕЙСТВА ПРОДУКТА ГЕНА РЕТИНОБЛАСТОМЫ 
В КОНТРОЛЕ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА, ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
И АПОПТОЗА В СОМАТИЧЕСКИХ И СТВОЛОВЫХ КЛЕТКАХ

4.1. Клонирование гена ретинобластомы (RB), 
общая и функциональная структура продукта гена 
ретинобластомы (pRb) и членов его семейства

Двушаговая гипотеза возникновения рака по А. Кнудсону

В 1971 г. в журнале Национальной академии наук США (PNAS) был опуб­
ликован анализ родословных больных ретинобластомой, наиболее часто встре­
чающейся опухолью сетчатки глаз у детей раннего возраста. Автор публикации 
доктор А. Кнудсон подразделил все опухоли этого типа на билатеральные и мо- 
нолатеральные (рис. 4.1).

Билатеральные ретинобластомы имеют очевидный наследственный харак­
тер, и у их носителей часто возникают опухоли другой локализации, в частно­
сти, остеосаркомы и меланомы. Наследуемая форма опухоли также характери­
зуется возникновением в раннем возрасте и множественными очагами роста.

В противоположность наследуемым формам заболевания, ненаследуемая 
форма ретинобластомы появляется в более зрелом возрасте в форме одного 
опухолевого очага роста только в одном глазу, то есть является монолатераль- 
ной. Больные с монолатеральной ретинобластомой исключительно редко ока­
зываются носителями опухоли другой локализации.

Соматическая мутация 
с потерей второй аллели RB 

(потеря гетерозиготности, LOH)

с поражением обоих глаз 
и возникновением опухолей 

в других тканях

Билатеральная ретинобластома

Наследственная делеция 13pl4q 
с потерей одной аллели RB 

(гетерозиготность)

Монолатеральная ретинобластома 
с поражением одного глаза

Соматическая мутация Соматическая мутация 
одной аллели второй аллели

Рис. 4.1. Двушаговая гипотеза возникновения ретинобластомы по А. Кнудсону 
(Knudson A. G., 1971)



4.1. Клонирование гена ретинобластомы (RB), общая и функциональная структура. 101

А. Кнудсон предположил, что причиной билатеральной ретинобластомы яв­
ляется сочетание наследственной мутации в одной аллели гена, который был 
условно назван «геном чувствительности к ретинобластоме», с приобретенной 
мутацией во второй аллели этого гена. Причиной монолатеральной ретинобла­
стомы является возникновение двух независимых соматических мутацией в раз­
ных аллелях одного и того же гена.

Чувствительность к наследуемой ретинобластоме передается потомству как 
аутосомально-доминантная черта с 90 % проявляемостью (пенетрантностью). 
Ретинобластома была использована в качестве модели генетического предрас­
положения к возникновению рака, причиной которого является мутация гена, 
кодирующего белок, способный подавлять рост опухоли, т. е. опухолевого су­
прессора. Генетический локус, определяющий чувствительность к возникнове­
нию ретинобластомы, был найден при цитогенетической оценке делеций в бан­
де 14 (ql4) хромосомы 13 человека, который располагается за геном фермента 
эстеразы D. Физическая связь этих локусов была подтверждена родословной 
больных ретинобластомой. Последующие наблюдения показали, что локус RB 
повреждается и при ненаследуемых формах ретинобластом, о чем свидетельст­
вуют частые нарушения структуры хромосомы 13 и сниженная активность эсте­
разы D при таких заболеваниях.

Клонирование гена ретинобластомы
Ген ретинобластомы был первым геном опухолевой супрессии, который уда­

лось клонировать. Трудность решения подобной задачи заключалась в том, что 
фенотипически, при заболеваниях или в эксперименте, гены опухолевой супрес­
сии могут быть выявлены только по снижению или отсутствию функциональной 
активности. В противоположность, протоонкогены выявляются в клинических 
или экспериментальных условиях по эффекту гиперфункции при, соответствен­
но, амплификации гена или его гиперактивации, вызванной естественными му­
тациями у больных или трансфекцией гена в клетки в эксперименте. RB, коди­
рующий мРНК размером 4,6 кб (килобаз), был клонирован благодаря своему 
свойству передавать чувствительность к ретинобластоме, в частности, путем од­
новременной оценки нескольких характеристик: хромосомной локализации 
гена, эффекта его гомозиготной мутации и специфического нарушения экспрес­
сии при опухолях.

Учитывая важность RB как нового типа гена, ассоциированного с развитием 
опухолей, была предпринята попытка его изоляции путем метода «прогулки по 
хромосоме», используя маркеры хромосомы 13. Поскольку о продукте RB ниче­
го не было известно, ген-кандидат мог быть найден по хромосомному располо­
жению локуса, в котором располагался ген, характеризующийся рецессивным 
типом наследования. Это означает, что нормальный RB должен экспрессирова­
ться в нормальной ткани ретины, но не в ткани ретинобластомы. При клониро­
вании в качестве начальной точки гибридизации ДНК был использован ген, ко­
дирующий эстеразу D, который связан с локусомом RB в банде 13ql4 (рис. 4.2).

На выбранной для анализа протяженности хромосомы 13 в 1500 кб в каче­
стве пробы для изоляции геномных клонов RB был использован клон CL-22, 
содержащий С-концевой участок гена эстеразы D, который, предположительно, 
мог гибридизоваться с клоном из геномной библиотеки, содержащим N-конце- 
вой участок RB. В свою очередь, С-концевые фрагменты отобранных при гиб-
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Схема строения фрагмента локуса 14 хромосомы 13 человека

Ген эстеразы D Ген RB
5' 3'

□ ■ II III I п и ч и ш
|Клон CL221

Клон X
Клон Y

Клон Z 1

Последовательная ДНК-гибридизация
Рис. 4.2. Схема клонирования гена ретинобластомы методом «прогулки по хромосоме»

(Lee W. Н. [et al.], 1987)

ридизации геномных клонов ДНК могли быть использованы для изоляции пол­
ной геномной последовательности RB. Такая тактика оказалась успешной. В об­
ласти 350 кб за З'-концом гена эстеразы D был найден уникальный фрагмент 
ДНК, который гибридизовался с двумя перекрывающимися клонами, получен­
ными из библиотек кДНК нормальной плаценты человека. Найденная последо­
вательность ДНК — кандидат на роль RB, была использована в качестве пробы 
для гибридизационного анализа мРНК с целью определения соответствующих 
транскриптов мРНК в различных тканях. Для этого РНК получали из ткани сет­
чатой оболочки глаза плода человека, плаценты человека, ткани ретинобластом 
и опухолей другой локализации. Кандидатный ген RB гибридизовался с 4,6 кб 
мРНК, полученной из нормальной сетчатой оболочки глаза плода или ткани 
плаценты. Напротив, гибридизация с мРНК ткани сетчатки, полученной от па­
циентов с ретинобластомой, не выявляла специфических транскриптов или вы­
являла транскрипты уменьшенных размеров (рис. 4 .3).

Анализ последовательности клонированной ДНК методом терминации с по­
мощью дидезоксинуклеотидов по Сэнджеру (Sanger F. [et al.], 1977) позволил 
установить полную последовательность кДНК RB (см. цв. вклейку, рис. 4 .4). Та­
кой метод секвенирования основан на следующих подходах:

1) использование специфических праймеров для считывания последователь­
ности ДНК полимеразой;

2) использование специфических дидезоксинуклеотидов (ddNTP) для оста­
новки полимеризации ДНК;

3) использование полиакриламидного геля для выявления различий в длине 
фрагментов ДНК, отличающихся на один нуклеотид.

Дидезоксинуклеотиды (2', 3' ddNTP) отличаются от обычных dNTP тем, что 
у них отсутствует гидроксильный остаток в положении 3' дезоксирибозы. Диде­
зоксинуклеотиды могут встраиваться при полимеризации ДНК в ее растущую 
цепочку через 5' трифосфатную группу. Однако из-за отсутствия гидроксильно­
го остатка в положении 3' нарушается образование фосфодиэфирной связи с по­
следующим dNTP и рост цепи ДНК останавливается (см. цв. вклейку, рис. 4 .4).



4.1. Клонирование гена ретинобластомы (RB), общая и функциональная структура.

Пока­
затель

Пла- Нормаль­
ная сет­

Образцы опухолей сетчатки Медулло-
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бластомачатка
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РНК тестируемой ткани, гибридизирующаяся с клонированной кДНК гена RB

Рис. 4.3. Гибридизационный анализ экспрессии продукта гена ретинобластомы. Результаты 
гибридизационного анализа, характеризующие продукцию мРНК RB в нормальных и опухо­

левых тканях (Lee W. Н. [et al.], 1987)

Полная последовательность RB содержит около 4500 нуклеотидов с корот­
ким поли-(А) хвостом и сигнальной последовательностью полиаденилирования 
(ААТАА) на З'-конце. Открытая рамка считывания RB включает 2784 основа­
ний, а трансляция от первого метионинового кодона формирует белок, состоя­
щий из 928 АА с ММ 105 кДа (см. цв. вклейку, рис. 4.5).

Общая и функциональная структура pRb

Структура pRb включает несколько доменов, функции которых заключаются 
в связывании и ингибиции активности функционально различных клеточных 
белков, в частности белков, регулирующих ход клеточного цикла. Первым до­
меном, найденным в структуре pRb, был так называемый «малый карман», или 
«покет», поэтому белки с подобным доменом называются «покетными» белка­
ми. Область кармана pRb включает домены А и В (см. цв. вклейку, рис. 4.5, я).

В последующих исследованиях было обнаружено, что с областью «малого 
кармана» физически связываются белки ДНК-овых опухолевых вирусов, в част­
ности большой Т-антиген вируса SV-40, белок Е1а аденовируса и белок Е7 ви 
руса папилломы человека (HPV). Трансформирующая активность таких виру­
сов связана со способностью продуцируемых ими онкогенных белков физиче­
ски взаимодействовать с pRb. Онкогенные белки могут вызывать переход 
покоящихся клеток в фазу S путем смещения внутриклеточных белков, связыва­
ющих pRb в области «кармана». Установлено, что в нормальных клетках про­
грессия клеточного цикла требует циклического фосфорилирования pRb кина­
зами Cdk. Фосфорилирование pRb также ведет к освобождению клеточных бел­
ков, подобных транскрипционным факторам семейства E2F, которые связывают 
область «кармана» А/В.
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Полноразмерный pRb содержит несколько различных доменов:
1) аминоконцевой домен N (1—379 АА);
2) район «малого кармана», включающий домены А (379—572 АА) и В (646— 

772 АА);
3) домен-вставку, или спейсер (572—646 АА);
4) С-концевой домен (772—928 АА).
В структуре pRb выделяют также область «большого кармана», включающе­

го последовательность 379—869 АА, который был идентифицирован на основа­
нии свойства опосредовать взаимодействие pRb с транскрипционными фактора­
ми семейства E2F. С-концевой домен pRb обладает способностью связывать 
протоонкоген c-ABL, а последовательность «большого кармана» — циклины D 
и транскрипционные факторы семейства E2F. Домен С функционирует незави­
симо от домена, включающего область «малого кармана». pRb может одновре­
менно связывать вирусные онкопротеины и белок с-АЫ.

Активность с-Abl, как и pRb, регулируется в клеточном цикле. Cdk снижает 
его ДНК-связывающую активность. В фазе G0/G1 киназа с-Abl связана с обла­
стью «кармана» pRb и ее тирозинкиназная активность не определяется. По мере 
прогрессии клеточного цикла pRb фосфорилируется, с-АЫ освобождается и 
приобретает способность фосфорилировать тирозиновые остатки С-концевого 
домена (CTD) РНК-полимеразы II. Фосфорилирование СТО коррелирует с пе­
реключением полимеразы II со стадии инициации на стадию элонгации транс­
крипции. В соответствии с гипотезой «матрицы» разные домены pRb одновре­
менно связывают функционально различные молекулы, создавая им условия 
для взаимодействия между собой in situ и таким образом регулируя прогрессию 
клеточного цикла. Нарушение связывания с pRb одной из взаимодействующих 
молекул может приводить к полной функциональной инактивации pRb 
(рис. 4.6).

взаимодействующих 
на матрице pRb

Рис. 4.6. Модель, рассматривающая pRb как матрицу для взаимодействия функционально 
различных молекул (Welch P. J., Wang J. Y. J., 1995):

N, А, В, С — домены pRb; С* — полипептид, гомологичный по первичной структуре домену С pRb
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Рентгеновский анализ структуры pRb

Взаимодействие pRb с онкобелками Е7 вируса папилломы человека (HPV), 
Е1а аденовируса, и большим Т-антигеном вируса SV-40 необходимо для транс­
формации клетки и опосредовано мотивом LxCxE (лейцин-цистеин-глютамино- 
вая кислота) в структуре онкогенных белков. Для рентгеноструктурного анализа 
pRb был сконструирован белок с ММ 45 кДа, состоящий из доменов А и В мо­
лекулы pRb, но лишенный области спейсера. Этот белок был кокристаллизован 
с 9-аминокислотным пептидом, включающим мотив LxCxE, с последователь­
ностью, идентичной таковой в консервативном домене 2 (CR2) онкобелка Е7 
HPV. Домены А и В pRb содержат так называемую циклиновую укладку, пред­
ставляющую собой мотив, состоящий из 5 а-спиралей (см. цв. вклейку, рис. 4.5, б). 
Этот мотив присутствует также в структуре циклинов и базального транскрип­
ционного фактора Tfllb, входящего в состав РНК-полимеразы И. Пептид Е7 
в развернутой конформации связывает мелкую бороздку в домене В молекулы 
pRb. Интерфейс между доменами А и В молекулы pRb занимает большое про­
странство и может рассматриваться как составная часть структуры «кармана». 
Этот интерфейс имеет гидрофобную основу, которая является продолжением 
гидрофобной основы домена В, предполагая, что домен В нуждается в интер­
фейсе А—В для стабильной конформации своей структуры.

Циклиновая укладка (фолдинг) молекулы pRb состоит из узла, включающе­
го три основные спирали в его основании и две дополнительные спирали, упа­
кованные по разным сторонам узла, что в сумме создает мотив, состоящий из 
5 основных а-спиралей в каждом домене (аЗ, а4, аб, а7, а8 в домене А и al l ,  
а12, а14, а15, al7 в домене В). Дополнительные 8 спиралей, (3-шпилька и длин­
ный «хвост» области «кармана» pRb служат для формирования интерфейса 
А—В (a9, аЮ, а13) сайта, связывающего LxCxE (al6, р-шпилька, al8), и внеш­
ней конформации циклиновых укладок А и В (al, a2, а5, «хвост»). Интерфейс 
между доменами А и В формируется при упаковке частей семи спиралей (трех 
из домена А и четырех из домена В) и включает область, скрытую внутри моле­
кулы.

Отличительной топологической чертой интерфейса pRb является чередую­
щееся расположение спиралей, принадлежащих доменам А и В. Взаимодействие 
между доменами А и В опосредуется компактной гидрофобной основой, состоя­
щей приблизительно из 20 боковых цепей, основной аминокислотной цепью и 
водородными связями боковых цепей. Анализ сайта, связывающего мотив 
LxCxE, выявляет его насыщенный консерватизм. Наиболее важными являются 
четыре консервативных аминокислотных остатка, которые контактируют со 
скелетными аминокислотами пептида: Туг709, Туг756, Asn757, Lys713. Три первые 
аминокислоты являются идентичными в молекулах pRb и его гомологов у раз­
личных видов животных и растений (человек, тритон, курица, фруктовая муха 
и кукуруза), тогда как Lys713 идентичен в молекулах pRb у животных, а в белке 
кукурузы заменен на Arg (см. цв. вклейку, рис. 4.5, б). Для объяснения регуля­
ции связывания сайта LxCxE предположено, что при фосфорилировании амино­
кислотных остатков Thr821 и Thr826 в домене С молекулы pRb этот участок 
белка приобретает способность изменять конформацию всей молекулы pRb так, 
что предотвращает доступ онкопротеинов к сайту связывания LxCxE.
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Данные рентгеноструктурного анализа молекулы pRb показывают, что ин­
терфейс А—В является вероятным сайтом связывания E2f:

1) интерфейс А—В представляет собой единственную высококонсерватив­
ную часть «кармана», кроме сайта связывания LxCxE, представленную на по­
верхности молекулы;

2) целый ряд мутаций, ведущих к возникновению рака, картируются в обла­
сти интерфейса;

3) в третичной структуре молекулы pRb существует бороздка протяженно­
стью в половину окружности интерфейса, которая подходит для связывания 
пептида с последовательностью сайта связывания pRb в E2f.

В дальнейшем эта гипотеза была подтверждена путем рентгеноструктурного 
анализа кристалла, полученного из раствора, в котором рекомбинантный pRb 
кристаллизовался с 18АА пептидом из последовательности белка E2f, идентич­
ной сайту связывания «покетных» белков, т. е. белков, имеющих в структуре 
область «кармана».

Множество эндогенных белков, которые взаимодействуют с pRb, также со­
держат последовательность, подобную LxCxE. К таким белкам относятся гисто- 
новые деацетилазы Hdac-1/2, белок Brgl (АТФаза из комплекса SWI/SNF, ре­
моделирующего хроматин) и многие другие. Сайт связывания LxCxE является 
наиболее хорошо охарактеризованным, но не единственным связывающим сай­
том в районе «кармана». Например, белки семейства E2F не содержат последо­
вательности LxCxE и связывают другой мотив в pRb, который включает точки 
контакта как в районе «кармана», так и в С-концевой области. Это позволяет 
pRb одним участком молекулы взаимодействовать с белком E2f на промотере 
гена-мишени, а другим функциональным доменом рекрутировать к той же об­
ласти промотера белки иной функциональной специфичности, например содер­
жащие мотив LxCxE.

Гистоновые деацетилазы Hdacl и Hdac2 содержат мотив LxCxE, тогда как 
Hdac3 не содержит этой последовательности, и мутации в сайте связывания мо­
тива LxCxE в гене RB не влияют на способность Hdac3 связывать pRb. Хотя бе­
лок Brgl, участвующий в формировании комплексов, ремоделирующих хрома­
тин, содержит мотив LxCxE, он не использует эту последовательность для свя­
зывания с pRb, что позволяет pRb рекрутировать Brgl и Hdac в один комплекс 
на промотере одного и того же гена.

Домен «малый карман» pRb, содержащий циклиновые укладки А и В, физи­
чески взаимодействует с трансактивирующим доменом (TD) E2f и ингибирует 
его активность (см. цв. вклейку, рис. 4.7, а1  Другой функциональный домен pRb 
локализован в его С-концевой области (pRbC) и содержит два дополнительных 
сайта связывания E2f, которые формируются при образовании димера между 
белком семейства E2F и его функциональным партнером — белком семейства 
DP. pRbC взаимодействует с сайтами белков E2f-Dp, расположенными в участ­
ках этих молекул, опосредующих их димеризацию.

В pRbC найдены 2 последовательности: pRbC786-800 и pRbC839-864, необходи­
мые для физического взаимодействия с E2f. Фосфорилирование фосфатной 
группы в районе спейсера молекулы pRb сопровождается нарушением взаимо­
действия между TD E2f и районом малого кармана pRb, тогда как фосфорили­
рование остатков Ser788/795 в pRbC, вызываемое комплексом циклин—Cdk4/6,
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дестабилизирует взаимодействие между pRbC и димером E2f-Dp (см. цв. вклей­
ку, рис. 4.7, б). Оставшиеся участки взаимодействия между pRbC839 864 и E2f-Dp 
инактивируются путем фосфорилирования фосфатных групп Thr821/826 комп­
лексами циклин Е/А—Cdk2. Это фосфорилирование вызывает взаимодействие 
между pRbC и доменом «малый карман» и конкурирует со связыванием pRbC 
с димером E2f-Dp (см. цв. вклейку, рис. 4.7, в).

С-домен pRb физически взаимодействует и с тирозиновой киназой с-АЫ, но 
сайт связывания с-АЫ отличается от сайта связывания E2f в pRbC. Тирозинки- 
назная активность с-Abl ингибируется при взаимодействии с pRb. Это взаимо­
действие является важным для супрессии деления клетки, опосредованной pRb. 
Гиперфосфорилирование pRb ведет к освобождению активной киназы с-АЫ. 
С-концевая область pRb принимает участие в сборке многокомпонентных комп­
лексов, содержащих pRb, E2f, c-Abl и потенциально другие белки. Существует 
гипотеза, в соответствии с которой pRb выполняет роль матрицы для взаимо­
действия функционально различных молекул, что необходимо для регуляции 
деления клетки (см. рис. 4.6).

Аминоконцевая область pRb связывает несколько белков, включая Мсш7 
(лицензирующий репликацию фактор), Ар48 — адапторный белок, опосредую 
щий взаимодействие pRb с транскрипционными факторами семейств E2F, Мус и 
другими регуляторными белками (рис. 4.8).

Мсш7, Ар48

Вирусные онкобелки, 
Hdac, Brgl. Rbpl, Rbp2, Pu.l
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Рис. 4.8. Сравнительная характеристика структурной организации членов семейства pRb
(Grana X. [et al.]. 1998)
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Структурное родство между белками семейства pRb
Сравнение структуры pRb, р107 и р130 человека показывает высокий уро­

вень гомологии и эволюционного консерватизма аминокислотных последова­
тельностей, расположенных в области «кармана» (см. рис. 4.8). Область «кар­
мана» опосредует взаимодействие всех членов семейства pRb с другими регуля­
торными белками, включая белки семейства E2F. Домен В имеет высокий 
аффинитет к мотиву LxCxE, найденному в некоторых внутриклеточных бел- 
ках-партнерах pRb и вначале идентифицированному в качестве мотива, присут­
ствующего в онкогенных белках.

В противоположность доменам А и В, уровень консерватизма вне этих доме­
нов и в области спейсера в белках р107 и р130 очень незначителен. Последова­
тельности в N-концевом домене (мотив ACRK) и области спейсера (мотив RLF) 
в белках р107 и р130 наделяют их способностью связывать комплексы циклин 
Е/А—Cdk2. Связывание комплексов циклин—Cdk с мотивом ACRK не регулиру­
ется уровнем фосфорилирования р130, в противоположность мотиву RLF. Хотя 
функция этих взаимодействий не совсем ясна, демонстрация того, что р107 и 
р130, с одной стороны, и pRb, с другой, взаимодействуют с различными белка­
ми, показывает, что члены семейства pRb имеют различные биохимические 
свойства. Например, pRb взаимодействует с E2fl—4, а р107/р130 — с E2f4/5.

Важной характеристикой р130 и р107 служат различия в фазах клеточного 
цикла, в которых эти белки взаимодействуют с членами семейства E2F. В част­
ности, комплексы р107—E2f4 предоминируют в фазе S, тогда как комплексы 
р130—E2f4 накапливаются в фазах G0/G1. Преимущественная идентификация 
комплексов р130—E2f4 в неделящихся мышечных, нейрональных клетках, в по­
коящихся лимфоцитах, фибробластах и клетках линии HL-60 предполагает, что 
взаимодействие между р130 и E2f4 является физиологически важным для регу­
ляции выхода клетки из состояния покоя, т. е. из фаз G0/G1 в фазу S. Комплек­
сы р130—E2f4 участвуют в репрессии генов b-MYB, циклина А, циклина В, 
CDC2, активность которых необходима для прогрессии клеточного цикла. Спе­
цифические регуляторные сайты в промотерах этих генов в фазе GO и ранней 
фазе G1 не взаимодействуют с белками семейства E2F, что совпадает с их транс­
крипционной репрессией.

4.2. Регуляция эффекторных функций pRb

Регуляция функций pRb путем его фосфорилирования

pRb находится в гипофосфорилированном состоянии в фазе GO и ранней 
фазе G1, а затем прогрессивно фосфорилируется до раннего митоза различными 
Cdk (рис. 4.9). Количественный уровень pRb в ходе клеточного цикла не изме­
няется. Белок р130 находится в фосфорилированном состоянии в фазе GO и 
ранней фазе G1. Затем уровень его фосфорилирования повышается перед вхо­
дом клетки в фазу S, в которой количество белка резко снижается до окончания 
клеточного цикла. Уровень р107 изменяется противоположным образом по 
сравнению с р130. В фазе G0 и ранней фазе G1 р107 практически отсутствует. 
Во время перехода G1/S количество р107 и уровень его фосфорилирования резко 
повышаются и остаются таковыми до окончания клеточного цикла. Все члены
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Рис. 4.9. Последовательность и характер фосфорилирования «покетных» белков в ходе кле­
точного цикла. Количество фосфатных остатков -  «Р» прямо соответствует уровню фосфори­

лирования членов семейства pRb (Grana X. [et al.], 1998)

семейства продукта гена ретинобластомы последовательно фосфорилируются в 
ходе клеточного цикла различными циклинзависимыми киназами: сначала ком­
плексом циклин D —Cdk4, затем последовательно киназами циклин Е—Cdk2 и 
циклин A —Cdk2/Cdc2 (см. рис. 4.9).

pRb содержит 16 сайтов фосфорилирования с мотивом Ser/Thr-Pro, которые 
фосфорилируются и дефосфорилируются в клеточном цикле (рис. 4.10). Счита-

Сайты фосфорилирования циклина D —Cdk4 Сайты фосфорилирования циклина
Е/А—Cdk2

Рис. 4.10. Доменное расположение сайтов фосфорилирования в молекуле pRb и их киназная 
специфичность (Knudsen Е. S., Wang J. Y. J., 1996)
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ется, что pRb гиперфосфорилируется циклином D—Cdk4 в ранней фазе G1, цик- 
лином Е—Cdk2 незадолго до окончания фазы G1, тогда как циклин A-Cdk2 мо­
жет поддерживать и усиливать уровень фосфорилирования pRb в ходе фазы S 
(см. рис. 4.9). Продукция циклинов Е и А транскрипционно активируется цик­
лином D1. В чем заключается логика последовательного фосфорилирования 
pRb сначала циклином D—Cdk4, затем циклином Е—Cdk2?

Комплекс циклин D—Cdk4, вероятно, фосфорилирует специфические фосфо- 
акцепторные сайты в С-концевой области молекулы pRb и, таким образом, вызы­
вает внутримолекулярные взаимодействия между фосфорилированной С-конце­
вой областью и позитивно заряженным «лизиновым пятном», окружающим сайт 
связывания LxCxE в домене В области «кармана». Это взаимодействие ведет к 
диссоциации комплекса pRb с белком, связанным с доменом В, например с Hdac, 
и таким образом отменяет способность pRb репрессировать ген циклина Е.

Фосфорилирование разных сайтов молекулы pRb поддерживает различные 
его функции, например связывание с E2f, с белками, имеющими функциональ­
ный сайт LxCxE, или с киназой с-АЫ. Домены А и В связывают белки с моти­
вом LxCxE, домен С связывает ядерную тирозиновую киназу с-АЫ, тогда как 
район большого «кармана» — транскрипционные факторы семейства E2F и 
циклины D. Фосфорилирование сайтов Thr821/826 препятствует связыванию 
pRb белков, содержащих мотив LxCxE, но не препятствует его взаимодействию с 
белками, содержащими другие сайты связывания. С другой стороны, гиперфос- 
форилированный по другим сайтам pRb сохраняет способность связывать Т-ан- 
тиген вируса SV-40, белок Е7 HPV или транскрипционный фактор Elf-1, каж­
дый из которых содержит мотив LxCxE. Фосфорилирование остатков 
Ser807/811 нарушает связывание киназы с-АЫ, однако сочетанные мутации 
Ser807/811 и Thr821/826 не отменяют способность pRb физически взаимодей­
ствовать с белками E2f (рис. 4.10). Фосфорилирование сайта Thr356 регулирует 
активность N-концевого участка pRb.

Фосфорилирование pRb изменяет его конформацию и уменьшает электро­
форетическую подвижность. С другой стороны, конформационные изменения 
молекулы pRb могут изменять его чувствительность к фосфорилированию. На­
пример, природные мутации аминокислотных остатков Ser567 и Cys706 оказы­
вают «драматический» эффект на конформацию молекулы pRb, что проявляется 
в потере ее способности фосфорилироваться и связывать различные белки-ми­
шени. Таким образом, фосфорилирование различных сайтов регулирует актив­
ность различных доменов pRb: фосфорилирование Thr356 ингибирует взаимо­
действие N-концевого участка pRb с белками Мст7 и Ар48; фосфорилирование 
Ser567, Ser795 — взаимодействие с Rbpl, Rbp2, Pu.l, циклинами D, E2f; фосфо­
рилирование Ser807/Ser811 — взаимодействие с с-АЫ; фосфорилирование 
Thr821/826 — взаимодействие с Hdac и онкопротеинами. Тот факт, что E2fl и 
Е7, с-АЫ и E2fl могут связывать pRb независимо и одновременно, подтвержда­
ет, что каждый из этих белков распознает неперекрывающийся домен pRb (см. 
рис. 4.10).

Действие ростовых факторов семейства TGFp приводит к увеличению про­
дукции Cdkl p l5Ink4b и р27к'Р1 и опосредованному ими снижению фосфорилиро­
вания большинства сайтов в молекуле pRb (Ser807/811, Ser608). Однако и в 
этих условиях пять сайтов молекулы pRb: Thr5, Thr253, Thr373, Ser788, Ser795 
остаются фосфорилированными. Вероятно, эти сайты фосфорилируются не Cdk, 
а киназами другого типа, например киназой МАРК. Остатки Thr356 и



Ser807/811 являются субстратами для комплекса циклин D l—Cdk4/6, но не 
| циклин A—Cdk2 или циклин Е—Cdk2. Наоборот, фосфоакцепторный сайт 

Thr821 может быть фосфорилирован in vitro циклином A—Cdk2 или циклином 
Е—Cdk2, но не циклином D—Cdk4.

pRb гипофосфорилируется в позднем митозе, начиная с анафазы. Анализ де- 
фосфорилирования pRb в опытах in vitro привел к нахождению фосфатазной ак­
тивности, специфической для митоза. Большая часть такой активности обеспечи­
вается белком Рр1 — членом семейства белковых фосфатаз. Для изучения точно­
го времени дефосфорилирования pRb и его регуляции был использован протокол 
синхронизации клеток в различных фазах митоза. Адгезионные клетки обезьяны 
линии CV-1P были обработаны гидроксимочевиной, которая ингибирует про­
грессию клеточного цикла в фазе S. Митотические клетки были удалены путем 
встряхивания культур клеток через 8 ч после начала их обработки. Оставшиеся 
распластанные на пластике клетки были культивированы в течение 2 ч в среде с 
реактивом нокодазол, который останавливает деление в прометафазе. Затем клет­
ки были собраны путем встряхивания, отмыты от нокодазола и культивированы 

I в свежей среде для изучения прогрессии клеточного цикла, включая прохождение 
митоза и фазы G1. Прогрессия клеточного цикла оценивалась путем слежения за 
хромосомным рисунком клеток с ДНК, окрашенной красителем DAPI. В назван­
ных условиях отмечался высокий уровень синхронизации клеток: 94 % клеток в 
культурах, обработанных нокодазолом, содержали конденсированные хромосо­
мы, и большинство из них достигало метафазы через 30 мин после культивирова­
ния в среде без нокодазола. Через 40 мин большинство таких клеток находилось 
в анафазе и телофазе. Через 60 мин почти все клетки достигали фазы G1, что 
определялось по присутствию деконденсированных хромосом.

Зффекторные функции рЯЬ -  контроль транскрипции, 
регулируемой белками семейства E2F
Как упоминалось ранее, гипофосфорилированный pRb способен связывать 

транскрипционные факторы семейства E2F, тогда как фосфорилирование pRb со­
провождается освобождением белков E2f от связи с pRb и позволяет им активиро­
вать гены-мишени. Путем обратимого связывания и функциональной инактивации 
(секвестрирования) белков E2f, pRb контролирует экспрессию генов, продукты ко­
торых являются важными участниками программы регуляции клеточного цикла. 
Эта внешне простая схема является очень сложной за счет избирательности взаи­
модействия членов семейства pRb с различными белками E2f. С другой стороны, 
такая избирательность позволяет контролировать экспрессию генов-мишеней E2f, 
которые экспрессированы в различных стадиях клеточного цикла.

Для транскрипционной ингибиции E2F требуются последовательности в об­
ласти «кармана» и С-концевой области pRb, однако область «кармана» сама по 
себе достаточна для индукции активной репрессии в том случае, если pRb физи­
чески контактирует с промотером гена через ДНК-связывающий домен транс­
крипционного фактора, например белка Gal4. Активная репрессия выполняется 
молекулой pRb, связанной с E2f на промотерах генов, регулирующих прогрес­
сию клеточного цикла, путем рекрутирования корепрессоров, взаимодействую­
щих с районом «кармана» молекулы pRb. Таким образом достигается актив­
ная транскрипционная репрессия ферментами, ремоделирующими хроматин 
(см. рис. 5.10).
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pRb и рестрикционная точка G1
Известно, что зависимость деления клетки от митогенной стимуляции дей­

ствует на ограниченном участке цикла, на первых 2/3 фазы G1. Клетка, полу­
чившая такую стимуляцию, может завершить клеточный цикл при прекращении 
воздействия митогенных стимулов. Переход от состояния, зависимого от мито- 
генов, к состоянию, не зависимому от них, происходит в рестрикционной точке 
R1. Если внешние условия неблагоприятны для деления, клетка из фазы G1 мо­
жет вернуться в фазу GO или войти в дифференцированное постмитотическое 
состояние, подвергнуться клеточному старению или апоптозу (рис. 4.11).

Во время прохождения рестрикционной точки R1 pRb и другие члены его се­
мейства находятся в состоянии прогрессивного фосфорилирования. Уровень 
фосфорилирования pRb увеличивается и поддерживается в ходе прогрессии 
клеточного цикла до окончания митоза. Выход из митоза совпадает с дефосфо- 
рилированием pRb. Фосфорилирование инактивирует pRb как негативный регу­
лятор клеточного деления. Об этом свидетельствуют следующие факты. Во-пер­
вых, белки разных онкогенных ДНК-овых вирусов инактивируют pRb путем 
взаимодействия и секвестрации гипофосфорилированного, но не гиперфосфо- 
рилированного белка. Во-вторых, гипофосфорилированный, но не гиперфосфо- 
рилированный pRb взаимодействует и контролирует многие внутриклеточные 
белки. В-третьих, гипофосфорилированный pRb накапливается в покоящихся 
клетках, а гиперфосфорилированный — в делящихся клетках.

Характер фосфорилирования pRb предполагает простую и привлекательную 
модель регуляции прогрессии фазы G1 клеточного цикла. Клетка проходит 
часть клеточного цикла и достигает точки R1, в которой она останавливается в 
том случае, если pRb находится в гипофосфорилированном состоянии. Если 
внешние и внутренние условия являются благоприятными для деления клетки, 
то pRb фосфорилируется и инактивируется, разрешая прохождение точки R1. 
Клетки, в которых функции pRb нарушены, заканчивают фазу G1, не подверга-

Митогенные сигналы

Рис. 4.11. Механизм регуляции прогрессии клеточного цикла в точке R1 
(Sherr С. J., Roberts J. М., 1999)
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ясь контролю, который опосредуется этим белком. Внешний контроль, опосре­
дованный pRb, осуществляется белками семейства TGFfl, а при феномене кон­
тактной ингибиции пролиферации pRb вовлекается посредством активации 
Cdkl — р27К|Р1 (см. рис. 4.11). С потерей функций pRb клетка утрачивает способ- 

I ность контролировать прохождение точки R1 и окончание фазы G1.
Сверхэкспрессия циклина Е достаточна для преодоления остановки клеточ­

ного цикла, вызванного мутантным белком pRb, резистентным к фосфорилиро- 
ванию. Эти результаты показывают, что комплекс циклин Е—Cdk2 является 
критической мишенью в сигнальном пути, опосредованном pRb, и поддержива­
ют модель, в которой роль pRb заключается в последовательной регуляции экс­
прессии циклинов в ходе клеточного цикла (рис. 4.12).

Комплекс циклин D—Cdk4 способствует экспрессии циклина Е путем разру­
шения комплекса pRb-Hdac, а экспрессия циклина Е является достаточной для 
преодоления опосредованной pRb остановки клеточного цикла в фазе G1. Такая
модель объясняет, почему прогрессия клеточного цикла может осуществляться
без комплекса циклин D—Cdk4/6 в клетке, которая конститутивно или прежде­
временно экспрессирует циклин Е в клеточном цикле.

Таким образом, в фазе G1 комплексы циклин D—Cdk4 и циклин Е—Cdk2 
взаимодействуют между собой, способствуя входу клетки в фазу синтеза ДНК. 
Суммарно взаимодействие этих комплексов можно представить в следующем 

I виде (см. рис. 4.12).
В ответ на митогенные сигналы происходит синтез и сборка циклинов D, 

секвестрация Cdkl — p27Kipl, который освобождается из комплексов циклин 
Е—Cdk2, приобретающих вследствие такой диссоциации активность. Затем обе 
киназы G1 (циклин D—Cdk4 и циклин Е—Cdk2) взаимодействуют в процессе

TGFp

Рис. 4.12. Регуляторный каскад фазы G1 клеточного цикла 
(Sherr С. J., McCormick F. Мс., 2002)
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последовательного фосфорилирования продуктов семейства гена ретинобласто­
мы. Это освобождает E2f от ингибиции со стороны белков семейства pRb и ве­
дет к активации генов, необходимых для входа в фазу S. Среди них находится 
ген циклина Е, транскрипционная регуляция которого обеспечивает позитив­
ную обратную связь, направленную на инициацию входа в фазу S.

Одним из субстратов комплекса циклин Е—Cdk2 является ингибитор киназ 
p27KiP1, фосфорилирование которого вызывает его убиквитинацию и деграда­
цию в точке входа в фазу S.

Роль pRb в регуляции клеточного цикла после фазы G1
Введение в клетку мутантного и резистентного к фосфорилированию pRb 

препятствует синтезу ДНК после прохождения клеткой рестрикционной точки 
R1. Этот результат предполагает, что pRb может ингибировать прогрессию кле­
точного цикла после фазы G1. Вход в фазу S и ее завершение, которые возника­
ют после экспрессии p l6 Ink4a, активирующего pRb или резистентного к фосфори­
лированию pRb, могут быть преодолены экспрессией циклина Е. Вероятно, цик­
лин Е может быть мишенью сигналов, передаваемых pRb через E2f. 
Внутримолекулярные взаимодействия в молекуле pRb, вызванные его фосфори- 
лированием комплексом циклин D—Cdk4, способствуют не только освобожде­
нию Hdac из комплексов с pRb, но также и рекрутированию комплекса циклин 
Е—Cdk2 к области «кармана» pRb. Это рекрутирование облегчает фосфорили­
рование фосфоакцепторного сайта Ser567, который в нормальных условиях 
спрятан в глубине интерфейса между доменами А и В и недоступен для киназы 
циклин Е—Cdk2. Ser567 создает критические контакты между доменами А и В, 
а его фосфорилирование разрушает взаимодействие между доменами А и В и 
препятствует связыванию pRb с E2f (рис. 4.13).

Значимость остатка Ser567 в регуляции функций pRb иллюстрируется и тем 
фактом, что этот сайт является единственным фосфоакцепторным сайтом моле­
кулы pRb, регулируемым Cdk, природная мутация которого сопровождается 
возникновением рака.

Репликация ДНК Митоз

I I

Рис. 4.13. Роль pRb-содержащих комплексов, ремоделирующих ДНК, в регуляции прогрессии 
клеточного цикла (Harbour J. W., Dean D. С., 2000)
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Какие эффекторные белки могут быть мишенью циклина Е—Cdk2 в нижеле­
жащих сигнальных путях? Одной такой потенциальной мишенью может быть 
Brgl — компонент ремоделирующего хроматин комплекса SWI/SNF.

Установлено, что циклин Е взаимодействует с Brgl и ингибирует вызванную 
им клеточную пролиферацию. Brgl фосфорилируется по ходу клеточного цик­
ла, что ингибирует функции комплекса SWI/SNF (см. рис. 4.13). Таким обра­
зом, циклин Е и pRb могут играть ключевую роль в фазе S путем фосфорилиро­
вания комплекса SWI/SNF.

Комплекс Hdac—pRb—SWI/SNF необходим для ингибиции экспрессии цик­
лина Е и предотвращения входа клетки в фазу S. Фосфорилирование pRb кина­
зой циклин D—Cdk4 ингибирует связывание pRb с Hdac, но не с Brgl. Сущест­
вующий в конце фазы G1 комплекс pRb—SWI/SNF позволяет провести накопле­
ние активности киназы циклин Е—Cdk2, которая необходима для сборки 
пререпликационных комплексов и входа в фазу S. Увеличение уровня и актива­
ция циклина Е ведет к фосфорилированию pRb и/или Brgl, а инактивация ком­
плексов pRb—SWI/SNF позволяет аккумуляцию комплекса циклин A—Cdk2 
(см. рис. 4.13).

Убиквитиновая лигаза АРС*—Cdhl остается активной в фазе S и контроли­
рует низкой уровень циклина В до тех пор, пока комплекс циклин A—Cdk2 
не фосфорилирует субъединицу Cdhl, снижая активность АРС* и разрешая на­
копление циклина В в конце фазы S (рис. 4.14). Образование активного комп­
лекса циклин В—Cdkl необходимо для входа в митоз. Этот процесс контроли­
руется ингибицией гена циклина А комплексом pRb—E2f. Возможно, что регу­
ляция выхода из фазы S в клетках человека с помощью pRb и E2f, соединенных 
в комплексы с ферментами, ремоделирующими хроматин, может опосредовать­
ся прямым контролем экспрессии одного из компонентов комплекса ORC, свя­
зывающего точки инициации репликации.

pRb ■*-----  Фосфатаза Рр1

Рис. 4.14. Роль pRb в регуляции прогрессии клеточного цикла после фазы G1 
(Harbour J. W., Dean D. С., 2000)
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pRb как интегратор позитивных сигналов

pRb функционирует в критических точках клеточного цикла, действуя как 
коллектор различных афферентных сигналов и передавая эти сигналы через 
различные нижележащие пути, такие как E2F и с-АЫ. Сигналы, которые спо­
собствуют пролиферации клеток, опосредуют фосфорилирование pRb. Боль­
шинство таких сигналов передаются митогенами, влияющими на рецепторы 
клеточной поверхности, которые, в свою очередь, активируют цитоплазматиче­
ские сигнальные пути, передающие в ядро сигналы для деления клетки. Напри­
мер, митогены инициируют синтез циклина D1, фосфорилирующего pRb. По­
добно белку Мус, время полураспада циклина D1 составляет 15 мин, поэтому 
его уровень быстро снижается при удалении внеклеточных митогенов. Быстрая 
регуляция активности циклина D1 может осуществляться через сигнальный 
путь МАРК, активируемый митогенами (рис. 4.15). Вероятно, клетка отслежи­
вает уровень циклина D1 в середине фазы G1 и изменяет его в зависимости от 
необходимости стимулировать или тормозить деление.

Митогены также активируют сигнальный путь PI3K, что сопровождается 
снижением активности киназы Gsk3p, которая в нормальных условиях фосфо- 
рилирует циклин D1 и способствует его убиквитинации и деградации. Таким 
образом, митогены активируют в клетке сигнальные пути МАРК и PI3K, кото­
рые кооперируют в ингибиции активности pRb и отмене его тормозящего влия­
ния на прогрессию клеточного цикла (см. рис. 4.15).

Цитоплазма

Деградация 
в протеасомах

Рис. 4.15. Схема регуляции активности циклина D1, опосредованная сигнальными путями 
МАРК и PI3K (стрелками отмечена последовательность передачи сигналов: 

влево — по пути МАРК; вправо — по пути PI3K) (Sherr С. J.. McCormick F. Мс., 2002)
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pRb как интегратор негативных сигналов
Существует множество физиологических сигналов, которые препятствуют 

фосфорилированию pRb и, таким образом, блокируют прохождение клетки че­
рез точку R1 в поздней фазе G1. Такие ингибиторные сигналы действуют не 
прямо на молекулу pRb, а модулируют активность киназ Cdk, которые затем 
фосфорилируют pRb. Негативные сигналы, которые ингибируют фосфорилиро­
вание pRb через Cdk, передаются через сигнальный путь TGFP, циклический 
АМР (сАМР), а также лежат в основе феномена контактной ингибиции деления 
(см. рис. 4.11). В каждом случае негативный сигнал активирует один из ингиби­
торов Cdk, который взаимодействует либо непосредственно с Cdk, либо с комп­
лексом циклин—Cdk, таким образом ингибируя его функцию.

Белки семейства TGFP индуцируют экспрессию Cdkl p l5 Ink4b, который конку­
рирует с циклинами D за связь с Cdk4/6. p l5 Ink4b и p l6 lnk4a ингибируют клеточ­
ную пролиферацию только в клетках с активно функционирующим pRb. Этот 
факт показывает, что единственной физиологически важной мишенью циклина 
D—Cdk4/6 является pRb и что Tgfp, p l5 Ink4b, Cdk4/6 и pRb соединены в один 
сигнальный путь. В некоторых линиях клеток белки Tgfp существенно снижают 
уровень Cdk4, таким образом предотвращая фосфорилирование pRb. Снижение 
уровня Cdk4 может приводить к освобождению значительных количеств Cdkl 
р27юР\ который, в свою очередь, может препятствовать функции других Cdk. 
Механизмы контактной ингибиции пролиферации и действие цАМФ основаны 
на мобилизации белка р27к'Р1. Конечной точкой действия различных механиз­
мов, ингибирующих деление клетки, является молекула pRb, дефосфорилирова- 
ние которой предотвращает прохождение клеткой R1. Радиоактивное облучение 
и другие факторы, повреждающие ДНК, также ингибируют фосфорилирование 
pRb путем активации другого ингибитора Cdkl — белка р21с*Р1. При поврежде­
нии ДНК белок р53 способствует активации pRb. Будучи в нормальных услови­
ях нестабильным белком с продолжительностью жизни около 15 мин, р53 зна­
чительно увеличивает свой уровень после повреждения ДНК. р53 активирует 
экспрессию ингибитора киназ р21с*Р1, который, в свою очередь, снижает актив­
ность Cdk2 и Cdk4/6 с последующим замедлением фосфорилирования pRb 
и остановкой клеточного цикла в рестрикционной точке R1 (см. рис. 4.11).

pRb и регуляция часов клеточного цикла
pRb играет ключевую роль в работе часов клеточного цикла. Его главная за­

дача заключается в передаче сигналов, соединяющих часы клеточного цикла с 
транскрипционной машиной. Таким образом, pRb дает возможность часам цик­
ла регулировать экспрессию множества генов, продукты которых играют роль 
регуляторов или эффекторов прогрессии клеточного цикла. Взаимодействие 
циклинов, Cdkl и pRb наделяет часы клеточного цикла способностью контроли­
ровать собственный ход.

Существуют две гипотезы, которые могут объяснить ход часов клеточного цик­
ла. Первая гипотеза объясняет, каким образом часы цикла действуют в середине 
фазы G1, вызывая активацию циклина D—Cdk4/6 и последующее прохождение 
точки R1 спустя 6—10 ч после начала фазы G1. Эта модель предполагает, что 
Cdkl — р27“Р1 экспрессируется на постоянном уровне в ходе фазы G1 (рис. 4.16). 
В ранней фазе G1 все имеющееся в клетке количество циклина D—Cdk4/6 связы-
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Ранняя_____________ Средняя___________ Поздняя Фаза S
Фаза G1

Рис. 4.16. Схема регуляции часов клеточного цикла, зависимая от pRb 
(Weinberg R. А., 1995)

вается и инактивируется белком р27*Ь1, который в это время присутствует в мо­
лярном избытке и действует как ингибитор активации циклина D—Cdk4/6. Ког­
да увеличение уровня циклина D—Cdk4/6 в циклирующей клетке превосходит 
порог связывания белком р27к‘Р1, избыток комплексов циклин D—Cdk4/6 фос- 
форилируется киназой Сак и активная киназа Cdk4 фосфорилирует pRb, спо­
собствуя прогрессии клеточного цикла.

Вторая гипотеза основана на участии Cdkl — p l6 Ink4a, механизм действия ко­
торого заключается в связывании Cdk4/6 и предотвращении взаимодействия 
этих киназ с циклинами D. Эта гипотеза учитывает факты, что p l6 Ink4a сверх- 
экспрессируется в клетках, трансформированных ДНК-овыми онкогенными ви­
русами, которые инактивируют pRb. В других экспериментах было найдено, что 
pRb негативно регулирует промотер гена p l6 Ink4a. Более того, эскпрессия p l6 Ink4a 
существенно возрастает к концу фазы G1, то есть в то время, когда pRb подвер­
гается инактивации. Взятые вместе, эти наблюдения предполагают существова­
ние негативной обратной связи, которая оперирует следующим образом:

1. В ранней фазе G1 комплексы циклин D—Cdk4/6 фосфорилируют и инак­
тивируют pRb.

2. Будучи инактивированным, pRb освобождает гипотетический транскрип­
ционный фактор, который индуцирует экспрессию р161пк4а.

3. Повышение уровня р161пк4а сопровождается связыванием всей активности 
Cdk4/6 и освобождением циклина D из комплексов с Cdk4/6.

4. Циклин D, более не связанный с Cdk4/6 и, таким образом, не защищен­
ный от действия убиквитиновых лигаз, подвергается фосфорилированию и де­
градации в протеасомах. Уменьшение уровня циклина D означает окончание 
фазы G1 и часового цикла, который оперирует в этой фазе (см. рис. 4.16),
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pRb и опухолевый рост

pRb играет фундаментальную роль в регуляции поведения клеток и является 
мишенью для мутаций, ведущих к опухолевому росту во многих типах клеток. 
Дети с наследственными ретинобластомами имеют 30-кратный риск возникно­
вения опухоли второго глаза, опухолей костей и соединительной ткани в юно­
шеском возрасте, а меланом — во взрослой жизни. Вторичные опухоли появля­
ются в результате спорадических мутаций второй аллели гена RB у пациентов 
с наследственной мутацией его первой аллели. Существуют многочисленные до­
казательства того, что pRb располагается в центре регуляторного пути, наруше­
ние которого играет основную роль в патогенезе многих опухолей у человека 
(рис. 4.17). Не исключено, что этот путь нарушается при всех типах рака чело­
века.

При ретинобластоме, мелкоклеточной карциноме легких, многих саркомах и 
раке мочевого пузыря функция pRb теряется вследствие мутаций в этом гене. 
В подавляющем большинстве карцином шейки матки pRb инактивируется 
вследствие действия онкопротеина Е7 вируса папилломы человека. При раке 
пищевода, молочной железы, чешуйчатых карциномах амплифицируется ген 
циклина D1. Сверхэкспрессия циклина D1 при В-клеточных лимфомах проис­
ходит вследствие хромосомной транслокации, активирующей его транскрип­
цию. Вирус герпеса Саймири является потенциально онкогенным вирусом у не­
которых приматов, благодаря сверхэкспрессии собственного циклина D. Ген 
CDK4 амплифицирован при многих глиобластомах и некоторых глиомах. Гены 
pl5ink4b, pi6'nk4a одновременно могут нести делеции при многих карциномах пи­
щевода, глиобластомах, карциномах легких, мочевого пузыря и поджелудочной 
железы или могут присутствовать в мутантной форме в зародышевых клетках 
больных с семейными меланомами. Таким образом, при большинстве раковых 
заболеваний функция pRb нарушается путем его функциональной инактивации 
при потере активности Cdkl p l6Ink4a, гиперактивации циклина D или Cdk4/6, 
а не вследствие генетических нарушений RB (табл. 4.1).

Е7 HPV Т-антиген SV-40 Е1а аденовируса

p!6Ink4a, 151пЙЬ ----- 1 Циклин D/Cdk4 Опухолевый рост

р 2 1 с ‘Р>, р 2 7 К|р!

Рис. 4.17. Механизмы функциональной инактивации pRb при опухолевом росте 
(Weinberg R. А., 1995)



120 Глава 4. Роль семейства продукта гена ретинобластомы в контроле клеточного цикла.

Таблица 4.1
Статистический анализ различных форм 

функциональной инактивации pRb при опухолевых заболеваниях 
(Weinberg R. А., 1995)

Тип опухоли Потеря pl6Ink4a, % Сверхэкспрессия 
циклина D1 или Cdk4, % Потеря pRb, %

Мелкоклеточная карцинома 
легких

15 5 (циклин D1) 80

Немелкоклеточная карцинома 
легких

58 — 20-30

Рак поджелудочной железы 80 -
Рак молочной железы 30 > 50 (циклин D1) -
Глиобластома 60 40 (Cdk4) -
Острый Т-клеточный лимфо- 
лейкоз

75 — _

Мантийная форма лимфомы - 90 (циклин D1) -

4.3. Апоптоз, функциональная роль и механизмы

Судьба клеток многоклеточного организма является вторичной по отноше­
нию к судьбе всего тела. Развитие отдельных клеток регулируется их делением, 
ростом, выживанием, старением, дифференцировкой и программированной кле­
точной смертью или апоптозом («апоптоз» от греч. — «уходить, покидать»). 
При завершении жизненной программы в клетке активируется специальная 
функция, направленная на ее уничтожение. Апоптоз широко используется в 
процессах развития, например при становлении нервной системы позвоночных. 
Он выполняет функцию формообразования при образовании дистальных ко­
нечностей мыши. В этом случае из лопатообразных лап формируются отдель­
ные фаланги путем апоптоза клеток, заполняющих межфаланговые промежут­
ки. В другом случае, когда головастик превращается в лягушку, он утрачивает 
хвост путем апоптоза клеток, соединяющих хвост и туловище (рис. 4.18, а).

Апоптоз может регулировать число функциональных клеток. Например, 
в развивающейся нервной системе с помощью апоптоза число нервных клеток 
«выравнивается» по числу клеток-мишеней, которые иннервируются ими и вы­
деляют при условии иннервации ростовой фактор, поддерживающий выжива­
ние нервных клеток. Нервные клетки, не находящие себе мишеней, погибают 
(рис. 4.18, б).

В тканях взрослого организма клеточная смерть уравновешивает клеточное 
деление. Нарушение такого баланса обязательно сопровождалось бы изменени­
ем размера ткани или органа. Например, при удалении части печени у взрослых 
крыс клетки печени активируют деление, чтобы компенсировать потерю. Если 
крысе ввести фенобарбитал, который стимулирует деление клеток печени, то 
размеры печени увеличиваются. Следствием увеличения размеров органа явля­
ется активация апоптоза, который продолжается до того момента, пока размеры 
печени не станут исходными.

Существуют два механизма клеточной смерти: некроз и апоптоз. Некроз 
представляет собой неожиданную клеточную смерть, вызванную токсическим
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Нормальные Апоптозные

Удаление хвоста головастика 
путем апоптоза

клетками-мишенями 
Рис. 4.18. Роль апоптоза в регуляции различных функций организма: 

а — удаление хвоста при превращении головастика в лягушку происходит путем апоптоза; б — меха­
низм, контролирующий соответствие количества взаимодействующих клеток с помощью апоптоза

(Alberts В. [et al.], 2004)

или механическим повреждением клетки. Некроз обычно сопровождается вос­
палением, которое повреждает окружающие клетки.

Клетка, подвергающаяся апоптозу, погибает «аккуратно», не вызывая по­
вреждения соседних клеток. Она уменьшается в размерах, ее ядро конденсирует­
ся, цитоскелет и ядерная оболочка распадаются, а ядерная ДНК фрагментируется. 
На клеточной поверхности погибающей клетки экспрессируются фосфотидилсе- 
рины и другие молекулы, которые вызывают ее фагоцитоз еще до того, как со­
держимое клетки выходит за ее пределы. Таким образом, компоненты апоптоз- 
ной клетки подвергаются утилизации, не причиняя вреда микроокружению.

Внутриклеточная машина апоптоза очень похожа у клеток различных жи­
вотных. Она основана на семействе протеаз, в активном сайте которых содер­
жится остаток цистеина (С — Cys) и которые разделяют белки-мишени в сайте, 
содержащем аспарагиновую кислоту (D — Asp). Поэтому такие протеазы назы­
ваются каспазами (caspases). Инициаторы апоптоза — каспазы 2, 8—10 вызыва­
ют ферментативный каскад, а эффекторы апоптоза — каспазы 3, 6, 7 ответст­
венны за протеолитические события, которые ведут к распаду клетки.

В ходе апоптоза разрушается около 100 белков-мишеней. Примерами таких 
белков являются PARP (a poly(ADP-ribose) polymerase), ламины — структурные 
белки ядерной оболочки, белки цитоскелета, такие как гелсолин, фодрин и ак­
тин, протеолиз которых ведет к феномену образования пузырей на плазматиче­
ской мембране (blebbing). Другим ключевым белком-мишенью является инги­
битор каспазы, активирующей ДНКазу (inhibitor of caspase-activated DNAse, 
lead), протеолиз которого высвобождает эндонуклеазную активность Cad и ве­
дет к специфической фрагментации ДНК.

Специфическая для апоптоза фрагментация ДНК может быть определена 
с помощью электрофореза ДНК, который выявляет специфический рисунок 
«лестницы» на геле. Регуляция внутриклеточного апоптоза происходит по типу 
«все или ничего», подобно регуляции клеточного цикла. Протеазный каскад 
является не только разрушительным, но самоамплифицирующимся и необра­
тимым.
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Каспазная активность надежно регулируется внутри клетки, чтобы гаранти­
ровать, что программа смерти находится под контролем до тех пор, пока она не 
нужна. Каким образом прокаспазы активируются для инициации каспазного ка­
скада? Общий принцип заключается в том, что активация вызывается адаптор- 
ными белками, которые соединяют многие копии инициаторных прокаспаз 
в один комплекс. В некоторых случаях инициаторные прокаспазы обладают не­
большой протеазной активностью, и соединение их в одном комплексе вызыва­
ет взаимный протеолиз и активацию. В других случаях агрегация прокаспаз мо­
жет вызывать их конформационные изменения и последующую взаимную акти­
вацию. Активированные инициаторные каспазы на вершине каскада вызывают 
протеолиз нижележащих прокаспаз, образование эффекторных каспаз 3, 6 и 7, 
амплификацию сигналов смерти и распространение их в клетке.

Роль белков семейства Вс1-2 в регуляции апоптоза и выживания клеток
Ключевую роль в механизмах апоптоза и выживания клеток играют белки 

семейства Вс1-2, которое у млекопитающих включает три группы функционально 
различных и взаимодействующих между собой факторов, содержащих в своей 
структуре от 1 до 4 консервативных доменов ВН (Bel homology), впервые обна­
руженных в структуре белка Вс1-2. Белок Вс1-2 и четыре родственные ему моле­
кулы (Bcl-XL, Bcl-W, A l, Mcl-1) облегчают выживание клеток. Напротив, две 
другие группы родственных белков активируют клеточную смерть (рис. 4.19). 
Группа белков, включающих три домена ВН, состоит из Вах, Вак, Вок. Третью 
группу составляют белки, в структуру которых входит только один домен ВН, 
эта группа называется «ВНЗ-only». В нее входят 8 белков, например Bad, Bid, 
Bim, Puma и др. У млекопитающих белки группы ВНЗ-only воспринимают сиг-

ВНЗ-only

Рис. 4.19. Роль белков семейства Bd-2 в регуляции апоптоза (Adams J. М., 2003)
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налы, регулирующие инициацию апоптоза, ингибируют активность семейства 
Вс1-2 и активируют белки семейства Вах, таким образом способствуя апоптозу 
(см. рис. 4.19).

В передаче сигналов апоптоза важное значение имеет расположение белков 
группы Вах в мембране органелл: митохондрий, эндоплазматического ретикулу- 
ма и клеточного ядра. Гидрофобный С-концевой домен большинства белков 
этой группы способствует их прикреплению к мембране, где они могут образо­
вывать олигомеры, например Вах/Вах или Bak/Bak, вызывающие увеличение 
проницаемости мембран и освобождение в цитозоль апоптогенных факторов, 
например цитохрома С. В случае инактивации генов Вах и Вак клетки становят­
ся устойчивыми к большинству стимулов, вызывающих апоптоз, показывая 
критическую роль этих белков в индукции апоптоза.

В эндоплазматическом ретикулуме (ER) в нормальных условиях действуют 
механизмы, контролирующие процессы гликозилирования и последующего 
фолдинга белков. Нарушение пространственной структуры белков в результате, 
например, стресса может активировать апоптоз. В передаче апоптогенных сиг­
налов между митохондриями и ER, а также в активации каспаз важную роль иг­
рают ионы Са2+, механизмы действия которых пока не изучены. Однако извест­
но, что передатчик сигналов Са2+, белок аннексии, необходим для освобождения 
митохондриями цитохрома С. Возможно, что аннексии передает сигналы Са2+, 
вызывающие нарушение мембраны митохондрий, из ER к митохондриям.

Важным внутриклеточным регулятором апоптоза является семейство ингиби­
торов апоптоза (IAP). Белки этого семейства ингибируют апоптоз двумя путями:

1) связыванием инициаторных прокаспаз и торможением их активации;
2) связыванием эффекторных прокаспаз и ингибицией их активности (см. 

рис. 4.19).
Члены семейства IAP были открыты как белки, продуцируемые вирусами 

насекомых, которые предотвращают самоубийство инфицированных клеток до 
репродукции вируса. Когда митохондрии освобождают цитохром С, активирую­
щий медиатор апоптоза Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1), они также 
освобождают белки семейства анти-IAP, активность которых создает условия 
для действия каспаз и активации апоптоза.

Активация апоптоза внеклеточными стимулами
Внешний путь активации апоптоза опосредован «рецепторами смерти» (death 

receptors) клеточной поверхности, содержащими цитоплазматические «домены 
смерти» (death domens, DD), которые входят в семейство фактора некроза опу­
холей (TNF). Это семейство рецепторов включает три различных белка: Cd95 
(Fas/Apol), Tnfrl и Dr3 (АроЗ/W sll) . После связывания с лигандом на поверх­
ности клетки такой тримерный рецептор рекрутирует на своей цитоплазматиче­
ской стороне адапторные белки, например белок Fadd (Fas receptor-associated 
DD), который, в свою очередь, рекрутирует и активирует прокаспазу 8. Актив­
ная каспаза 8 активирует эффекторы апоптоза, такие как каспазы 3 и 7, иници­
ирующие основные его проявления. Внеклеточный и внутриклеточный пути ак­
тивации апоптоза сопряжены друг с другом, например через медиатор внекле­
точного пути — белок Bid, активация которого каспазой 8 сопровождается 
вовлечением внеклеточного пути (рис. 4.20).



124 Глава 4. Роль семейства продукта гена ретинобластомы в контроле клеточного цикла..

Лимфоцит-киллер

Лиганд Fas 

Рецепторы Fas

Белок (Fadd)

Неактив- 
^  А-ная про- 

] каспаза 8

Активная 
прокаспаза 8

Клетка-мишень Активация прокаспазы 8 Каспазныи каскад Апоптозная
клетка

Активная каспаза 8 -► Протеолиз 
белка Bid

Освобождение i 
цитохрома С

Рис. 4.20. Внеклеточный путь активации апоптоза (Недоспасов С. А., Лаврик И. Н., 2004)

Активация апоптоза внутриклеточными стимулами
Внутриклеточный путь активации апоптоза начинается в митохондриях, ко­

торые могут получать сигналы, подобные тем, что получают рецепторы Fas/Tnf 
(рис. 4.21). Начальным событием этого пути является освобождение из мито­
хондрий цитохрома С, которое опосредуется белком Вах (белок наружной мем­
браны митохондрий, формирующий один из мембранных каналов). Белок Вах 
ингибируется членами семейства Вс1-2. При активации мембранного канала ми­
тохондрий увеличивается проницаемость мембраны, что сопровождается осво­
бождением в цитозоль цитохрома С и изменением других митохондриальных 
функций. В цитозоле цитохром С взаимодействует с белком Apaf-1 и множест­
вом молекул прокаспазы 9, способствуя образованию активного комплекса — 
«апоптосомы», который активирует каспазу 9 (см. рис. 4.21). Подобно событи­
ям во внешнем пути активации апоптоза, активация каспазы 9 сопровождается 
индукцией каспазного каскада, в ходе которого активируется эффекторная кас­
паза 3, индуцирующая основные проявления апоптоза.

Существуют специальные механизмы ингибиции апоптоза, которые направ­
лены на выживание клеток. Например, киназа Akt передает сигналы выживания 
с активированных интегриновых рецепторов, которые взаимодействуют с ли­
гандами внеклеточного матрикса, что может быть опосредовано фокальными 
адгезионными киназами. Akt фосфорилирует белок Bad, активирующий апоп­
тоз. Фосфорилированный белок Bad связывается с одним из белков семейства 
14-3-3 и инактивируется, что способствует выживанию клетки. Akt также спо­
собствует клеточному выживанию путем ингибиции перехода прокаспазы 9 
в активированную форму и инактивации транскрипционных факторов семейст­
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р53

Вах I—Bd-2 Bad

I

Рис. 4.21. Внутриклеточный путь активации апоптоза (Adams J. М., 2003)

ва FOX, которые в активном состоянии поддерживают апоптоз, облегчая синтез 
лигандов рецептора Fas (см. цв. вклейку, рис. 4.22). Факторы выживания могут 
ингибировать активность киназы Jnk, которая в нормальных условиях стиму­
лирует экспрессию белка Bim группы белков ВНЗ-only, активирующих апоптоз 
(см. рис. 4.19).

Взаимодействие между pRb и р53 в регуляции апоптоза
Хорошо известна роль pRb как ингибитора апоптоза. У эмбрионов мышей 

с инактивированным геном RB резко активируется апоптоз в периферической и 
центральной нервной ситеме, в клетках крови и печени. Потеря функций pRb мо­
жет вызвать активацию зависимого от р53 пути активации апоптоза (рис. 4.23). 
Такой апоптоз служит внутренней защитой для элиминации клеток с дерегули­
рованным сигнальным путем pRb. Связь между pRb и р53 может опосредовать­
ся белком E2fl, который освобождается при утрате функции pRb. Об этом сви­
детельствует тот факт, что у трансгенных мышей с инактивированным pRb воз­
никают медленно растущие опухоли с высоким уровнем апоптоза, тогда как 
дополнительная инактивация р53 сопровождается появлением быстро растущих 
опухолей, что связано с 85 %-ным снижением уровня апоптоза у таких живот­
ных. Сопутствующая инактивация гена E2F1 у таких мышей ведет к 89 %-му 
снижению уровня апоптоза, зависимого от E2fl. Мыши с эмбриональным нока­
утом RB погибают в середине эмбрионального периода с признаками широко 
распространенного апоптоза, тогда как дополнительная инактивация E2fl ведет 
к значительному снижению уровня апоптоза, а также снижению активности 
сигнального пути р53. E2fl способен индуцировать экспрессию проапоптозного
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Рис. 4.23. Схема взаимодействия между р53 и pRb в регуляции апоптоза и остановки 

клеточного цикла (Lundberg A. S., Weinberg R. А., 2000)

фактора Apafl и вызывать активацию транскрипции генов каспаз 3 и 7. Взаимо­
действие между сигнальными путями pRb и р53 происходит в рестрикционной 
точке R1 фазы G1 и опосредуется Cdkl р21°Р1, а также семейством Cdkl, кото­
рые кодируются локусом 1пк4 (рис. 4.24).

р 1 6 Ink4a р 1 5 Ink4b р181пк4с р 1 9 Ink4d

Дифференцировка Апоптоз Клеточное старение Остановка клеточного цикла

Рис. 4.24. Семейство ингибиторов киназ Ink4 и Cdkl p21clpl связывают сигнальные пути pRb 
и р53 в рестрикционний точке R1 (Sherr С. J., Roberts J. М., 1999)
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4.4. Роль pRb в регуляции функций стволовых клеток 

Роль pRb в регуляции мышечной дифференцировки
Подобно многим клеткам скелетные миобласты не экспрессируют маркеры 

терминальной дифференцировки до выхода из клеточного цикла. Анализ меха­
низмов, которые регулируют мышечную дифференцировку в культуре ткани, 
привел к открытию 4 скелетно-мышечных тканеспецифических регуляторных 
факторов: MyoD, Myf5, миогенина и Mrf4, каждый из которых способен активи­
ровать транскрипцию генов скелетных мышц в случае эктопической экспрессии 
в различных клетках немышечной природы (рис. 4.25). Эти факторы выявляют

Миофибриллы

Активаторы/ “Г*

Клетки- 
предшественники

Специали- 
Гены \  Миотубы зация

^  Миогенин — ...sr»  Mrf4

Ростовые факторы

т
Гены белков, 

формирующих 
миотубы

J Гены белков, 
формирующих 
миофибриллы

Миогенная дифференцировка

Рис. 4.25. Роль тканеспецифических факторов семейства MyoD в мышечной дифференцировке 
(Olson Е. N.. Klein W. Н„ 1994)

80 %-ную аминокислотную идентичность в мотиве bHLH, который опосредует 
димеризацию и связывание ДНК. В области амино- и карбоксильных доменов, 
которые функционируют как транскрипционные активаторы, белки семейства 
bHLH имеют только ограниченное подобие. Миогенные белки bHLH формиру­
ют гетеродимеры с убиквитарными белками того же семейства, известными как 
белки Е. В форме гетеродимеров они
активируют транскрипцию мышеч­
носпецифических генов при помощи 
связывания с последовательностями 
CANNTG (Е-боксы), выполняющи­
ми функцию специфических сайтов 
связывания в промотерах и инхансе- 
рах мышечных генов (рис. 4.26). 
pRb регулирует мышечную диффе­
ренцировку путем остановки кле­
точного цикла, связывания димеров 
bHLH на промотерах и инхансерах 
специфических мышечных генов и 
активации транскрипции таких ге­
нов.

pRb MyoD
CANNTG

Мышечная
дифференцировка

Промотеры мышечных 
тканеспецифических генов: 

MYOD, MLCK, МНС

Остановка клеточного цикла

Рис. 4.26. Роль pRb в регуляции мышечной 
дифференцировки (Wei О., Paterson В. М., 2001)
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Роль pRb в регуляции кроветворной, 
миокардиальной и жировой дифференцировки
В настоящее время хорошо известно, что pRb участвует в регуляции диффе­

ренцировки многих тканевых линий. Возможно, что вызываемая pRb остановка 
клеточного цикла является необходимым условием для последующей терминаль­
ной дифференцировки многих тканей, хотя механизмы этих явлений различны. 
Клетки некоторых линий, например лимфоциты и кардиомиоциты, начинают 
дифференцировку, находясь в клеточном цикле. Однако дифференцировка сер­
дечной мышцы у мышей с отсутствием экспрессии гена RB замедляется, что со­
четается со сниженной экспрессией кардиоспецифических транскрипционных 
факторов Nkx2.5 и Mef2c. Эктопическая экспрессия pRb в эмбриональных ство­
ловых клетках с фенотипом p R b -/-  восстанавливает кардиогенную дифферен­
цировку. Роль pRb в кардиогенезе также связана с его способностью активиро­
вать такие тканеспецифические факторы, как Cmfl и Lekl.

Жировая дифференцировка относится к хорошо изученным процессам и мо­
жет служить модельной системой с использованием мышиных полипотентных 
фибробластов линии ЗТЗ. Процесс жировой дифференцировки включает три 
стадии:

1) остановка клеточного деления;
2) обратимая дифференцировка;
3) терминальная дифференцировка.
Жировая дифференцировка требует участия таких транскрипционных фак­

торов, как Ppar-Y и C/Ebp-а. Клетки мышей с инактивированным геном RB 
не экспрессируют C/Ebp-а  и не индуцируются к жировой дифференцировке.

У эмбрионов мышей с инактивацией гена RB нарушается эритроидная диф­
ференцировка. pRb может также детерминировать в клетках-предшественниках, 
экспрессирующих маркер стволовых клеток CD34, выбор между нейтрофильной 
и моноцитарной судьбой. В частности, pRb взаимодействует с транскрипцион­
ным фактором C/Ebp-а  в активации моноцитарной дифференцировки, супрес- 
сируя при этом гранулоцитарную дифференцировку.

Роль pRb в регуляции самоподдержания стволовых клеток
Предположительно, pRb играет ключевую роль в регуляции самоподдержа­

ния стволовых клеток, активируя ее сопряжение с терминальными функциями. 
В ЭСК белки, кодируемые генами локуса 1пк4, ингибиторы киназ семейств 
Cip/Kip и их посредники — продукты семейства гена ретинобластомы — не иг­
рают большой роли в регуляции клеточного цикла (см. цв. вклейку, рис. 9.11). 
Фаза G1 в эмбриональных стволовых клетках имеет короткую продолжитель­
ность, большинство клеток находятся в фазе S; pRb гиперфосфорилирован, а 
р130 не экспрессируется. Среди циклинов только циклин В проявляет характер­
ную для соматических дифференцирующихся клеток цикличность экспрессии.

Только в случае потери способности к самоподдержанию и активации диф­
ференцировки в ЭСК эспрессия циклинов А и Е становится зависимой от кле­
точного цикла и контролируется активностью комплексов циклины—Cdk и, 
соответственно, белков семейства pRb. Наоборот, инактивация всех генов се­
мейства pRb в мышиных эмбриональных фибробластах вызывает их имморта- 
лизацию, потерю чувствительности к сигналам, вызывающим клеточное старе­
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ние. Таким образом, можно предположить, что самоподдержание в ЭСК сопря­
жено с функциональной инактивацией генов семейства ретинобластомы.

Эти данные поддерживаются результатами исследований по изучению роли 
pRb в индукции клеточного старения. Установлено, что семейство генов PcG 
и его член, Bmil, активно противодействуют клеточному старению путем инги­
биции генов локуса Ink4, активность которых опосредуется через pRb и опухо­
левый супрессор р53. Активация pRb играет ключевую роль в индукции клеточ­
ного старения (см. рис. 6.6). Ген BMI1 был клонирован как онкоген, который 
амплифицирован при некоторых формах лейкозов. Если исходить из представ­
ления, что опухоли возникают из стволовых опухолевых клеток, то нужно счи­
тать факт повышенной активности гена BMI1 и связанной с ним супрессии гена 
RB прямо соответствующим результатам, показывающим, что в нормальных 
и опухолевых СК снижена активность pRb и членов его семейства.

Данные о клеточном цикле и его регуляторах в соматических СК в совре­
менной литературе очень отрывочны. На основании имеющихся данных, полу­
ченных на ЭСК, можно предполагать, что pRb является потенциальным нега­
тивным регулятором самоподдержания для всех типов СК. pRb способствует ин­
гибиции клеточного цикла, активирует дифференцировку и клеточное старение 
и, таким образом, способствует сопряжению клеточного деления и убиквитар- 
ных клеточных функций, т. е. потенциально может способствовать потере само­
поддержания СК. Ингибиция апоптоза, активируемая pRb, является зависимой 
от белков р53 и р21с'Р1, которые не играют роли в регуляции клеточного цикла в 
ЭСК, и поэтому маловероятно, что противоапоптозная активность pRb может 
способствовать активации функции самоподдержания стволовых клеток.

4.5. Получение антител к нефосфорилированным 
и фосфорилированным сайтам pRb

Для получения рекомбинантных фрагментов молекулы pRb можно использо­
вать систему GST (глютатион трансфераза), основанную на экспрессии исследуе­
мого полипептида в составе рекомбинантного белка с Gst и его последующей аф­
финной очистке с помощью глютатион-сефарозы (рис. 4.27). К достоинствам 
этой системы следует отнести наличие в экспрессионном векторе промотера 
РТАС, который индуцируется при добавлении в культуральную среду углевода 
изопропилтиогалактозида (Иптг). Под контролем промотера РТАС находится 
ген глютатион трансферазы, за которым следует последовательность для клони­
рования, содержащая сайты для часто используемых рестриктаз, например Есо- 
RI, BamHI и Hindlll, что позволяет клонировать требуемый фрагмент гена в лю­
бой рамке считывания. Иногда экспрессируемый белок является токсичным для 
клеток, что отрицательно сказывается на их способности к росту. Чтобы избе­
жать подобных осложнений, вектор pGEX содержит ген LACIi, кодирующий ре- 
прессор, который подавляет экспрессию белка в отсутствие индуктора вне зави­
симости от штамма используемых клеток. Кроме того, система GST позволяет 
элюировать белок в сравнительно мягких условиях (используется 5 мМ глюта­
тион), не прибегая к значительному увеличению ионной силы и крайним значе­
ниям pH. Глютатион можно удалить из очищенных белковых препаратов диа­
лизом или очисткой на сефадексе G-50. За геном GST следует сайт фактора Ха

5 Зах. 172
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Рис. 4.27. Схема получения рекомбинантного белка в бактериальной системе для индукции 
иммунного ответа (Smith В., Johnson К. S., 1988)

или другого фермента, обработка которым химерного белка позволяет разде­
лить его на Gst и клонирумый полипептид.

Система, основанная на использовании фермента глютатион трансферазы, 
была описана в 1988 г. Фермент Gts с молекулярной массой 26 кДа, выделен­
ный из тканей червей Schistosoma janonica (Sj26), экспрессировали в Е. coli в фун­
кционально активной форме. Многие изоформы Gst млекопитающих могут 
быть очищены с помощью аффинной хроматографии на иммобилизованном 
глютатионе с последующей конкурентной элюцией избытком восстановленного 
глютатиона. Нативный Sj26, а также Sj26, который экспрессируется в Е. coli, 
в равной степени обладают способностью обратимо адсорбироваться на колон­
ке с глютатионом.

Для получения экспрессионных векторов, содержащих требуемые фрагмен­
ты гена RB, нужные последовательности ДНК амплифицируют с помощью по­
лимеразной цепной реакции. Праймеры для амплификации должны содержать 
рестрикционные сайты тех рестриктаз, которые предполагается использовать 
для получения рекомбинантной ДНК, например сайты для рестриктаз BamHI 
(5'-праймер) и EcoRI (З'-праймер). Такой прием позволяет получить правиль­
ную ориентацию интересующих фрагментов по отношению к вектору при лиги- 
ровании. В праймерах с каждой стороны от рестрикционного сайта должны со­
держаться фланкирующие последовательности из 4 (для BamHI) и 5 нуклеоти­
дов (для EcoRI), поскольку для полноценного действия разным рестриктазам 
необходимы участки ДНК различной протяженности, ограничивающие сайт 
распознавания с каждой стороны.

Праймеры подбираются так, чтобы фрагменты гена RB после лигирования 
считывались в одной рамке с Gst. Таким образом, использование праймеров с 
указанными характеристиками оптимизирует условия для последующего лиги­
рования. Для синтеза белка с использованием полученных плазмид применяют 
клетки Е. coli штамма В121, в которых не экспрессируются некоторые протеазы.
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j Известно, что при значительных уровнях экспрессии рекомбинантных белков 
в Е. coli мож ет происходить появление в цитоплазме гранул (телец вклю чения),

I которые можно отделить от экстракта клеток центрифугированием. В некото­
рых случаях тельца вклю чения не формируются и образуется полностью рас- 

| творимый рекомбинантный белок, который может быть очищен аффинной хро­
матографией на глю татион-сефарозе. Степень очистки полученного препарата 
определяется путем денатурирующего электрофореза в полиакриламидном геле.

Для идентификации pRb с помощью полученных антител можно использо­
вать клеточные линии, продуцирующие нормальный или мутантный белок.

| С этой целью  клетки метаболически метят [35S]-метионином и иммунопреципи-

I тируют антителами к pRb. И дентификация в контроле белка с молекулярной 
массой 105—116 кДа, который отсутствует в клетках, не экспрессирующих pRb, 
является хорош им тестом на специфичность полученных антител. Для тестиро­
вания ф осфорилирования этого белка клетки метаболически метятся [32Р ]-ф ос­
форной кислотой. Если антитела иммунопреципитируют белок, который дви­
жется при электрофорезе как одиночная полоса с ММ, идентичной той, с кото­
рой двигался pRb, помеченный [35S]-метионином, то эти данные подтверждают 

I специфичность полученных антител.

[ Антитела к специфическим сайтам фосфорилирования pRb впервые были 
получены путем химического синтеза фосфопептидов в качестве антигенов. Для 
синтеза пептидов со стабильно фосфорилированным серином или треонином 
остаток Cys соединяется с N -концом пептида с тем, чтобы оставить возм ож ­

ность для последующей конъю гации с белком-носителем, например с Klh, с це­
лью более эффективной иммунизации (рис. 4.28). Поскольку эпитопы антител 
могут состоять из трех-четырех АА, рекомендуется не помещать более трех АА 
в С-концевом участке ф осфосерина/треонина. Если эта часть антигена содержит 
более трех АА, образующиеся антитела могут распознавать нефосфорилирован- 
ный эпитоп. П ринято включать пять АА остатков на N -концевом участке анти­
гена между фосфорилированным остатком и Cys.

Если пептид получается слишком гидрофобным, это делает его нераствори­
мым. Ч тобы  избеж ать получение гидрофобного пептида, два-три гидрофобных 
АА остатка на стороне цистеина (Cys) заменяю т остатками аргинина (Arg). Для 
целей химического синтеза следует избегать расположения остатков Met или 
Cys внутри молекулы. В случае, если невозможно избежать вклю чения несоот­
ветствующих оригиналу аминокислотных остатков в N -концевой части молеку-

Рис. 4.28. Схема приготовления антигена для получения антител против фосфорилированных 
сайтов белков (Taya Y. [et al.], 2003)
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лы , реком ендуется и зм ен и ть  дли н у  N -концевой  части  на С -концевую  и к о н ъ ю ­
гировать  Klh с С -концевы м  участком . 

Д ля  синтеза ф осф опептида сущ ествует две основны е стратегии: 
1) м етод предварительного  ф осф ори ли рован и я, в к отором  защ ищ ен н ы е фос- 

ф орилированны е производны е ам инокислот использую тся в качестве строитель­
ны х блоков  для  синтеза пептида;

2) м етод последую щ его ф осф орилирования, в котором  незащ ищ енны е гидро­
ксильны е группы ф осф орилирую тся на полностью  собранной пептидной  цепи.
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ГЛАВА 5 РОЛЬ ТРАНСКРИПЦИОННОЙ РЕГУЛЯЦИИ 
В РАБОТЕ МАШИНЫ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА

5.1. Структура и функции хроматина

Молекулы ДНК упакованы в хроматин 
и суперконденсированы в хромосомы

У всех эукариот ДНК упакована в ядре в хроматин, которым называют ком­
плексы ядерной ДНК со специфически взаимодействующими с ней белками. 
Функции хроматина включают не только оптимальную упаковку геномной 
ДНК, длина которой у человека составляет примерно 1 м в клетке диаметром 
5—10 мкм. На уровне хроматина происходит дополнительная регуляция всех 
функциональных состояний ДНК: репликации, репарации и экспрессии генов.

Хроматин подразделяют на гетеро- и эухроматин. Гетерохроматин был внача­
ле определен цитогенетически как часть генома, которая остается конденсирован­
ной после перехода от метафазы к интерфазе. По расположению гетерохроматин 
соответствует теломерам, центромерам и хромосомным зонам, которые находят­
ся в местах прикрепления к перинуклеарному отделу. Области гетерохроматина 
обогащены повторяющимися последовательностями. В них относительно мало 
генов, отмечается низкая транскрипционная активность, поздно начинается реп­
ликация. Напротив, эухроматин представляет собой часть генома, которая декон- 
денсирована в интерфазе, содержит большую часть генов, является транскрипци- 
онно активной и реплицируется раньше, чем гетерохроматин. Организация хро­
матина может изменяться локально в геноме в ответ на клеточные стимулы и 
дифференцировочные программы. Эукариоты выработали способы суперконден­
сации ДНК путем ее упаковки в хромосомы. Например, хромосома 22 человека 
содержит около 48 млн нуклеотидных пар. Вытянутая из конца в конец ее ДНК 
должна протянуться на 1,5 см. Однако, в митозе эта хромосома имеет протяжен­
ность 2 мкм, показывая сжатие в 10 ООО раз. Такая укладка хромосомы осуществ­
ляется белками, которые скручивают и укладывают ДНК в новые формы. Интер­
фазная ДНК сжата не так сильно, примерно в 1000 раз. Структура хромосомы ди­
намична, в клеточном цикле конденсируется не только хромосома в целом, но и 
отдельные ее части, изменяя доступ к специфическим последовательностям ДНК 
для регуляции генной экспрессии, репарации и репликации. Поэтому упаковка 
хромосом должна осуществляться таким образом, чтобы разрешать регулятор­
ным белкам быстрый, но локальный доступ к ДНК.

Нуклеосомы являются основными единицами 
структуры хроматина у эукариот

Белки, связывающие ДНК в эукариотических хромосомах, традиционно де­
лятся на два больших класса: гистоны (Н) и негистоновые белки. Гистоны при­
сутствуют в громадном количестве в каждой клетке — около 60 млн молекул
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каждого типа на одну клетку человека, так что общая масса гистонов в клетке 
примерно равна массе ДНК.

Основной структурной единицей хроматина является нуклеосома, которая 
состоит из 147 пар оснований ДНК и делает 1,7 оборота в левом вращении во­
круг белковой сердцевины — гистонового октамера. Гистоновый октамер состо­
ит из 8 молекул 4 гистоновых белков — по 2 молекулы каждого из гистонов: 
Н2А, Н2В, НЗ, и Н4. В сборке нуклеосомы гистоновые укладки сначала связы­
вают одна другую, чтобы сформировать Н З—Н4 и Н2А—Н2В димеры и тетра­
меры, а затем Н З—Н4 тетрамер формирует октамер с Н2А—Н2В тетрамером, 
вокруг которого закручивается ДНК (см. цв. вклейку, рис. 5.1, а). Не все окта­
меры содержат основные гистоны Н2А, Н2В, НЗ и Н4. В некоторых частях хро­
мосомы они замещены вариантными гистонами, которые отличаются от основ­
ных гистонов модификациями, необходимыми для локальной функции хрома­
тина. Вариантным гистоном НЗ является гистон СепНЗ, который находится 
в нуклеосомах центромеров, прикрепляющих хромосомы к митотическому 
веретену. Вариантные гистоны H2A.Z и НЗ.З найдены в активно транскрибируе­
мом хроматине, а вариантный гистон Н2А.Х находится в областях поврежде­
ния ДНК.

Каждая нуклеосомная частица отделена от другой частицы линкерной ДНК, 
которая может отличаться в длине от нескольких до 80 нуклеотидных пар. 
В среднем нуклеосома повторяется с интервалом примерно 200 нуклеотидных 
пар. Например, диплоидная клетка человека содержит 6,4 • 109 пар нуклеотидов, 
упакованных в 3 • 107 нуклеосом. Образование нуклеосом переводит ДНК в хро- 
матиновую нитку около х/ г первоначальной длины, которая формирует структу­
ру, называемую «бусы на нитке», и представляет собой первый уровень упаков­
ки ДНК. Хроматин в клетке организован в более сложную структуру, которая 
под электронным микроскопом видна в форме фибрилл с диаметром около 
30 нм (см. цв. вклейку, рис. 5.1, б).

Формирование 30-нанометровой нитки ДНК зависит от взаимодействия 
между соседними нуклеосомами, между гистонами, между гистонами и негисто- 
новыми белками. Линкерный гистон Н1 связывается с ДНК в месте ее отделе­
ния от гистонового октамера и стабилизирует 30-нанометровую структуру хро­
матина путем нейтрализации негативного заряда на ДНК, а также путем взаи­
модействия с гистоновым октамером и негистоновыми белками (см. цв. 
вклейку, рис. 5.2, б).

Все 4 основных гистона — сравнительно маленькие белки, состоящие из 
102—105 аминокислотных остатков. Гистоны включают структурный мотив, и з­
вестный как гистоновая укладка, образованный тремя а-спиралями и двумя 
петлями. В дополнение к гистоновой укладке, каждый из основных гистонов 
имеет длинный N -концевой участок — «хвост», который протягивается вне 
ДНК-овой гистоновой сердцевины и подвергается нескольким видам ковалент­
ной модификации (см. цв. вклейку, рис. 5.2, а). Гистоны — одни из самых кон­
сервативных эукариотических белков. Например, аминокислотная последователь­
ность гистона Н4 горошины и коровы отличается только двумя из 102 амино­
кислотных остатков. Это предполагает, что почти все аминокислоты гистонов 
функциональны и изменение любого из них повреждает структуру и функции 
хроматина.
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Механизмы изменения временной и пространственной организации 
хроматина. Роль ковалентной модификации гистонов
Клетка выработала несколько механизмов быстрого изменения организации 

хроматина, необходимых как для прохождения митотического и мейотического 
деления, так и для быстрого ответа на внутренние и внешние стимулы. К таким 
механизмам относятся:

1) посттрансляционные ковалентные модификации гистонов в пределах 
нуклеосом, которые затрудняют или облегчают взаимодействие регуляторных 
белков с хроматином;

2) использование АТФ-зависимых ремоделирующих комплексов, которые 
нарушают контакты между нуклеосомами, таким образом, способствуя упроще­
нию структуры хроматина;

3) канонические гистоны в нуклеосомах могут быть замещены другими гис- 
тонами;

4) метилирование в 5' положении остатков цитозина, представленных в ди­
нуклеотиде CpG, с помощью метилтрансфераз ДНК (Dnmt) облегчает долго­
срочный сайленсинг генов и обеспечивает стабильность генома.

Сайленсинг генов достигается путем распознавания метилцитозинов специ­
фическими белками, связывающими метилированные остатки ДНК, которые 
рекрутируют транскрипционные репрессорные комплексы, модифицирующие 
гистоны.

Определение эпигенетигеский относится к информации, содержащейся не в 
последовательностях ДНК, а в хроматине, и передающей по наследству специ­
фический рисунок экспрессии генов. Механизмы эпигенетической регуляции 
часто оперируют координированно в конкретном локусе и представляют собой 
сложную эпигенетическую сеть, которая контролирует экспрессионные про­
граммы генов у высших эукариот. Изменения эпигенетического баланса ведут к 
изменениям экспрессии генов и могут сопровождаться злокачественной транс­
формацией клетки.

N-концевая последовательность («хвост») каждого из четырех гистонов 
консервативна и выполняет критические функции в регуляции структуры хро­
матина. «Хвост» каждого гистона может подвергаться многим типам ковалент­
ных модификаций, основными из которых являются ацетилирование и метили­
рование лизинов, метилирование аргининов, фосфорилирование серинов и тре- 
онинов и убиквитинирование лизинов (табл. 5.1).

Таблица 5.1
Некоторые типы модификаций гистонов 

и их функциональная значимость (Kouzarides Т., 2007)

Тип модификации хроматина Модифицированный 
аминокислотный остаток Регулируемая функция

Ацетилирование (ас) лизинов (К)

Метилирование (те) лизинов (К) 
Метилирование аргининов (R) 
Фосфорилирование (ph) сери­
нов (S) и треонинов (Т) 
Убиквитинирование (ub) лизи­
нов (К)

К-ас

K-mel, K-me2, K-me3 
R-mel, R-me2a, R-me2s 
S-ph, T-ph

K-ub

Транскрипция, репарация, 
репликация, конденсация 
Транскрипция,репарация 
Транскрипция 
Транскрипция,репарация, 
конденсация
Транскрипция, репарация
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Большинство модификаций гистоновых «хвостов» являются динамичными, 
т. е. вызываются и отменяются специфическими ферментами, многие из кото­
рых уже идентифицированы (табл 5.2).

Таблица 5.2
Ферменты, модифицирующие гистоны, и модифицируемые 

ими аминокислотные остатки (Kouzarides Т., 2007)

Название
фермента

Модифицируемый
остаток

Название
фермента

Модифицируемый
остаток

Ацетилтрансферазы Аргининовые метилтрансферазы
Hatl H4 (K5, К12) Carml НЗ (R2, R17, R26)
СЬр/рЗОО НЗ (К14, К18) Н4 (К5, К8) Prmt4 H4R3

Н2А (К5) Н2В (К12, К15) Prmt5 H3R8, H4R3
Pcaf/Gcn5 НЗ (К9, К14, К18)

j Tip60 НЗ (К14) Н4 (К5, К8, К12, К16) Серин/треониновые киназы
Лизиновые метилтрансферазы Haspin НЗТЗ

Suv39hl/h2 НЗК9 M skl/2 H3S28
M ill—5 НЗК4 Ckll H4S1

I Setla/b НЗК4 Mstl H2BS14

Nsdl H3K36 Убиквитиназы
Ezh2 НЗК27 Bmi/Ringla Н2АК119
Suv420hl/h2 Н4К20 Rnf20/Rnf40 Н2ВК120

Например, ацетильные группы лизинов удаляются гистоновыми деацетила- 
зами, а метальные — деметилазами. Исключением является метилирование ар­
гининов, деметилирующая активность для которых не была найдена.

Модификации гистонов оказывают влияние на стабильность 30-нанометро- 
вой хроматиновой нити и более высокоорганизованных структур хроматина. 
Например, ацетилирование гистонов ведет к дестабилизации хроматиновой 
структуры, так как добавление ацетильной группы удаляет положительный за­
ряд с лизина, что создает необходимость нейтрализовать отрицательный заряд 
ДНК при упаковке хроматина. Однако, наиболее глубокий эффект модифициро­
ванных гистонов заключается в их способности привлекать специфические бел­
ки к модифицированному участку хроматина. В зависимости от характера мо­
дификации эти изменения могут способствовать дальнейшему уплотнению хро­
матина или, наоборот, облегчению доступа к ДНК. В настоящее время найдено 
более 60 аминокислотных остатков гистонов, которые могут быть модифициро­
ваны. Было предположено, что благодаря ковалентной модификации гистонов 
измененный участок хроматина может передавать особый сигнал в клетку. На­
пример, один тип маркирования может сигнализировать, что участок хроматина 
был только что реплицирован. Другое маркирование может показывать, что эк­
спрессия генов не нужна в данное время. Согласно этой идее, гистоны с различ­
ным маркированием взаимодействуют с белками, которые осуществляют раз­
ные функции. Поскольку гистоновые «хвосты» расположены снаружи от гисто- 
новой нити, они доступны даже в том случае, когда хроматин конденсирован, и 
обеспечивают удобный формат для передачи сигналов, направленных на регу­
ляцию активности генов.
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Как и комплексы, ремоделирующие хроматин, ферменты, которые модифи­
цируют гистоны, представляют собой многокомпонентные белковые структуры. 
Белки, физически взаимодействующие с гистонами, распознают модифициро­
ванные участки через специфические домены. Например, метилированные 
остатки распознаются хромодоменами, ацетилированные — бромодоменами, 
а фосфорилированные — доменами белков семейства 14-3-3 (см. цв. вклейку, 
рис. 5.3). Недавно были идентифицированы белки, которые специфически взаи­
модействуют с модифицированными участками хроматина. Например, белок 
Bptf, компонент комплекса NURF, ремоделирующего хроматин, распознает 
трижды метилированный лизин 4 гистона НЗ (НЗК4теЗ), а трижды метилиро­
ванный лизин 27 гистона НЗ (НЗК27шеЗ) распознается членом семейства Poly­
comb — белком Рс2. Белки семейства НР-1 связывают метилированный лизин 9 
гистона НЗ (НЗК9те).

Множество модификаций гистонов предполагает возможность взаимодейст­
вий между модифицированными остатками, которые осуществляются несколь­
кими различными способами. Например, один и тот же остаток лизина может 
подвергаться различным модификациям, которые взаимно исключают друг дру­
га. Связывание белком определенного аминокислотного остатка может препят­
ствовать модификации в соседнем сайте связывания. Например, фосфорилиро­
вание H3S10 препятствует взаимодействию Нр-1 с метилированным НЗК9. Кро­
ме того, каталитическая активность фермента может зависеть от модификации 
сайта распознавания в субстрате. Например, изомеризация пролина H3P38 
влияет на метилирование лизина H3K36 метилтрансферазой Set2. Наконец, 
фермент может распознавать субстрат более эффективно в контексте другой мо­
дификации. Например, ацетилтрансфераза Gcn5 распознает НЗ более эффектив­
но в случае его фосфорилирования по H3S10.

Взаимодействие между модифицированными основаниями может происхо­
дить и в том случае, если они расположены на разных гистонах. Например, 
убиквитинация Н2В необходима для метилирования НЗК4теЗ.

АТФ-регулируемое ремоделирование хроматина
Эукариотические клетки содержат комплексы, ремоделирующие хроматин, 

которые представляют собой белковые машины, использующие энергию зави­
симого от АТФ гидролиза для временного изменения структуры нуклеосом, 
чтобы ДНК стала менее связанной с гистоновой основой (см. цв. вклейку, 
рис. 5.4). Ремоделирование может быть следствием изменения положения гис­
тонового димера Н2А—Н2В в нуклеосоме, тогда как димер НЗ—Н4 не изменяет 
своего положения. Ремоделирование нуклеосом имеет два важных последствия:

1) ремоделирование обеспечивает доступ к ДНК тем белкам, которые вовле­
чены в регуляцию транскрипции, репликации и репарации ДНК;

2) ремоделирующие комплексы могут катализировать изменения в положе­
нии нуклеосом вдоль ДНК или даже переносить гистоновые частицы с одной 
молекулы ДНК на другую.

Клетки содержат несколько комплексов, ремоделирующих хроматин, отли­
чающихся друг от друга по своим свойствам. Большинство комплексов состоят 
из 10 и более белков. Вероятно, они используются всегда, когда эукариотиче­
ская клетка нуждается в прямом доступе к нуклеосомной ДНК для экспрессии 
генов репликации и репарации ДНК. Различные комплексы могут иметь черты,
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Сборка преинициаторного комплекса на промотере

/-" Дополнительные активирующие белки, 
реаранжировка белков 

г в преинициаторном комплексе

Инициация транскрипции

Рис. 5.5. П о р я д о к  с о б ы т и й , в е д у щ и й  к  и н и ц и а ц и и  т р а н с к р и п ц и и  с  р е г у л я т о р н о й  ч а с т и  ген а
(A lb e r ts  В. [e t  a l.], 2 0 0 4 )

отличающие один комплекс от другого: одни разрешают доступ к нуклеосомной 
ДНК, другие реформируют нуклеосомы в том случае, если доступ больше не ну­
жен. Последовательность действия ремоделирующих хроматин комплексов и 
модифицирующих гистоны ферментов контролируется клеткой, которая влияет 
на структуру хроматина путем передвижения регуляторных белков к специфи­
ческим областям ДНК (рис. 5.5). Во время митоза, по крайней мере, некоторые 
из комплексов инактивируются путем фосфорилирования их белковых компо­
нентов. Это помогает плотно упаковать митотические хромосомы.

Циклы модификаций гистоновых «хвостов» позволяют хроматиновой 
структуре быть динамичной, локально конденсируя и деконденсируя ее, и та­
ким образом привлекать дополнительные белки для каждой модификации. Воз­
можно, ферменты, модифицирующие гистоны, и ремоделирующие хроматин 
комплексы работают согласованно, чтобы конденсировать и деконденсировать 
одни и те же участки хроматина, а функциональная активность тех и других 
инициируется транскрипционными факторами, взаимодействующими со специ­
фическими мотивами в регуляторной области гена (см. цв. вклейку, рис. 5.4). 
Некоторые хроматиновые ремоделирующие комплексы содержат в качестве 
субъединиц ферменты, модифицирующие хроматин, что дает возможность пря­
мо объединить эти два процесса.

Поскольку транскрипционные факторы вызывают активацию генов различ­
ными путями, возникает вопрос, существует ли определенная последователь­
ность активации генов различными факторами? Например, предшествует ли ре-
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моделирование хроматина модификации гистонов или наоборот? Когда рекру­
тирование голофермента появляется относительно модификации хроматина? 
Имеющиеся данные позволяют предположить, что для разных генов эти собы­
тия могут иметь различную последовательность (см. рис. 5.5).

Функциональные последствия модификации гистонов. 
Гипотеза гистонового кода
Функционально все модификации гистонов могут быть подразделены на

2 группы: глобальные изменения хроматина, т. е. формирование гетеро- и эу- 
хроматина, и изменения, связанные с регуляцией активности ДНК, включая 
репликацию, транскрипцию, репарацию и конденсацию нуклеосом.

У млекопитающих границы между различными типами хроматина формиру­
ются с помощью пограничных элементов, рекрутирующих ферменты, которые 
модифицируют хроматин. Опыты на пивных дрожжах показали, что границы 
гетерохроматина поддерживаются с помощью присутствия метилированных ли­
зинов НЗК4 и НЗК9 в соседних областях эухроматина. Таким образом, ключе­
вая функция гистонов в глобальной модификации хроматина заключается в 
консервации взаимного расположения метилированных лизинов НЗК4 и НЗК9. 
Транскрипционно неактивный хроматин связан с низким уровнем ацетилирова- 
ния и высоким уровнем определенных метилированных сайтов (НЗК9, НЗК27, 
Н4К20). Рекрутирование белка Рс2 к НЗК27теЗ, вероятно, важно для поддер­
жания в неактивном состоянии X хромосомы, тогда как рекрутирование Нр-1 
к НЗК9те необходимо для поддержания стабильности перицентрического гете­
рохроматина (см. цв. вклейку, рис. 5.3).

Модификации гистонов могут создавать или стабилизировать сайты связы­
вания для регуляторных белков, например для транскрипционных факторов 
или белков, вовлеченных в модификацию хроматина или репарацию ДНК. Ги­
потеза гистонового кода основана на предположении, что каждая модификация 
гистона передает специфический смысл участку хроматина. Ацетилирование по 
лизинам 9 ,14 ,18 , 23 в гистоне НЗ и по лизинам 5, 8 ,12 ,16  в гистоне Н4 корре­
лирует с активной транскрипцией (рис. 5.6). Метилирование лизинов 9 и 27 ги­
стона НЗ и лизина 20 гистона Н4 является показателем транскрипционно неак­
тивного хроматина, тогда как триметилирование или ацетилирование лизинов
4, 36, и 79 гистона НЗ коррелирует с транскрипционно активным хроматином. 
Каждый лизин может быть метилирован одним, двумя или тремя метальными 
остатками. Комплекс гистоновой метилтрансферазы (Hmt) содержит белки Setl, 
относящиеся к семейству Trithorax. Белки Setl опосредуют триметилирование 
лизина 4 гистона НЗ (НЗК4теЗ), именно ту модификацию хроматина, которая 
найдена в высокоактивных генах и связана с открытыми хроматиновыми струк­
турами in vivo. Остатки аргинина во 2, 17 и 26-м положении в гистоне НЗ и в 
3-м положении в гистоне Н4 могут быть также метилированы, что часто сочета­
ется с активацией генов определенных ядерных рецепторов. Примером связи 
между этими модификациями гистонов и сигнальными путями клеток является 
фосфорилирование гистона НЗ по серину 10. Этот остаток может быть фосфо- 
рилирован киназой Rsk-2 в ответ на сигналы EGF или киназой 1кЬ в ответ на 
цитокины. Фосфорилирование серина 10 гистона НЗ облегчает ацетилирование 
лизина 14 (рис. 5.6).
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Рис. 5.6. Ковалентные модификации N-концевых последовательностей гистонов 
(гистоновых «хвостов») (Santos-Rosa Н., Caldas С., 2005)

В настоящее время идентифицировано множество ги стоновых ацетилтранс- 
фераз (Hat) и ги стоновых деацетилаз (Hdac), которые, в противоположность 
Hat, затрудняют доступ транскрипционных факторов к ДНК. Некоторые транс­
крипционные факторы и коактиваторы проявляют активность Hat, и наоборот, 
многие корепрессоры имеют активность Hdac. Транскрипционные факторы се­
мейства E2F взаимодействуют с различными Hat, включая p300/Cbp, P/Caf и 
Tip60. Подобно другим транскрипционным факторам, белки семейства E2F мо­
гут быть ацетилированы ферментами рЗОО/СЬр и P/Caf, которые усиливают их 
ДНК-связывающую и транскрипционную активность.

Известны несколько функционально специфических значений комбинаций 
ацетилированных гистонов. Например, гистон НЗ, ацетилированный по Lysl4, и 
гистон Н4, ацетилированный по Lys8 и 16, узнаются белками Hat, что необхо­
димо для активации экспрессии генов (рис. 5.7). Ацетилирование лизинов 5 и 
12 гистона Н4 и одного лизина гистона НЗ немедленно после синтеза гистонов 
происходит в цитоплазме до того, как они формируют нуклеосому и катализи­
руются Hat. Эти модифицированные гистоны взаимодействуют с ДНК после ее 
репликации, и их ацетильные группы удаляются вскоре после этого Hdac. Аце­
тилирование НЗК14 и Н4К8 сигнализирует о вновь синтезированном хромати­
не. Модификации определенных позиций в гистоновом «хвосте» могут иметь 
различный смысл в зависимости от других характеристик локальной структуры 
хроматина. Например, фосфорилирование НЗ по серину 10 связано не только 
с конденсированием хромосом в митозе и мейозе, но и с экспрессией определен-



142 Глава 5. Роль транскрипционной регуляции в работе машины клеточного цикла

Немодифициро ванный 
хроматин Сайленсинг генов

Ацетилирование Экспрессия генов

Ацетилирование Перемещение новых 
гистонов в хроматин

Метилирование Сайленсинг, образование 
гетерохроматина

Метилирование Экспрессия генов

Триметилирование Экспрессия генов

Фосфорилирование Конденсация хроматина 
в митозе, мейозе

Фосфорилирование/
ацетилирование Экспрессия генов

■ К К К К к
tj- ни .»,,---- »-.......«---- д. ----:— 1-.... :
ЕС 5 В 12 16 20

О

........  < # "

Гистоновые «хвосты»

Рис. 5.7. Гипотеза гистонового кода (Santos-Rosa Н., Caldas С., 2005)
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ных генов. Н екоторые модификации зависят друг от друга. Н апример, м етили­
рование гистона НЗ по лизину 9 препятствует фосфорилированию  НЗ по серину 
10, и наоборот (см. рис. 5.7).

Особенности организации хроматина в эмбриональных стволовых клетках

У эмбрионов многоклеточных организмов обнаружена популяция клеток, 
которы е стабильно демонстрируют специфическую транскрипционную  про­
грамму и передают ее своим потомкам в процессе деления. М еханизм сохране­
ния рисунка экспрессии генов при его передаче от материнской к дочерней 
клетке не совсем понятен, однако установлена необходимость генов семейств 
T rithorax и Polycomb для их эпигенетического наследования. Гены семейства 
Polycomb играю т ключевую роль и в поддержании идентичности ЭСК. Найдено, 
что в ЭСК промотеры примерно половины генов, кодирующих транскрипцион­
ные ф акторы поздних стадий дифференцировки, физически взаимодействую т 
с белками семейства Polycomb — P h c l, Rnf2, S uzl2 , Eed. Л окализация связы ва­
ния этих белков часто совпадает с сайтами, в которы х найдены маркерные 
транскрипционные факторы ЭСК: O ct3 /4 , Sox2 или N anog. П ричем сайты свя­
зы вания транскрипционного активатора O ct3 /4  и транскрипционного репрессо- 
ра Рс часто перекрываются. Ключ к пониманию  этих результатов, возможно, 
содерж ится в необычной конфигурации хроматина в ЭСК. Н апример, транс- 
крипционно неактивные гены в ЭСК мечены функционально противополож ны-
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ми модификациями хроматина: высоким уровнем метилирования НЗК27 
(репрессивная метка) одновременно с ацетилированием НЗК4, которая ассоци­
ируется с активной экспрессией генов. Функциональная значимость этого бива­
лентного состояния была продемонстрирована при отмене метилирования ли­
зина НЗК27, вызываемого репрессорным комплексом Polycomb-2 (PRC2) в ЭСК 
с мутацией гена EED. В таких клетках отмечалась глобальная активация эксп­
рессии многих бивалентных генов. Эти данные предполагают, что дифференци- 
ровка ЭСК может быть результатом селективной реактивации генов, которые 
определенным образом расположены в хроматине и доступны для регулятор­
ных воздействий.

5.2. Структурная организация контрольной области 
эукариотического гена

Контрольная область эукариотического гена состоит из промотера, регуля­
торных ДНК-овых последовательностей вне зоны промотера и включает всю 
последовательность ДНК, вовлеченную в регуляцию транскрипции гена. На по­
следовательности промотера объединяются в единый комплекс базальные 
транскрипционные факторы, РНК-полимераза и все регуляторные последователь­
ности, которые связываются с белками-регуляторами генов, контролирующими 
скорость процессов сборки всего транскрипционного комплекса. Большинство 
белков-регуляторов, например Gal4, состоят из ДНК-связывающего домена 
(ДБД) и трансактивирующего домена (ТАД), ускоряющего скорость инициации 
транскрипции (см. цв. вклейку, рис. 5.8).

Активаторный белок, находясь вблизи промотера, может привлекать к нему 
РНК-полимеразу, что, в свою очередь, опосредовано медиаторным комплексом, 
состоящим из многих белковых субъединиц. Белки-активаторы также могут об­
легчать инициацию транскрипции путем изменения хроматиновой структуры 
регуляторных последовательностей в промотерах генов, в частности, вызывать 
ковалентную модификацию гистонов и ремоделирование нуклеосом. Транс­
крипция инициируется после привлечения к промотеру РНК-полимеразы, со­
стоящей более чем из 100 белков. РНК-полимераза может привлекаться к про­
мотеру отдельно от основных транскрипционных факторов Tflld и Tflla (см. цв. 
вклейку, рис. 5.8, а). Белки, активирующие гены, могут влиять на инициацию 
транскрипции различными способами, например путем транскрипционной сине­
ргии, при которой скорость транскрипции регулируется одновременно несколь­
кими активаторными белками, что значительно превышает таковую при дейст­
вии любого активатора в одиночку.

5.3. Механизмы взаимодействия между белками семейств pRb и E2F

Точные механизмы контроля клеточной пролиферации членами семейства 
pRb — «покетными» белками — не полностью изучены. «Покетные» белки фи­
зически связываются с широким рядом транскрипционных факторов и комп­
лексов, взаимодействующих с хроматином. Принято считать, что основное вли­
яние членов семейства pRb опосредуется факторами E2f, регулирующими транс-
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крипцию. Сайты связывания белков E2f найдены в промотерах многих генов, 
активность которых необходима для пролиферации клеток. Наиболее хорошо 
изученные факторы E2f эффективны в гетеродимерных комплексах, одна субъе­
диница которых кодируется геном E2F, а вторая — геном DP (рис. 5.9).

Характеристика белков семейств E2F и DP

Транскрипционные факторы семейства E2F были вначале идентифицирова­
ны как связывающие ДНК белки, необходимые для активации промотера Е2 
в аденовирусном гене Е1А. Взаимодействие E2F с последовательностью 
TTTCGCGC, представленной дважды в промотере гена Е1А аденовируса, стиму­
лирует его транскрипцию. Сайты связывания белков E2f, в последующем найден­
ные в промотерах генов человека и животных различных видов, можно подраз­
делить на четыре функционально различные группы:

1) способствующие прогрессии клеточного цикла (c-MYC, c-MYB, циклины 
Е/А, E2F1, CDK1—2, циклин В, CDC25A);

2) активирующие репликацию ДНК (дегидрофолатредуктаза, тимидинкина- 
за, тимидинсинтетаза, ДНК-полимераза а);

3) компоненты машины репликации ДНК (MCM, CDC6, ORC1);
4) компоненты машины митоза (циклин В, CDC2, MAD2).

Трансактивирующий 
домен

р 1 0 7 , р 1 3 0
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Рис. 5.10. Пассивная и активная транскрипционная репрессия белками семейства pRb 
(Frolov М. V., Dyson N. J., 2004)

В настоящее время клонировано 9 различных генов семейства E2F и два гена 
семейства DP. Среди всех членов семейства E2F функциональная активность бел­
ков E 2fl— E2f5 ассоциируется со взаимодействием с членами семейства pRb 
(рис. 5.10). Белки E 2fl—E2f6 образуют гетеродимеры с белками Dp, тогда как 
E2f7 связывает ДНК независимо от Dp. E 2fl—E2f5 подразделяются на активатор- 
ные (E2fl, E2f2, E2f3a) и репрессорные факторы (E2f3b, E2f4 и E2f5). Активатор- 
ные E2F способны инициировать прогрессию клеточного цикла в покоящихся 
клетках, а также инициировать апоптоз, тогда как функция репрессорных E2f 
связана с задержкой покоящихся клеток в фазе G0/G1. Среди активирующих E2f, 
функция E2f3a преимущественно связывается с активацией клеточной пролифе­
рации, тогда как функция E2fl — с активацией апоптоза, что опосредуется через 
р53-независимый и зависимый механизмы. E2fl участвует в механизме контроль­
ной точки повреждения ДНК. При повреждении клеток хемотерапевтическими 
препаратами увеличивается уровень E2fl. Киназы семейств ATM и ATR, которые 
активируются при повреждении ДНК (см. главу 4), фосфорилируют E2fl и стаби­
лизируют его свойства. E2fl связывается с белками рекомбинационно-репараци- 
онного комплекса (N bsl—M re ll—Rad50). Возможно, E2fl необходим для репрес­
сии инициации репликации ДНК при ее повреждении.

E2F1 был клонирован благодаря способности его продукта связывать pRb. 
Используя пептидную последовательность, комплементарную сайту связывания 
E2F1, с помощью метода аффинной хроматографии была изолирована другая 
кДНК, родственная E2F1, названная DPI. Современные работы показывают, 
что E2f и Dp образуют гетеродимеры, которые обладают значительно более вы­
соким сродством к ДНК и «покетным» белкам, чем мономеры. Используя E2F1 
в качестве пробы ДНК для скрининга библиотек, были изолированы три других 
белка семейства E2F, названные E2f2, E2f3 и E2f4. В опытах in vivo E 2fl—E2f3 
показывают высокий аффинитет к pRb по сравнению с р107 и р130. E2F5 был 
клонирован с помощью двугибридной дрожжевой системы. Белки семейств E2F 
и DP содержат высококонсервативные ДНК-связывающие и димеризационные 
домены (см. рис. 5.9). С-концевая последовательность E 2fl—E2f5 содержит так­
же трансактивирующий домен, который отсутствует в E2f6—E2f7 и Dp. Эти дан­
ные предполагают, что E2f6—E2f7 не могут самостоятельно трансактивировать 
гены, с промотерами которых они взаимодействуют. В активации транскрипции
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генов, зависимой от E2f, роль факторов Dp является непрямой и заключается 
в усилении активности молекулы партнерской E2f. Роль E2f6, вероятно, заклю­
чается в репрессии транскрипции, зависимой от E2f.

E2f4 и E2f5 отличаются от E 2fl—E2f3 отсутствием аминоконцевого домена, 
в котором расположены сайт убиквитинации, сигнал ядерной локализации и 
сайт связывания циклинов Е/А. Эти структурные различия предполагают, что 
белки E2f4—E2f5, в отличие от E 2fl—E2f3, не способны активно связывать цик­
лины Е/А и транспортироваться в ядро, т. е. регуляция их активности отличает­
ся от таковой для E 2fl—E2f3. E2f4—E2f5 аккумулируются в покоящихся клет­
ках, тогда как E 2fl—E2f3a — в активно делящихся клетках. Активирующие и су- 
прессирующие E2f связывают различные «покетные» белки. E 2fl—E2f3 
связывают и регулируются pRb, E2f5 — преимущественно р130, тогда как E2f4 
взаимодействует с разными «покетными» белками в различных фазах клеточ­
ного цикла. Субклеточная локализация E2f4—E2f5 регулируется путем их экс­
порта из ядра транспортным белком Crml (взаимодействующим с сигнальной 
экспортной последовательностью в E2f4—E2f5) или путем импорта в ядро «по­
кетными» белками.

В области трансактивирующего домена E 2fl—E2f5 расположен высококон­
сервативный сайт связывания «покетных» белков (см. рис. 5.9). В условиях свя­
зывания «покетного» белка E2f лишается собственной трансактивирующей ак­
тивности, что опосредовано инактивацией его С-концевого домена, физически 
связанного с молекулой «покетного» белка.

Регуляция клеточного деления на транскрипционном уровне 
при взаимодействии белков семейств pRb и E2F
Белки семейства pRb могут репрессировать транскрипцию при взаимодейст­

вии с факторами E2f с помощью двух различных механизмов. Поскольку pRb 
связывает белки семейства E2F в пределах их трансактивационного домена, та­
кое взаимодействие физически ингибирует трансактивацию белками E2F. Изве­
стно, что факторы E2f обладают собственной гистонацетилазной активностью, а 
также взаимодействуют с другими гистоновыми ацетилтрансферазами, напри­
мер p300/Cbp, P/Caf, Tip60, облегчая доступ транскрипционных факторов 
к ДНК (см. рис. 5.10).

pRb и члены его семейства также могут ингибировать E2f путем рекрутиро­
вания белков Hdac и ферментов, модифицирующих хроматин. Семейство HDAC 
включает 7 различных ферментов, которые удаляют ацетильные группы из 
«хвостов» гистоновых октамеров, что облегчает конденсацию нуклеосом в хро­
матине. Это, в свою очередь, ингибирует экспрессию генов путем отмены досту­
па транскрипционных факторов к промотеру. «Покетные» белки опосредуют 
рекрутирование Hdac к E2f и, таким образом, отменяют активность Hat. Было 
показано, что E2fl может быть ацетилирован, что увеличивает связывание ком­
плексов E 2fl—Dp с ДНК. Три из семи белков семейства HDAC (H dacl—Hdac3) 
взаимодействуют с pRb, который способен связывать одновременно Hdac и E2f, 
создавая возможность для рекрутирования репрессорного комплекса 
Hdac—pRb—E2f к промотерам генов клеточного цикла. Мутации гена RB в до­
мене, связывающем белки с мотивом LxCxE, отменяют его способность взаимо­
действовать с H dacl—Hdac2, но не влияют на способность pRb ингибировать 
транскрипционную активацию E2f. Однако такие мутанты не способны активно 
репрессировать некоторые гены и поддерживать остановку клеточного деления.
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Ингибиция активности Hdac трихостатином А предотвращает опосредованную 
pRb репрессию группы клеточных генов, включая циклин Е.

Гомологами дрожжевых комплексов SWI/SNF, ремоделирующих хроматин, 
: у человека являются комплексы, в которых ключевую роль играют их АТФаз- 

ные компоненты — белки Brgl и Вгш. В соответствии с современными пред­
ставлениями, комплексы SWI/SNF могут изменять состав формирующих их бел­
ков путем включения субъединиц, выполняющих альтернативную роль. В зави­
симости от вошедших в состав комплекса субкомпонентных белков его функци­
ональная роль может быть различной, например активирующей или ингибиру­
ющей клеточную пролиферацию. pRb способен одновременно связывать Вгш и 
E2f, что предполагает возможность формирования комплекса SW I/SNF— 
pRb—E2f на промотерах, содержащих сайты связывания E2f. Сверхэкспрессия 

I Brgl вызывает остановку клеточного цикла в клетках, дефицитных по Brgl. 
• Такая остановка опосредуется функционально активным pRb.

Тистоновые метилтрансферазы (Hmt), например Suv39hl и Suv39h2, также 
участвуют в активной транскрипционной супрессии, опосредованной «покетны- 
ми» белками. Эти ферменты могут метилировать остаток лизина 9 в гистоне НЗ
и, таким образом, создавать сайт связывания для гетерохроматиновых белков 

I семейства НР-1. Белки этого семейства локализуются в области гетерохромати­
на и вызывают феномен сайленсинга (временной инактивации) транскрипции. 
Вероятно, эти белки участвуют в передаче сигналов гистонового кода путем 
точной координации транскрипционной регуляции. Например, Hdac деацетили- 
рует остаток лизина 9 в гистоне НЗ перед тем, как Hmt метилирует этот остаток, 
стабилизируя закрытую структуру хроматина.

pRb играет роль не только транскрипционного супрессора, но и активатора. 
pRb необходим для трансактивации гена MYOD и, таким образом, способен инду­
цировать миогенную дифференцировку в клетках немышечной природы, например 
в фибробластах. pRb может усиливать дифференцировку путем прямой транскрип­
ционной активации без физического связывания с геном-мишенью. pRb также спо­
собен репрессировать транскрипцию путем участия в механизмах, независимых от 
Hdac и комплексов, ремоделирующих хроматин. Эти механизмы включают взаи­
модействие pRb с другими белками, например с Ctip, Rbpl, Hbpl и др.

Ctip взаимодействует с Ctbp*, названным так потому, что он связывает С-кон- 
цевую область белка Е1а аденовируса. Ctip связывается с «покетным» доменом 
pRb и показывает репрессорную активность. Rbpl также связывает «покетный» 
домен pRb и представляет собой белок, обладающий способностью супрессиро- 
вать трансактивацию генов и пролиферацию клеток в случае сверхэкспрессии 
E2f. Rbpl содержит два репрессорных домена, один из которых связывает Hdac 
с «покетным» доменом pRb, что необходимо для активной репрессии, зависимой 
от Hdac. Hbpl является транскрипционным супрессором, принадлежащим семей­
ству белков с высокой мобильностью. Он также имеет два мотива LxCxE и взаи­
модействует с pRb или р130, опосредуя репрессию гена N-MYC.

Белки pRb и р107/р130 в регуляции транскрипции 
различных групп генов, отвечающих на Е21
Различия в строении и свойствах «покетных» белков pRb, р107 и р130 пред­

полагают различные механизмы их участия в опосредованной белками E2f ре- 
!  гуляции транскрипции.

* Ctbp — С-terminal binding protein.
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Во-первых, эти белки взаимодействуют с различными E2f. E2fl—E2f3 пре­
имущественно связывают pRb, E2f5 — р130, тогда как E2f4 связывает любой 
«покетный» белок. р107 и р130 связывают E2f4 со значительно более высоким 
аффинитетом, чем E2fl—E2f3. Выяснение биохимических основ этих различий 
затрудняется тем, что различные комплексы E2f с «покетными» белками обла­
дают различной способностью связывать ДНК.

Во-вторых, pRb, р107 и р130 участвуют в образовании комплексов с E2f 
в разных фазах клеточного цикла. Комплексы р130—E2f4 образуются в покоя­
щихся и дифференцирующихся клетках. Напротив, комплексы р107—E2f4 обна­
руживаются в делящихся, особенно в S-фазных, клетках. Комплексы pRb—E2f4 
выявляются во всех фазах клеточного цикла. Дополнительные трудности в вы­
явлении специфической роли pRb, р107 и р130 в опосредованной E2f регуляции 
клеточного цикла связаны с тем, что специфичность взаимодействия между 
белками семейств E2F и pRb теряется в случае их сверхэкспрессии. Например, в 
нормальных условиях E2fl взаимодействует в опытах in vivo с pRb, но не с р107, 
однако при сверхэкспрессии р107 этот белок опосредует транскрипционную ре­
прессию, ингибируя активность E2fl. E2f5 взаимодействует с р130 in vivo, но 
каждый из белков семейства pRb способен супрессировать транскрипцию, зави­
симую от E2f5, в тесте временной трансфекции.

Мутации сайтов связывания E2f в генах, регулирующих прогрессию клеточ­
ного цикла (B-MYB, CDC2, E2F1), сопровождаются увеличением транскрипции 
этих генов в фазах G0/G1. Методом иммунопреципитации хроматина было по­
казано, что E2f4 и р130 занимают сайты связывания на промотерах этих генов в 
фазах G0/G1, тогда как по мере прогрессии клеточного цикла комплексы 
E2f4—Dp—р107/р130 на промотерах указанных генов замещаются белками 
E2fl-E2f3.

Для анализа физиологической роли «покетных» белков были получены 
мыши с эмбриональным нокаутом генов или отдельных аллелей генов RB, р107 и 
р130, а также E2F4 и E2F5. Затем такие мыши были спарены между собой для 
получения из ткани плодов их гибридов мышиных эмбриональных фибробла- 
стов (МЭФ), дефицитных одновременно по двум или более генам. МЭФ с дефи­
цитом белков E2f4, E2f4/E2f5 или р107/р130 проявляли отсутствие способности 
задерживаться в фазе G0/G1 в ответ на сигналы, активирующие остановку деле­
ния, например сверхэкспрессию p l6 Ink4a или контактную ингибицию деления.

Рисунок экспрессии предполагаемых генов-мишеней белков E2f был иссле­
дован для определения функциональных изменений, которые появлялись в слу­
чае отсутствия в клетках животных pRb, р107 или р130. Поскольку сайты свя­
зывания E2f опосредуют в различных генах транскрипционную супрессию или, 
наоборот, активацию, была исследована широкая панель выявленных ранее или 
предполагаемых генов-мишеней E2f. МЭФ были синхронизированы путем сы­
вороточного голодания и рестимуляции фетальной сывороткой. Тотальная РНК 
была изолирована из МЭФ в одни и те же сроки после рестимуляции сыворот­
кой, и экспрессия различных генов была оценена посредством ее гибридизации 
с пробами ДНК указанных ниже генов. Кислый рибосомальный фосфопротеин 
был использован в качестве контроля. При отсутствии одного гена из семейства 
«покетных» белков, экспрессия генов-мишеней изменялась незначительно. Экс­
прессия генов циклина Е и р107 в МЭФ с эмбриональной инактивацией RB 
(R B -/-)  увеличивалась примерно в 2 раза по сравнению с таковой в клетках 
дикого типа (табл. 5.3).
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Таблица 5.3
Функциональные различия между «покетными» белками 

в регуляции клеточных функций (Hurford R. К. J. [et a l.] , 1997)

Генотип/фенотип pR b -/- р 1 0 7 -/-, р13 0 -/- p R b-/-, р 1 0 7 -/-, р 1 3 0 -/-

р107 Активация Не изменяется V.-' . т
Циклин Е Активация Не изменяется -
В-МуЬ Не изменяется Активация -
Cdc2 Не изменяется Активация
E2fl Не изменяется Активация -
Тимидин синтетаза Не изменяется Активация -
Циклин А2 Не изменяется Активация -
Иммортальносгь Не изменяется Не изменяется Активция
Дифференцировка Не изменяется Не изменяется Ослабление
Апоптоз Не изменяется Не изменяется Не изменяется
Старение Не изменяется Не изменяется Отсутствует

Этот эффект является результатом потери репрессорного действия комплек­
са pRb—E2f на транскрипцию генов циклина Е и р107.

Экспрессия шести генов, несущих в своих промотерах сайты связывания E2f, 
в клетках с фенотипом р 1 0 7 - / - ,  р 1 3 0 - / -  (B-MYB, CDC2, E2F1, тимидинсинте- 
таза, субъединица М2 рибонуклеотид редуктазы, циклин А2) была повышена в 
фазе G 0/G1. Экспрессия генов B-MYB и CDC2 была изменена наиболее значи­
тельно в отсутствие экспрессии белков р107 и р130 (см. табл. 5.3). Поскольку 
экспрессия гена B-MYB изменялась наиболее выраженно в МЭФ, не экспресси­
рующих р107 и р130, роль сайта связывания E2f в регуляции активности про- 
мотера гена B-MYB была изучена более детально. Клетки с фенотипом р 1 0 7 - / - ,  
р 1 3 0 - / -  и нормальные клетки были трансфицированы люциферазной репор­
терной конструкцией, включающей фрагмент промотера гена B-MYB с делецией 
трех пар оснований в сайте связывания E2f, вместе с экспрессионными вектора­
ми «покетных» белков. При трансфекции указанных конструкций в контроль­
ные МЭФ наблюдалась дерепрессия гена B-MYB, содержащего мутантный про- 
мотер. В таких клетках, культивируемых в условиях дефицита ростовых факто­
ров, экспрессия репортерного белка, кодируемого геном B-MYB с мутантным 
промотером, была в 20 раз выше, чем экспрессия репортерного белка, регулиру­
емого геном с нормальным промотером. Если увеличенная экспрессия эндоген­
ного гена B-MYB в клетках с фенотипом р 1 0 7 - / - ,  р130—/ — была вызвана отсут­
ствием репрессорного комплекса, содержащего E2f, то нарушение регуляции 
должно было происходить и в клетках с фенотипом р 1 0 7 -/~ , р 1 3 0 - / - ,  экспрес­
сирующих в фазе G0/G1 мутантный или дикий тип промотера гена B-MYB. 
Действительно, экспрессия репортерного белка с промотера гена дикого типа 
была в 15 раз повышена в клетках, дефицитных по р107 и р130. Репрессия гена 
B-MYB с нормальным промотером в дефицитных клетках была восстановлена 
при экзогенной экспрессии белков р107 или р130. Активность конструкции, со­
держащей мутантный ген B-MYB, не изменялась при экзогенной экспрессии лю ­
бого «покетного» белка.
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Отсутствие изменений в экспрессии генов-мишеней E2f в МЭФ с фенотипом 
р 1 0 7 - / -  и р130—/ — предполагает, что функция белков р107 и р130 избыточна. 
В МЭФ с фенотипами p R b -/-  и р М 7 - / - ,  р 1 3 0 - / -  рисунок комплексов, вклю­
чающих E2f, показывал изменения в дополнение к отсутствию соответствующих 
белков семейства pRb. Покоящиеся клетки дикого типа содержат очень неболь­
шое количество комплексов р107—E2f, и наоборот, количество комплексов 
р107—E2f значительно увеличивается в покоящихся МЭФ с фенотипом p R b -/- .

Механизм супрессии транскрипции белками 
семейства Е21 и «покетными» белками в покоящихся клетках

В состоянии покоя клетка не испытывает действия митогенов, поэтому ки­
назы фазы G1 находятся в неактивном состоянии, и наоборот, «покетные» бел­
ки активны, секвестрируют транскрипционные факторы E2f и удерживают клет­
ку в фазе G0/G1 (рис. 5.11). Состояние транскрипционной супрессии в покоя­
щихся клетках опосредуется путем связывания «покетными» белками Hdac, 
комплексов, ремоделирующих хроматин, и гистоновых метилтрансфераз. Суще­
ствует гипотеза, что белки E2f взаимодействуют с р107, р130 или pRb в зависи­
мости от длительности остановки клеточного цикла. Например, временная оста­
новка клеточного цикла может быть опосредована рекрутированием р107, р130 
и Hdac, тогда как длительная или необратимая его остановка при клеточном 
старении может быть опосредована комплексами E2f— pRb—Suv39hl—Нр-1 (см. 
рис. 5.11).

Состояние длительной или необратимой остановки клеточного цикла, кото­
рую вызывают «покетные» белки, ассоциируется с клеточной дифференциров- 
кой. В этом случае «покетные» белки играют двойственную роль. Во-первых, 
клетки дифференцируются только из рестрикционной точки R1 фазы G1, про-

Модификация гистонов, 
ремоделирование хроматина

Транскрипция
ингибирована

Долгосрочная остановка Краткосрочная остановка 
клеточного цикла клеточного цикла

Рис. 5.11. Механизм супрессии транскрипции «покетными» белками в покоящихся клетках
(Attwooll С. [et al.], 2004)
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хождение которой регулируется членами семейства pRb. Во-вторых, pRb связы­
вается с несколькими тканеспецифическими транскрипционными факторами, 
включая жировой фактор С/Ebp и остеобластный фактор Cbfal. pRb усиливает 
транскрипционную активность этих факторов и облегчает тканеспецифическую 
дифференцировку.

Транскрипционная супрессия генов, регулируемых белками E2f, может быть 
прямым эффектом экспрессии E2f6, в структуре которого присутствуют 
ДНК-связывающий и димеризационный домены, но отсутствует трансактивиру- 
ющий домен (см. рис. 5.9). E2f6 обладает способностью взаимодействовать 
с белками семейства PcG (Polycomb), в частности с белком Rybp (Ringl and Yyl 
binding protein), связывающим транскрипционные факторы Ringl, Yyl и Bmil. 
Это предполагает, что E2f6 может супрессировать транскрипцию опосредованно 
через белки комплекса PcG (см. рис. 5.10), которые, в свою очередь, контроли­
руют активность генов локуса НОХ. Современные данные предполагают, что 
гены НОХ имеют прямое отношение к регуляции самоподдержания соматиче­
ских стволовых клеток.

Механизм регуляции транскрипции 
«покетными» белками в делящихся клетках
При действии митогенов происходит образование активных киназ фазы G1 

и G1/S, фосфорилирующих «покетные» белки, которые образуют комплексы 
с транскрипционными факторами E2f на промотерах регулируемых ими генов. 
Это фосфорилирование отменяет транскрипционную супрессию, опосредован­
ную «покетными» белками и активирует синтез белков, кодируемых E2f-pery- 
лируемыми генами. Синтез таких белков сопровождается активацией перехода 
G1/S, инициацией репликации и последующим прохождением фазы S и митоза 
(рис. 5.12).

Ремоделирование хроматина, 
модификации гистонов

Рис. 5.12. Механизм активации транскрипции в делящихся клетках 
(Attwooll С. [et al.], 2004)
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Семейство белков E2F координирует транскрипцию генов, 
ответственных за прогрессию клеточного цикла в фазах G1/S и G2/M
Белки E2f регулируют экспрессию генов, продукты которых обладают регу­

ляторными и эффекторными функциями в репликации ДНК и контроле про­
грессии клеточного цикла. Гены CDC2, циклин В, циклин А2, CDC20 в нормаль­
ных условиях трансактивируются в фазе G2/M, тогда как гены циклин Е 
и PCNA — в фазе G1/S. Промотеры генов CDC2 и циклина В содержат элементы, 
специфически связывающие белки E2f. Эксперименты, включающие мутагенез 
сайтов, связывающих E2f на промотерах генов CDC2 и циклина В, и временную 
трансфекцию люциферазных репортерных конструкций, экспрессирующихся 
с таких промотеров в клетках, синхронизированных с помощью гидроксимоче- 
вины и синхронно проходящих фазу G2/M, показали, что белки E2f регулируют 
очередность прохождения клеткой фаз G1/S и G2/M.

Люциферазная активность, регулируемая с промотеров генов CDC2 и цик­
лина В, имитирует рисунок аккумуляции эндогенных мРНК этих генов. Промо- 
терная активность генов CDC2 и циклина В находится на нижнем уровне в фазе 
G1/S, повышается до самого высокого уровня в фазе G2/M и затем снижается. 
Мутация дистального участка связывания E2f в промотере гена CDC2 и прокси­
мального участка связывания E2f в промотере гена циклина В снижает их акти­
вацию, показывая, что оба промотера содержат позитивный сайт связывания 
E2f, который необходим для экспрессии продуктов этих генов в фазе G2/M 
(рис. 5.13).

CDC2 -200 -150 -100 -50

Циклин В

Активация
CHR

E2F
ССААТ ССААТ

1

E2F,
MYB

iT L

Супрессия Активация
Рис. 5.13. Схема регуляторных областей генов CDC2 и циклина В человека 

(Zhu W. [et al.], 2004)
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Мутация проксимального сайта связывания E2f в промотере гена CDC2 и 
дистального сайта связывания E2f в промотере гена циклина В заметно усили­
вают их активность в покоящихся клетках, показывая, что оба промотера со­
держат негативные элементы регуляции белками E2f, необходимые для репрес­
сии генов-мишеней в фазе G0/G1. При анализе транскрипционной регуляции 
этих промотеров было также обнаружено кооперативное взаимодействие E2f 
и других транскрипционных факторов, включая Tfe3 и Yyl. Взаимодействие 
этих факторов с промотерами отменялось при мутации сайтов связывания бел­
ков B-Myb, Nf-ya и Nf-yb (последние связывают последовательность ССААТ), 
которые являются позитивными регуляторами транскрипции генов CDC2, цик­
лина А2 и E2F1, тогда как сайт CHR (cell cycle homology region) является нега­
тивным регулятором деления. Мутации сайта связывания белка В-Myb в промо­
тере гена CDC2 отменяют его активацию. Мутация дистального элемента 
ССААТ также отменяет активацию промотера этого гена, подобно мутации дис­
тального участка связывания E2f. Мутация элемента CHR сопровождается уве­
личением промотерной активности.

С промотерами генов CDC2 и циклина В взаимодействуют как активатор- 
ные, так и репрессорные E2f. Белок E2f4 взаимодействует с промотером каждо­
го из этих генов в покоящихся клетках. Рисунок взаимодействия активаторных 
E2f с промотерами генов CDC2 и циклина В противоположен рисунку их взаи­
модействия с белком E2f4. Ни один из активаторных белков E2f не связывается 
с промотерами генов CDC2 и циклина В в покоящихся клетках, но каждый из 
них физически взаимодействует с промотерами этих генов в фазе G1/S, остается 
связанным в фазе S и не определяется в клетках, находящихся в фазе G2 
и митозе.

E2f4, как и E 2fl—E2f3, был найден на промотере гена CDC2 в клетках, оста­
новленных в фазе G1/S. Активаторные E2f связываются с дистальным сайтом 
E2f, тогда как репрессорный E2f4 — с проксимальным сайтом. Современные 
публикации показывают роль кооперативных взаимодействий сайта связывания 
белков E2f с сайтами связывания других транскрипционных факторов в качест­
ве основы для такой специфичности белков семейства E2F (см. рис. 5.13). Взаи­
модействие элемента ССААТ с белками Nf-ya и Nf-yb не изменяется в ходе кле­
точного цикла. Мутации дистального элемента ССААТ отменяют не только 
взаимодействие белков Nf-y, но и взаимодействие E2f3 с промотером гена 
CDC2, предполагая кооперативную роль сайтов ССААТ и E2F. Мутация дисталь­
ного сайта E2F, который функционирует как позитивный контрольный элемент, 
отменяет не только взаимодействие с E2f3, но и взаимодействие с В-МуЬ. 
По-видимому, способность В-Myb взаимодействовать с промотером гена CDC2 
опосредуется предшествующим связыванием промотера этого гена с E2f. Сни­
жение уровня белка В-Myb, вызванное трансфекцией миРНК, специфически ин­
гибирующей ген B-MYB, совпадает со снижением уровня белков Cdc2, циклина 
А и циклина В.

Регуляция транскрипции, опосредованной РНК-полимеразами I и III: 
общие компоненты и механизмы
Транскрипция РНК-полимеразами I и III строго связана с пролиферативным 

состоянием клетки. Покоящиеся и митотические клетки показывают снижен­
ную скорость транскрипции этими полимеразами сравнительно с делящимися
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клетками. В настоящее время установлено, что несколько механизмов вовле­
чены в регуляцию транскрипции, опосредованной РНК-полимеразой II. Эти же 
механизмы могут участвовать в регуляции транскрипции и другими поли­
меразами.

Транскрипционный фактор Ubf (upstream-binding factor) усиливает транс­
крипцию РНК-полимеразой I в присутствии двух других транскрипционных 
факторов: самой РНК-полимеразы I и фактора селективности 1 (Sll). pRb, со­
держащий нормальный «покетный» домен, эффективно репрессирует транс­
крипцию, активированную Ubf.

Ubf коиммунопреципитируется с pRb, и это взаимодействие опосредуется 
мотивом LxCxE в домене третьей группы высокой подвижности Ubf и «покет- 
ным» доменом pRb. Активация транскрипции, опосредованная Ubf, зависит от 
взаимодействия между S11 и РНК-полимеразой I. Связывание pRb с Ubf может 
репрессировать транскрипционную активацию путем ингибиции этих взаимо­
действий.

Известно, что транскрипция глобально репрессируется в митозе, но меха­
низм этой ингибиции не был изучен до недавнего времени. При использовании 
экстракта яиц лягушек Xenopus было установлено, что транскрипция РНК-поли­
меразой III (транспортная РНК-полимераза) может быть репрессирована комп­
лексом циклин В—Cdc2. В этой системе добавление очищенного комплекса цик­
лин В—Cdc2 было достаточным, чтобы конвертировать интерфазный клеточный 
экстракт (компетентный в транскрипции, опосредованной РНК-полимеразой 
III, и дефицитный по митотической киназной активности) в экстракт с митоти­
ческой активностью, способный полностью супрессировать транскрипцию 
РНК-полимеразой III. Эта репрессия обратима при добавлении транскрипцион­
ного фактора Tflllb из интерфазных ядер, но не митотического экстракта, пред­
полагая, что компонент Tflllb, который состоит из белка, связывающего ТА- 
TA-box (Tbp), и специфического фактора, активирующего транскрипцию (Taf) 
полимеразы III, является мишенью митотической киназы — циклин В—Cdc2.

5.4. Методы изучения транскрипционной активности 
отдельных компонентов машины клеточного цикла

Метод сдвига электрофоретической подвижности в геле

Идентификация продуктов регуляторных генов может быть основана на 
определении в клеточном экстракте белка, который связывает последователь­
ность ДНК, контролирующую экспрессию специфического гена. Наиболее ши­
роко используемая техника идентификации факторов, взаимодействующих со 
специфическими сайтами связывания в промотерах генов, основана на оценке 
изменения электрофоретической подвижности меченой пробы ДНК, включаю­
щей последовательность данного сайта. Молекула ДНК заряжена негативно и 
при электрофорезе движется быстро к позитивному электроду. Связывание бел­
ковой молекулы с пробой ДНК вызывает замедление ее электрофоретической 
подвижности. Чем больше молекулярная масса белка, связанного с ДНК, тем 
медленнее движется комплекс ДНК—белок при электрофорезе. На этом фено­
мене основан метод сдвига электрофоретической подвижности в геле (EMGA).
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Точка клеточного 
цикла (ч)

0 18 0 18 0 18 0 18 0 18 0 18 0 18 0 18 0 18

Клеточная линия HELA T98G 10Т1/2 HELA T98G 10T1/2 HELA T98G 10T1/2
Сайт E2F промотера 
гена р107

5' + 3'
CAGATTTTCGCGCGCTTTGGCGCAGGTGG

5'
CAGATTTTCGCGCGCTTTGG

У
CGCGCTTTGGCGCAGGTGG

Рис. 5.14. Оценка взаимодействия ДНК с белками методом задержки электрофоретической 
подвижности в геле (Popov В. [et al.], 2005)

В этом методе короткие последовательности ДНК, включающие сайты связы­
вания транскрипционных регуляторов, например 5'-, 3'- или 5' + 3'- сайты свя­
зывания E2f в промотере гена р107 человека, метятся радиоактивной меткой и 
смешиваются с клеточными экстрактами клеток различных линий (T98G, 
HELA, 10Т1/2), синхронизированными в состоянии покоя (0 ч) и фазы S (18 ч) 
клеточного цикла (рис. 5.14). Затем смесь наносится на полиакриламидный 
гель для последующего электрофореза.

После электрофореза радиоактивная метка визуализируется тем или иным 
способом. Если происходит связывание ДНК с белком, то на геле появляются 
полосы, мигрирующие с различной скоростью в зависимости от белкового со­
става комплекса ДНК-белок, но значительно медленнее, чем свободная проба 
ДНК. Применение специфических антител к белкам, входящим в состав комп­
лексов ДНК-белок, вызывает разрушение комплексов или уменьшение их элек­
трофоретической подвижности вследствие увеличения молекулярной массы 
комплекса в результате присоединения антитела. Радиоактивное мечение после­
довательности ДНК может быть сделано с помощью большого фрагмента 
ДНК-полимеразы Кленова, который добавляет недостающие нуклеотиды на 
З'-конце последовательности ДНК, комплементарная цепь которой имеет «лиш­
ние» нуклеотиды на 5'-конце (см. рис. 5.14).

Метод репортерных белков
Для оценки транскрипционной активности гена и роли отдельных транс­

крипционных факторов в регуляции его активности используется так называе­
мая репортерная конструкция. Такая конструкция состоит из промотера гена 
или его части (минимальный промотер), включающей сайты связывания изуча­
емого транскрипционного фактора. Минимальный промотер соединяется с ко­
дирующей областью гена, активность продукта которого можно определить ко­
личественно. Количество и активность белка, продуцируемого репортерной 
конструкцией, находится в прямой зависимости от активности транскрипцион­
ного фактора, взаимодействующего со специфическим сайтом связывания 
в промотере репортерного гена. По существу, продукт репортерного гена явля­
ется маркером и информирует о специфической транскрипционной активности.
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Г ILUC I
pl07-LUC CAGATTTTCGCGCGCTT TGGCGCAGGT

pl07-LUC Ml CAGATTTTCGCGCGCTTTGGCGCAGGT

pl07-LUC М2 CAGATTTTCGCGCGCTT TGGCGCAGGT

P107-LUCM 1, 2 CAGATTT ljfecG C GCTT TGGCGCAGGT

CAGATTTTCGCGCGCTTTGGCGCAGGT

Puc. 5.15. Схема метода репортерных белков: 
а — приготовление экспрессионных векторов, включающих промотер гена р107 с мутациями в од­
ном или двух сайтах связывания E2f и кодирующую последовательность гена люциферазы: 
pl07-LUC — репортерная конструкция, включающая регуляторную область гена р107 и кодирую­
щую область гена люциферазы (LUC); Ml, М2, Ml, 2 — мутации дистального, проксимального или 
обоих сайтов связывания E2f в промотере гена р107, соответственно; б — трансфекция репортерных 
и регуляторных конструкций в клетки и оценка активности люциферазы в клеточных экстрактах: 
Dp — белок, в комплексе с которым E2f образует функциональные димеры, связывающие специфи­

ческие участки ДНК (Alam J., Cook J. L. 1990)

В качестве репортерного белка широко используется люцифераза — фермент, 
активность которого определяется высокочувствительным, легко воспроизводи­
мым и относительно недорогим методом. Световая активность, продуцируемая 
люциферазой при взаимодействии с субстратом в результате хемилюминесцент- 
ной реакции, может быть количественно измерена с помощью специального 
прибора — люминометра, порог чувствительности которого соответствует 
0,001 пкг люциферазы в экстракте исследуемой ткани.

Схема метода репортерных белков (рис. 5.15) основана на приготовлении 
конструкции, включающей участок промотера гена р107 человека с 5'- и З'-сай- 
тами связывания белков E2f, соединенного с кодирующей областью гена люци­
феразы. Такую конструкцию вводят в клетки вместе с экспрессионными векто­
рами, кодирующими белки E2f и взаимодействующие с ними «покетные» белки. 
Последующее определение активности люциферазы в экстрактах трансфициро­
ванных клеток дает возможность оценить роль транскрипционных факторов се­
мейства E2F и взаимодействующих с ними белков в регуляции транскрипцион­
ной активности гена р107. Мутации отдельных сайтов связывания E2f помогают 
оценить их функциональную роль в передаче сигналов E2f (см. рис. 5.15).

Метод иммунопреципитации хроматина

Этот метод используют для оценки взаимодействия ДНК — белок in vivo. 
Метод включает обработку формальдегидом клеток, растущих в культуре, что 
позволяет «сшить» физически взаимодействующие между собой молекулы ДНК 
и белков (см. цв. вклейку, рис. 5.16). Например, при такой обработке транс-
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крипционные факторы, взаимодействующие с сайтом связывания на промотере, 
«сшиваются» с участком промотера, на котором расположен сайт связывания 
данного транскрипционного фактора. Следующий этап включает обработку кле­
ток ультразвуком, в результате чего происходит разделение ДНК на фрагменты 
длиной приблизительно 600 пар нуклеотидов. Фрагментированный хроматин 
преципитируют антителами к белкам — транскрипционным факторам, специ­
фические сайты связывания которых картируются на промотере исследуемого 
гена. Участок промотера гена, преципитированный антителами к транскрипци­
онному фактору, амплифицируют в полимеразной цепной реакции (ПЦР) с по­
мощью специфических праймеров к его концевым нуклеотидным последовате­
льностям. Продукты ПЦР разделяют путем электрофореза, и специфичность 
амплифицированного фрагмента оценивают по его молекулярному размеру на 
геле.

Двугибридная техника клонирования генов в дрожжевой системе
Метод двугибридного клонирования основан на технике транскрипционной 

активации. Транскрипционные активаторы, например Gal4 или LexA, содержат 
два физически разделяемых домена: ДБД и ТАД (рис. 5.17). Взаимодействие 
этих доменов на промотере генов, продукты которых обладают маркерными 
или селективными свойствами, например гена галактозидазы (LACZ) или гис­
тидина (HIS), дает возможность инициировать синтез этих белков, селектиро­
вать клетки-продуценты и затем клонировать искомые гены. Для подобной се­
лекции можно использовать кДНКовые библиотеки, приготовленные на основе 
векторов, включающих ТАД транскрипционного активатора. ДБД того же 
транскрипционного фактора, например GAL4, соединенный с сайтом связыва­
ния для селектируемого гена, служит «приманкой». С помощью этого метода 
были клонированы гены р21с‘Р1, р130, p l6 Ink4a, MDM2, каспаза 8, FLASH — пози­
тивный регулятор каспазы 8.

E2F5 был также клонирован с помощью двугибридной системы следующим 
образом. Клетки дрожжевой линии Y190, которые содержат в хромосомах два

Рис. 5.17. Схема метода двугибридного клонирования генов (Gietz R. D. [et al.], 1997)
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репортерных гена, индуцибельных транскрипционным активатором Gal4, H1S3 
и LACZ, были трансфицированы плазмидой-приманкой, содержащей «покет- 
ную» область гена р107 (АА 240—816), рекомбинированного с ДБД гена GAL4 
(см. рис. 5.17). Линия клеток, экспрессирующих ген-приманку, была затем 
трансфицирована библиотекой кДНК, полученной из тканей мышиного плода 
на стадии 14,5 дней внутриутробного периода, в которой фрагменты кДНК 
были соединены с трансактивирующим доменом гена GAL4. В результате по­
следующей гистидиновой селекции 2 млн клонов были получены 87 колоний, 
растущих на среде без гистидина, 16 из которых также экспрессировали галак- 
тозидазу. Анализ последовательностей ДНК показал, что ДНК 3 клонов пред­
ставляла собой один и тот же ген и показывала значительную гомологию с че­
тырьмя известными генами E2F. Этот ген был назван E2F5 (см. рис. 5.17).

5.5. Роль микро-РНК и маленькой интерферирующей РНК 
в регуляции функций стволовых клеток

Модель биогенеза и посттранскрипционной супрессии 
микро-РНК и маленьких интерферирующих РНК
Микро-РНК (мкРНК) составляют семью маленьких некодирующих РНК, 

которые регулируют экспрессию генов на основе распознавания нуклеотидной 
последовательности информационной РНК. Два первых члена семейства мкРНК 
были идентифицированы у червей С. elegans как гены, которые необходимы для 
регуляции процессов развития. С того времени были найдены сотни новых 
мкРНК почти во всех геномах позвоночных, у червей, мух, растений и млеко­
питающих. Предполагается, что мкРНК принимают участие в регуляции эксп­
рессии 30 % всех кодируемых генов и вовлечены в регуляцию всех клеточных 
процессов.

Известно, что мкРНК состоят из 21—25 нуклеотидов и регулируют экспрес­
сию генов на посттранскрипционном уровне. Хотя механизмы их действия во 
многом не изучены, действие некоторых мкРНК основано на феномене интер­
ференции РНК. Первый член семейства мкРНК, Lin-4, был идентифицирован 
у червей С. elegans при генетическом скрининге дефектов в контроле постэмбри- 
онального развития. У С. elegans клетки личинки имеют различные характери­
стики в ходе четырех различных стадий развития, названных L I—L4. Мутации 
мкРНК Lin-4 нарушают развитие личинки, вызывая повторение стадии L1 при 
более позднем развитии. Противоположный фенотип в процессе развития — от­
сутствие стадии L1 и преждевременное появление стадии L2, наблюдается 
у червей при нарушении продукции белка Lin-14. Ген LIN-4 кодирует некодиру­
ющую 22-нуклеотидную РНК, которая частично комплементарна 7 консерва­
тивным остаткам, локализованным в З'-нетранслируемой области (UTR) мРНК 
Lin-14 (см. цв. вклейку, рис. 5.18).

LIN-14 кодирует ядерный белок, который в конце первой стадии развития 
личинки тормозит переход во вторую стадию. Негативная регуляция белка 
Lin-14 опосредована участием З '-UTR его мРНК в качестве мишени мкРНК 
Lin-4. Открытие подобных генетических взаимодействий послужило стимулом 
для серии молекулярно-биологических исследований, показавших, что способ­
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ность мкРНК Lin-4 контролировать экспрессию белка Lin-14, опосредована ре­
гуляцией белкового синтеза и требует прямого, хотя и неточного, взаимодейст­
вия между парами нуклеотидов Lin-4 и З'-UTR мРНК Lin-14 (см. цв. вклейку, 
рис. 5.18).

Интерференция РНК (иРНК) была охарактеризована как отдельный биологи­
ческий процесс вскоре после открытия роли мкРНК. иРНК является эволюцион- 
но консервативным механизмом сайленсинга генов, основанным на распознава­
нии специфической нуклеотидной последовательности и вызывается двуцепочеч­
ной РНК (дцРНК). Для инициации иРНК требуется введение пусковой дцРНК 
размером около 500 пар оснований. Эта пусковая дцРНК процессируется in vivo в 
маленькую дцРНК размером 21—25 пар оснований, названную маленькой интер­
ферирующей РНК (миРНК). В настоящее время известно, что одна нитка миРНК 
селективно включается в эффекторный комплекс, вызывающий сайленсинг генов, 
который называется RISC (RNA induced silencing complex). RISC направляет про­
теолиз комплементарных мишеней миРНК, известный как посгтранскрипцион- 
ный сайленсинг генов (PTGS). Эволюционно консервативный ответ с помощью 
интерференции РНК на экзогенные дцРНК соответствует эндогенным механиз­
мам защиты против вирусной инфекции или паразитарных ядерных кислот. В со­
ответствии с этим мутации компонентов, формирующих процесс иРНК, ингиби­
руют противовирусную защиту у растений, показывая, что PTGS может в норма­
льных условиях опосредовать деструкцию вирусных РНК.

Основные процессы действия миРНК и мкРНК подобны по их молекулярным 
характеристикам биогенезу и эффекторным функциям: миРНК и мкРНК имеют 
общий процессирующий фермент (РНКазу III), который называется Dicer, и 
близкородственный эффекторный комплекс RISC. С другой стороны, мкРНК от­
личаются от миРНК по молекулярному происхождению и, во многих случаях, по 
способу распознавания мишеней. Например, мкРНК образуются из специфиче­
ских предшественников, которые кодируются в геноме. Структура первичных 
транскриптов мкРНК и распознавание этих предшественников ядерной процесси- 
рующей машиной, вероятно, определяет последовательность и структуру зрелых 
мкРНК. Напротив, миРНК образуются из предшествующей дцРНК, которая мо­
жет быть экзогенной или образовываться из транскрибированной в двух направ­
лениях эндогенной РНК после ее отжига. Действие мкРНК основано на взаимо­
действии с мРНК в ее З'-UTR путем гибридизации по нескольким основаниям с 
неполной комплементарносгью. В противоположность этому, миРНК часто образу­
ет совершенные двухцепочечные комплексы с мРНК-мишенями.

Два события в ходе процессинга ведут к образованию зрелой мкРНК. Во-пер- 
вых, незрелый транскрипт мкРНК (pri-мкРНК) процессируется в 70-нуклеотид- 
ный предшественник (pre-мкРНК). Во-вторых, этот предшественник рестрициру- 
ется с образованием 21—25-нуклеотидной зрелой мкРНК (см. цв. вклейку, 
рис. 5.19). Известно, что pri-мкРНК локализуется в интронах генома клетки-хо- 
зяина и поэтому может транскрипционно регулироваться с использованием 
промотеров генов хозяина.

Возникает мкРНК из предшественников, сложенных в двухцепочечную 
структуру, подобную «шпильке». Зрелая мкРНК чаще всего образуется из одно­
го плеча предшествующей «шпильки» РНК и освобождается из первичных 
транскриптов путем шагообразного процессинга двумя разными ферментами 
типа РНКаза III, один из которых называется Drosha, а другой — Dicer. Эти 
ферменты образуют в сайте рестрикции РНК на ее З'-конце 2 непарных нуклео-
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тида. РНКаза III Drosha расположена в ядре, где путем рестрикции рп-мкРНК 
она образует рге-мкРНК размером приблизительно 70 пар оснований. Экспор­
тируется pre-мкРНК в цитоплазму с помощью белка экспортина 5, ядерно-цито- 
плазматического переносчика РНК, зависимого от ГТФазы. Оказавшись в цито­
плазме, эти предшественники преобразуются ферментом Dicer в маленькие 
дцРНК, которые содержат зрелую нить мкРНК и комплементарную ей одноце­
почечную копию РНК — мкРНКк (см. цв. вклейку, рис. 5.19).

К компонентам комплекса RISC относятся белки семейства Argonaute (AGO). 
У человека четыре белка этого семейства (A g o l—Ago4) принимают участие в 
формировании комплексов RISC с мкРНК, и только один (Ago2) — в формиро­
вании комплексов RISC с миРНК. Мутации в гене DICER нарушают биогенез 
мкРНК и вызывают разнообразные дефекты развития, включая дефекты ЗСК у 
червей С. elegans, остановку развития у полосатых рыбок, и уменьшение числа 
стволовых клеток у мышей. Мутации генов семейства AGO связаны с возникно­
вением разнообразных фенотипов в процессе развития и нарушением функции 
самоподдержания зародышевых стволовых клеток в процессе овогенеза у дро­
зофилы (рис. 5.20).

Некоторые мкРНК различно экспрессируются в стволовых клетках, в зави­
симости от специфической роли в регуляции функций стволовых клеток. Геном 
дрозофилы содержит два изофермента Dicer: Dicer-1 и Dicer-2. D icer-1 участвует 
в процессинге мкРНК, тогда как Dicer-2 необходим для процессинга миРНК. 
Повреждение двух аллелей гена D icer-1 ведет к опустошению яйцевых камер 
в яйцеклетках у самки дрозофилы. При этом нарушается пролиферация ЗСК,

Dicer-1

I
мкРНК

TgfP

С

Переход G1/S Остановка деления в G1/S
Рис. 5.20. Механизм регуляции деления зародышевых стволовых клеток в овоцитах дрозофилы

с помощью мкРНК:
а — белок Dap негативно регулируется специфической мкРНК; б — утрата Dicer-1 нарушает 

функцию мкРНК, активность Dap повышается (Hatfield S. D. [et al.], 2005)
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отмечается снижение активности циклина А, циклина В и фосфогистона 3. Бе­
лок Dacapo (Dap), гомолог белков семейства ингибиторов циклинзависимых ки­
наз p21°P1/p 2 7 KiP1, негативно регулируется мкРНК. Dap связывает и инактиви­
рует комплексы циклин Е—Cdk2, циклин A—Cdk2, а повышенный уровень Dap 

; ведет к остановке клеточного цикла в переходе G1/S. Число ЗСК, экспрессирую­
щих Dap, увеличивается в популяции клеток, мутантных по Dicer-1. Снижение 
уровня Dap частично спасает продукцию цист у мух с мутантным Dicer-1.

Поскольку Dap является ключевым компонентом перехода G1/S, этот белок 
используется как мишень для машины, ответственной за деление ЗСК в нише, 

1 где большинство клеток находятся в состоянии покоя. Сбалансированность ре­
гуляции перехода G1/S в ЗСК осуществляется путем ингибиции деления, вызы­
ваемой Tgfp, и активации деления с помощью снижения активности белка Dap 
посредством связывания мкРНК со специфическими сайтами в З'-UTR мРНК 
Dap.
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ГЛАВА 6 СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ BMI1 И SHH В РЕГУЛЯЦИИ 
ФУНКЦИЙ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

6.1. Роль Bmil -  члена семейства генов Polycomb -  
в регуляции функций стволовых клеток

Почему биологическая роль белков ВтИ и Shh 
рассматривается в одной главе?
Рассмотрим два сигнальных пути, в которых важную роль играют транс­

крипционные факторы Bmil и Shh. Современные публикации показывают, что 
Bmil, член семейства генов Polycomb, играет ключевую роль в самоподдержании 
стволовых кроветворных клеток (СКК) и нейрональных стволовых клеток 
(НСК) взрослого организма посредством репрессии генов, вовлеченных в разви­
тие клеточного старения (рис. 6.1). Сигналы, передаваемые белком Sonic Hedge­
hog (Shh), членом семейства генов Hedgehog, регулируют клеточные функции с 
помощью нескольких механизмов, в том числе и путем активации синтеза Bmil.

Апоптоз Клеточное строение Клеточная дифференцировка

Рис. 6.1. Белки Bmil и Shh активируют самоподдержание кроветворных и нейрональных ство 
ловых клеток путем репрессии генов, вовлеченных в развитие клеточного старения, клеточ 

ной дифференцировки и апоптоза (Sparmann A., van Lohuizen М., 2006)
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Виды, причины и признаки старения клетки
Клеточное старение, так же как дифференцировка и апоптоз, является гене­

тически программированной функцией клетки. Клеточное старение может акти­
вироваться внешними или внутренними сигналами. Выделяют внешнее и внут­
реннее клеточное старение, отличающиеся не только причиной возникновения, 
но и механизмом развития. Внутреннее (intrinsic), или репликативное клеточ­
ное старение, возникает в результате укорочения концов хромосом при делении 
клетки, его причины и механизмы рассматривались в главе 1 (см. рис. 1.16).

Внешнее (extrinsic) старение, не зависимое от теломер, может быть вызвано 
разнообразными факторами, такими как рентгеновское или ультрафиолетовое 
облучение, гипероксия, эктопическая экспрессия определенных онкогенов или 
опухолевых супрессоров. Внешнее клеточное старение активируется сигналами, 
независимыми от теломер, возникает при наличии функциональных теломер и 
при нормальном пролиферативном потенциале клетки. Например, в диплоид­
ных фибробластах человека линии IMR90 внешнее старение можно вызвать пу­
тем экспрессии экзогенного онкогена RAS, экспрессии активированной киназы 
Мек, обработкой хемотерапевтическим реактивом этопозид, экзогенной эксп­
рессией Cdkl p l6 Ink4a или интенсивным пассированием в культуре in vitro. В со­
стоянии старения клетки характеризуются одним большим ядрышком и небо­
льшими фокусами ДНК, которые визуализируются при ее окраске красителем 
DAPI. Напротив, покоящиеся клетки характеризуются несколькими маленьки­
ми ядрышками и более равномерной окраской ДНК красителем DAPI (рис. 6.2).

Клетки линии IMR90, инфицированные ретровирусом RAS и селективным 
маркером, через 3—5 дней после селекции накапливают гипофосфорилирован- 
ный pRb, белок p l6 Ink4a, и формируют так называемые фокусы гетерохроматина, 
связанные со старением (SAHF). Клетки с признаками старения остаются мета­
болически активными, проявляют характерные изменения в клеточной физио­
логии и экспрессии генов и активно продуцируют |3-галактозидазу, ассоцииро­
ванную с клетогным старением (senescence-associated p-galactosidase, Sa-p-gal).

Фибробласт в состоянии старения 
Рис. 6.2. Морфологические признаки старения клетки (Narita М. [et al.], 2003)
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В клетках в состоянии старения не экспрессируются гены, необходимые для про­
лиферации, даже в случае поступления митогенных сигналов извне. Эти черты 
отличают клеточное старение от остановки клеточного цикла, которое обратимо 
в ответ на действие митогенов. Клеточное старение, подобно апоптозу, является 
ответом на стресс, который ограничивает пролиферацию поврежденных клеток.

Существует предположение, что клеточное старение связано с изменением эк­
спрессии генов, которое регулируются эпигенетическими механизмами. Об этом 
свидетельствуют данные, что ингибиторы гистоновых ацетилаз, которые конден­
сируют хроматин и ингибируют транскрипцию некоторых генов, могут вызывать 
состояние, подобное клеточному старению в фибробластах человека. Эти резуль­
таты позволяют предположить, что конденсация хроматина и последующее сни­
жение активности определенных генов может регулировать клеточное старение.

Хотя обычно клеточное старение изучается на отдельных клетках, этот про­
цесс важен для старения всего организма и развития опухолей. Клеточное ста­
рение часто обсуждается как клеточный эквивалент старения организма. Дейст­
вительно, увеличение активности Sa-p-gal может определяться в клетках пожи­
лых людей и пациентов с синдромом преждевременного старения. Более того, 
мутации, которые предотвращают репарацию ДНК или способствуют ее хрони­
ческому повреждению, могут способствовать и преждевременному старению 
клетки in vitro и in vivo. Некоторые гены, модулирующие старение клетки в ку­
льтуре, влияют на продолжительность жизни у мышей. Благодаря антипроли- 
феративному эффекту, клеточное старение потенциально является противоопу­
холевым механизмом. Мутации в определенных генах опухолевой супрессии 
компрометируют клеточное старение, таким образом делая вклад в клеточную 
иммортализацию и возникновение рака. Цитотоксические реагенты, которые 
используются в противоопухолевой терапии, могут вызывать клеточное старе­
ние, а нарушение процесса клеточного старения может способствовать устойчи­
вости к действию противораковых лекарств.

Модификации гистонов, характерные для старения
На молекулярном уровне гетерохроматиновые области обычно характеризу­

ются отсутствием ацетилирования по лизину 9 и 14 (НЗК9/14ас) и метилирова­
ния по лизину 4 гистона НЗ (НЗК4те), но обогащены по метилированному ли­
зину 9 того же гистона, который обозначается как НЗК9те (рис. 6.3). НЗК9те 
обеспечивает сайт связывания для белков семейства НР-1, адапторных молекул, 
которые нужны для сборки гетерохроматина и вовлечены в эпигенетическую 
регуляцию генов. Белки семейства НР-1 являются небольшими молекулами, 
располагающимися в области гетерохроматина у многих видов животных, 
включая дрожжи, мух, а также человека. Мутации генов НР-1 снижают сайлен­
синг генов в областях гетерохроматина, предполагая, что белки этого семейства 
необходимы для его локальной упаковки. Вероятно, роль белков Нр-1 в образо­
вании гетерохроматина подобна роли белков семейства Sir в формировании те- 
ломерных участков гетерохроматина у пивных дрожжей. Белки семейства НР-1 
специфически связывают через хромодомены метальную группу лизина 9 гис­
тона НЗ (НЗК9ше). Кроме того, белки семейства НР-1 образуют комплексы с 
метилтрансферазой Suv39h, которая метилирует НЗК9. Наконец, молекулы 
Нр-1 способны образовывать гомополимерные структуры. Эта факты предпола­
гают, что самовоспроизведение гетерохроматина у высших эукариот происхо-
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N -концевая последовательность Модификация Функциональная активность

Сайт связывания 
белков Нр-1 Н ЗК 9те

Сайленсинггенов /  
формирование гетерохроматина

4 9 10 14 18 23 27 28 
Номер аминокислотного остатка

Рис. 6.3. Маркеры модификации гистона НЗ при клеточном старении (Narita М. [et al.], 2003)

дит с помощью белков семейства НР-1, которые действуют подобно белкам се­
мейства Sir у пивных дрожжей (см. цв. вклейку, рис. 6.4).

При удвоении ДНК присутствие комплексов Нр-1—Suv39h на родительских 
нуклеосомах способствует метилированию вновь синтезированных нуклеосом, 
т. е. обеспечивает сайты связывания для других молекул Нр-1 и инициирует ка­
скад формирования гетерохроматина. Вновь образованный хроматин дочерней 
клетки, расположенный рядом с участками гетерохроматина материнской клет­
ки, метилируется, связывает Нр-1 и приобретает свойства гетерохроматина.

Ацетилирование лизинов 9 и 14 гистона НЗ (НЗК14ас) характеризует акти­
вацию генов. Известно, что гены стромелизин-1 (stromelysin-1) и р16,пк4а активи­
руются в процессе клеточного старения, тогда как гены циклин А и PCNA, кото­
рые относятся к мишеням белков семейства E2F, активируются в пролифериру­
ющих клетках (рис. 6.5). Накопление ацетилированного по лизинам 9 и 14 гистона

pRb \  %

J___1 Г  E2f J p

Сайт E2F

НЗК9/14ас 11

\

Н ЗК 9те

Рис. 6.5. Характеристика регуляторных белков, взаимодействующих с транскрипционными 
факторами E2f при клеточном старении: 

увеличение НЗК9/14ас на промотере гена стромелизина-1 отмечается при клеточном старении, но 
не в покоящихся клетках (в); количество НЗК9/14ас на промотерах генов PCNA и циклина А уве­
личивается в делящихся клетках (б) и снижается в покоящихся клетках (в); количество H3K9me 
и белка Нр-1 на промотерах генов циклина А и PCNA увеличивается в стареющих клетках (г) по 

сравнению с покоящимися клетками (Narita М. [et al.]. 2003)
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Клеточное старение Временная остановка деления

Рис. 6.6. Роль продукта гена ретинобластомы в механизме клеточного старения 
(Narita М. [et al.], 2003)

НЗ (НЗК9/14ас), связанного с промотером гена стромелизин-1, отмечается 
в клетках с клеточным старением, но не в покоящихся клетках, тогда как коли­
чество НЗК9/14ас, связанное с генами PCNA и циклином А, снижается при кле­
точном старении. С другой стороны, количество НЗК9/14ас, ассоциированное 
с геном стромелизин-1, не увеличивается в покоящихся клетках, показывая, что 
этот феномен специфичен для клеточного старения. Уровень ацетилирования 
НЗК9/14ас на промотерах генов циклина А и PCNA снижается в покоящихся 
клетках, показывая, что этот феномен не является специфичным для стареющих 
клеток.

Количество НЗК9ше и Нр-1, связанное с промотерами генов циклина А и 
PCNA, увеличивается в стареющих клетках по сравнению с покоящимися клет­
ками. При клеточном старении на промотерах генов циклина А и PCNA повы­
шается также уровень связанного pRb, но не р130, тогда как в покоящихся клет­
ках на тех же промотерах отмечается аккумуляция р130 (рис. 6.6).

Механизм внутреннего старения клеток человека
В 1961 г. доктор JI. Хейфлик (L. Hayflick) опубликовал работу, в которой по­

казал, что нормальные фибробласты человека имеют ограниченную продолжи­
тельность репликативной жизни. Фибробласты человека необратимо останав­
ливаются после 50 клеточных делений и в культуре in vitro представляют собой 
большие и распластанные на адгезивной поверхности клетки. Такие клетки ха­
рактеризуются необратимой остановкой клеточного цикла и выживают в куль­
туре в течение длительного времени без очевидных признаков апоптоза. Это со­
стояние было названо репликативным кпетогным старением (рис. 6.7).

Концы хромосом — теломеры, упакованы в гетерохроматиновые структуры, 
которые воспроизводятся в клеточном цикле с помощью специальной теломе- 
разной системы. Если клетка не обеспечена такой системой, то хромосомы уко­
рачиваются при каждом клеточном делении. Теломеры предохраняют хромосо­
мы от слияния и предотвращают активацию контрольной точки повреждения 
ДНК и последующий апоптоз, который активируется при образовании двуцепо­
чечных концов ДНК (см. главу 4). Зародышевые и другие стволовые клетки
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человека, а также соматические клетки различных тканей мышей продуцируют 
теломеразный комплекс, который способствует репликации теломер и, таким 
образом, защищает клетки от репликативного старения. Соматические клетки 
человека лишены системы воспроизведения теломер и в культуре in vitro под­
вергаются клеточному старению.

/
Механизм внутреннего старения клеток мыши
Клетки мыши отличаются значительно более длинными теломерами (40— 

60 кб), от клеток человека (5—15 кб), и в некоторых случаях экспрессируют те­
ломеразный комплекс (рис. 6.7). Наличие длинных теломер и теломеразного 
комплекса увеличивает продолжительность репликативной жизни клеток 
мыши. Однако механизм репликативного старения может проявляться и в клет­
ках мыши при их интенсивном делении или нарушении функций теломеразного 
комплекса. Для изучения влияния повреждения теломеров в мышиных клетках 
ген РНК (TR) в теломеразном комплексе был мутирован в зародышевой мыши­
ной линии, затем были получены трансгенные мыши с генотипом T R -/-, 
не продуцирующие этот компонент теломеразного комплекса. У первых трех 
поколений мышей с фенотипом T R -/-  не проявлялись видимые нарушения. 
В четвертом поколении рекомбинантные мыши начинали показывать потерю 
теломерных повторов, анэуплоидию и слияние хромосом по типу «конец-в-ко- 
нец» (рис. 6.8). Клетки 5-го или 6-го поколения таких животных показывали 
зависимую от р53 остановку клеточного цикла и геномную нестабильность. Эти 
мыши были бесплодными вследствие неспособности их зародышевых стволо­
вых клеток делиться.

Для понимания роли р53 в клеточном старении мыши с генотипом T R -/-  
были скрещены с мышами с генотипом р53+ /-. В гибридах T R -/- , р53+/“ за‘

Рис. 6.7. Сравнение механизмов репликативного старения в клетках человека и мыши
(Hayflick L., 1965)
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Поколение Генотип Фенотип

T R -/- Нет нарушений фенотипа
F1

F2

F3 1у

F4 Потеря теломерных повторов, анэуплоидия и слияние 
хромосом по типу «конец в конец»

F5
F6

Остановка клеточного роста и апоптоз, устойчивость к индук­
ции канцерогенами опухолей кожи, сердечная недостаточность 
и стерильность, опосредованная активацией р53

F8
TR -/-,
р53+/-

Зависимый от р53 апоптоз ослаблен, мыши фертильны 
и выживают до 8-го поколения. У мышей возникает бесплодие 
вследствие истощения пролиферативного потенциала ЗСК

F6
TR -/-.
р53+/-

Сверхэкспрессия МУС и RAS увеличивает чувствительность 
к формированию рака, тогда как восстановление продукции TR 
предотвращает злокачественную трансформацию, вызванную 
экспрессией протоонкогенов МУС и RAS

Рис. 6.8. Механизм клеточного старения у трансгенных мышей с эмбриональной инактива­
цией компонента РНК теломеразного комплекса (T R -/-) (Chin L. [et al.], 1999)

висимый от р53 апоптоз был ослаблен, и такие мыши выживали до 8-го поко­
ления. Эти данные предполагают, что пролиферация клеток мышей может быть 
остановлена в результате повреждения теломеров подобно таковой в клетках 
человека, подвергающихся репликативному старению. Эмбриональные СК мы­
шей с фенотипом T R -/-  прекращают деление после 450 удвоений.

Пятое поколение мышей T R -/-  показывает зависимую от р53 устойчивость 
к индукции опухолей кожи, шестое поколение — симптомы преждевременного 
клеточного старения, включая сниженную способность отвечать на стрессы, та­
кие как заживление ран и восстановление кроветворения при истощении кост­
ного мозга. Потеря теломер в пятом поколении мышей T R -/-  также ведет 
к сердечной недостаточности, связанной с повышением уровня опухолевого су­
прессора р53. Эти данные предполагают, что укорочение теломер является не 
только механизмом опухолевой супрессии, но может способствовать старению 
организма и возникновению связанных с ним заболеваний.

Каков механизм передачи сигналов от поврежденных теломеров к р53? 
В нормальных и стареющих клетках р53 показывает различный рисунок фосфо­
рилирования. Сигнал от поврежденной ДНК к р53 передается киназами семей­
ства ATM (см. главу 5). Повреждение теломер ускоряется в фибробластах паци­
ентов с атаксией-телеангиэктазией (наследственном синдроме, возникающем 
вследствие инактивирующих мутаций в киназах семейства ATM). Другой извест­
ной посттрансляционной модификацией, которая активирует р53, является его 
ацетилирование. р53 ацетилируется в стареющих клетках с помощью различ­
ных ацетилтрансфераз, например рЗОО/СЬр или Мр1, что предотвращает его 
убиквитинацию лигазой Mdm2 (см. рис. 6.9).

Активация р53 в ответ на стрессорные условия является причиной останов­
ки клеточного цикла, активации апоптоза и возникновения клеточного старе-
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ния. Инактивация р53 увеличивает продолжительность жизни фибробластов 
человека. Активность р53 и его мишени — гена Cdkl p21Cipl — увеличивается 
при клеточном старении. Направленная инактивация гена р21аР1, который игра­
ет патогенетическую роль в индукции клеточного старения в фибробластах че­
ловека путем инактивации Cdk, является достаточной для преодоления клеточ­
ного старения. р53 может быть стабилизирован с помощью белка p l9 (p l4 )Arf, 
активация которого ингибирует Mdm2 — убиквитиновую лигазу, инактивирую­
щую р53. Поскольку многие клетки человека при злокачественной трансформа­
ции имеют мутации в гене p l9 Ink4d, этот белок рассматривается как опухолевый 
супрессор. Уровень мРНК p l9 Ink4d очень низок в нормальных фибробластах че­
ловека, но его экспрессия увеличивается в том случае, если клетки подвергают­
ся репликативному старению (см. рис. 6.9).

У трансгенных мышей с фенотипом T R -/-  и нефункционирующей контроль­
ной точкой повреждения ДНК, укорочение теломеров может вызывать геном­
ную нестабильность и образование опухолей, независимо от присутствия тело- 
меразного комплекса. Сверхэкспрессия онкогенов МУС и RAS в мышиных эмб­
риональных фибробластах, полученных от шестого поколения мышей T R -/- , 
р53+ /- вызывает злокачественную трансформацию клеток, тогда как эктопиче­
ская экспрессия TR нормализует активность теломеразного комплекса и предот­
вращает трансформацию клеток (см. рис. 6.8).

Механизм внешнего клеточного старения, роль pRb и р53
Почему нормальные мышиные эмбриональные фибробласты (МЭФ), обла­

дающие длинными теломерами и теломеразным комплексом, стареют в культу­
ре вне организма? Потому что эти клетки подвергаются внешнему старению, ко­
торое является ответом на оксидативный стресс в культуре in vitro. Внешнее ста­
рение клетки является результатом ее ответа на стресс и последующее 
повреждение ДНК, или прямое повреждение ДНК. Стандартные условия в куль­
туре in vitro включают присутствие в газовой среде для культивирования клеток 
20 % атмосферного кислорода, что создает значительно более высокое напря­
жения кислорода по сравнению с тем, которое испытывает большинство клеток 
внутри организма. В таких условиях нормальные МЭФ показывают признаки 
оксидативного стресса, включая повреждение ДНК. МЭФ, полученные от мы­
шей с инактивированным геном р53, не стареют в условиях оксидативного 
стресса (рис. 6.9).

pRb и р53 являются важными регуляторами клеточного старения, типично 
активируются в процессе клеточного старения, и усиленная экспрессия любого 
из этих белков вызывает старение в некоторых клеточных типах. В фибробла­
стах человека экспрессия онкобелков вирусов, трансформирующих ДНК и инак­
тивирующих pRb и р53, может преодолеть клеточное старение. Например, эксп­
рессия большого Т-антигена вируса SV40, который физически взаимодействует 
с pRb и р53, преодолевает клеточное старение. Т-антиген, лишенный способно­
сти связывать эти белки, в значительной степени утрачивает такую способ­
ность. Белок Е1а аденовируса связывает «покетные» белки, препятствует оста­
новке клеточного деления, опосредованной. р53, и предотвращает клеточное 
старение, вызванное повреждением ДНК и онкогеном RAS. Утрата фибробла- 
стами белка р53 достаточна для преодоления клеточного старения, тогда как 
изолированная инактивация pRb не оказывает очевидного эффекта на этот
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Рис. 6.9. Механизм внешнего старения клеток мыши (Sherr С. J.. DePinho R. А., 2000)

феномен. Однако МЭФ с инактивацией всех трех членов семейства pRb теряют 
способность подвергаться клеточному старению в культуре in vitro (см. табл. 
5.3). Как описывалось ранее, член семейства продукта гена ретинобластомы, бе­
лок р130, опосредует состояние клеточного покоя путем взаимодействия с бел­
ками семейства E2F на промотерах генов, регулирующих прогрессию клеточно­
го цикла. Наоборот, pRb может связываться с белками семейства НР-1 и гисто­
новой метилтрансферазой Suv39hl, показывая возможность своего участия 
в метилировании гистонов и рекрутировании белков семейства НР-1 к промоте- 
рам генов, отвечающих на E2f в процессе клеточного старения (см. рис. 6.6). 
pRb колокализутся с SAHF в клетках с активированным механизмом старения.

Во многих случаях р53 и pRb активируются и способствуют клеточному ста­
рению с помощью продуктов генов p l6 Ink4a/p l9 Arf, которые аккумулируются 
в стареющих клетках. Мутации в генах p l6 tak4a или p l9 Arf могут предотвратить 
клеточное старение (см. рис. 6.9). Онкобелок Е1а, который вызывает имморта- 
лизацию клеток, препятствует функции pRb и предотвращает формирование фо­
кусов гетерохроматина, ассоциированных с клеточным старением (SAHF). pRb 
взаимодействует с Нр-1 путем связывания мотива LxCxE, и это взаимодействие 
может разрушаться белком аденовируса Е1а. Экспрессия белка р161пЫа индуци­
рует продукцию р-галактозидазы, способствует формированию SAHF и репрес­
сирует гены-мишени E2f.

Роль члена семейства Polycomb — белка Bm il — 
в механизме клеточного старения
МЭФ, полученные от животных с инактивацией в эмбриональном периоде 

обеих аллелей гена BMI1, члена семейства Polycomb, показывают ускоренное 
старение, что сочетается с аккумуляцией белков p l6 Ink4a и p l9 Arf. Наоборот,
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Фибробласты линии BJ Фибробласты линии WI-38

Клеточное старение
Рис. 6.10. Сравнение различных механизмов клеточного старения в фибробластах человека 

линий WI-38 и BJ (Itahana К. [et al.], 2004)

сверхэкспрессия Bmil замедляет старение МЭФ и увеличивает репликативную 
продолжительность жизни фибробластов человека путем ингибиции активности 
локуса Ink4.

Сверхэкспрессия Bmil в фибробластах человека линии WI-38, продуцирую­
щих p ie 11*48, ведет к элиминации таких клеток уже на ранних пассажах 
(рис. 6.10). Продукция в клетках WI-38 мутантного белка Bmil, проявляющего 
доминантно-негативную активность, индуцирует экспрессию p ie 1"14* и ускоряет 
старение. Клетки со сверхэкспрессией Bmil и укороченными теломерами стареют 
медленнее контрольных клеток, обладающих подобными по длине теломерами. 
Клетки с фенотипом старения при поддержании в культуре in vitro более 1 мес. 
показывают сниженный уровень Bmil и увеличение продукции p l6 ,nk4*. Основы­
ваясь на этих наблюдениях, было предположено наличие двух различных меха­
низмов старения фибробластов человека в культуре in vitro: внешнего, опосредо­
ванного р161пк4а, и внутреннего, являющегося следствием укорочения теломер. 
В культуре фибробластов линии WI-38, обладающих сравнительно длинными те­
ломерами, постоянно возникают клетки с признаками старения. Сверхэкспрессия 
Bmil спасает эти клетки от внешнего старения путем супрессии p l6 Ink4a и увели­
чивает продолжительность жизни таких клеток. Однако укорочение теломер 
вследствие активной пролиферации постепенно вызывает внутреннее старение и 
в клетках со сверхэкспрессией Bmil. С другой стороны, клетки линии BJ, не эксп­
рессирующие p l6 tak4a, резистентны к стрессу, вызванному внешними факторами, 
и не подвергаются внешнему клеточному старению (см. рис. 6.10).

Таким образом, клетки, лишенные белка p ie 1’*48, подвергаются только внут­
реннему типу старения, зависимому от укорочения теломер. В соответствии
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с этой идеей сверхэкспрессия Bmil не может вызвать увеличения продолжите­
льности жизни клеток BJ, которые подвергаются клеточному старению при бо­
лее коротких теломерах, чем стареющие клетки линии WI-38.

В клетках линии WI-38 существуют транскрипционные факторы, которые 
вызывают продукцию p l6 Ink4a в ответ на стресс. Одним из таких факторов явля­
ется транскрипционный фактор Etsl, способный индуцировать активность гена 
p l6Ink4a и клеточное старение. Другой транскрипционный фактор, Id-1, является 
ингибитором Etsl. Различные линии фибробластов, такие как WI-38 и BJ, могут 
проявлять различную чувствительность к стрессу и способность регулировать 
продукцию p l6 Ink4a, что опосредовано различным уровнем белков Etsl, Id-1, 
Bmil и, возможно, других факторов, регулирующих продукцию p l6 lnk4a. Извест­
но, что WI-38 являются легочными фибробластами, тогда как фибробласты BJ 
являются производными кожи. Большинство легочных фибробластов, по-види­
мому, имеют более короткую репликативную продолжительность жизни, чем 
фибробласты кожи. Таким образом, продолжительность жизни клеток может 
зависеть от тканевого происхождения, что отражает их способность подвергать­
ся опосредованному p l6 ,nk4a клеточному старению.

Роль семейства Polycomb и белка Bmil 
в регуляции самоподдержания стволовых клеток
Гены, контролирующие план и сегментацию тела у мух, формируют семейст­

во НОХ. Активность генов НОХ поддерживается двумя большими группами 
транскрипционных регуляторов, семействами генов Polycomb (PcG) и Trithorax 
(TrxG). При нарушении активности продуктов этих генов рисунок экспрессии 
генов НОХ вначале не изменяется, но в процессе развития плода не может под­
держиваться на исходном уровне. Факторы семейств PcG и TrxG действуют 
в противоположных друг другу направлениях. Белки TrxG необходимы для под­
держания предварительно активированной транскрипции генов НОХ. Напро­
тив, белки семейства PcG формируют стабильные комплексы, связывающие 
хроматин и поддерживающие экспрессионное состояние генов в клетках, в ко­
торых экспрессия генов НОХ не была активирована в критическое время. Чле­
ны семейств PcG и TrxG, участвующие в ремоделировании хроматина и регули­
рующие эпигенетические события, такие как модификация гистонов, вовлечены 
в регуляцию судьбы соматических стволовых клеток зрелого организма путем 
участия в механизмах их самоподдержания, клеточного старения и, возможно, 
старения организма в целом.

В составе семейства генов PcG идентифицировано два многокомпонентных 
белковых комплекса. Polycomb репрессивные комплексы 2 и 1 (PRC2 и PRC1) 
(табл. 6.1).

Комплекс PRC2 вовлечен в инициацию феномена сайленсинга генов и со­
держит гистоновые деацетилазы и гистоновые метилтрансферазы, метилирую­
щие лизины 9 и 27 гистона НЗ и лизин 26 гистона Н1, что является меткой сай­
ленсинга генов. Комплекс PRC2 содержит белки Suzl2, Eed, RbAp46/48, гисто- 
новую метилтрансферазу Ezh2, которая триметилирует НЗК27 (НЗК27теЗ). 
Комплекс PRC1 вовлечен в поддержание репрессии генов путем распознавания 
метилированного лизина НЗК27теЗ (рис. 6.11).

У мух Drosophila комплекс PRC1 состоит из 4 основных элементов, тогда как 
у млекопитающих существует несколько гомологичных белков каждого из
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Таблица 6.1

Номенклатура генов семейства Polycomb 
(Valk-Lingbeek М. Е. [et al.]., 2004)

Название комплекса Белки, входящие в состав комплекса

PRC2 — комплекс, инициирующий сайленсинг генов 

PRC1 — комплекс, поддерживающий сайленсинг генов

Eed
E zhl
Ezh2
S uzl2
C bx2/H pcl
Cbx4/Hpc2
Cbx8/Hpc3
E d rl /H p h l
E dr2/H ph2
E dr3/H ph3
R in g l/R n fl/R in g l a
Rnf2/R inglb
Bm il
R n fll0 /Z e p l4 4
Z nfl34
Yyl
Scmll
Scml2
P h fl
Mel-18
Rae-28

4 основных элементов. На рисунке 6.12 (см. цв. вкл.) в качестве основных эле­
ментов комплекса PRC1 показаны Ringlb, Bmil, Cbx2, 4 или 8 и Edrl. Стабиль­
ное взаимодействие комплекса PRC1 с НЗК27теЗ нуждается в убиквитинации 
лизина 119 гистона Н2А (H2AK119ubl) лигазой Ringlb.

Семейство TrxG состоит из трех основных элементов: Wdr5, Ash21 и Rbbp5. 
Эти элементы могут взаимодействовать с гистоновыми метилтрансферазами 
(Hmt), например Setl или членами семейства лейкемии смешанного типа

Н1

НЗ

(m e) ( т е .  т е .  т е )
НЗ « г ------------PRC2

9 10 14 18 23 2728

C g )
Инициация сайленсинга генов

26

Н2А с-- ---- ------------■ ' Y  PRC1
119

( т е ,  т е , т е ^ Поддержание сайленсинга генов

9 10 14 18 23 2728

Рис. 6.11. Модификации гистонов. характеризующие активацию комплексов PRC1 и PRC2 
и феномен сайленсинга генов (Valk-Lingbeek М. Е. [et al.], 2004)
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(MLL). Hmt комплекса TrxG триметилируют лизин 4 гистона НЗ (НЗК4шеЗ), 
что является меткой активного хроматина (см. цв. вклейку, рис. 6.12).

Важность белков семейства PcG иллюстрируется опытами с эмбриональным 
нокаутом. Инактивация любого белка семейства PRC2 вызывает гибель мыши 
в эмбриональном периоде. Опыты in vitro показывают, что клетки с инактиви­
рованными генами EED или SUZ12, полученные от эмбрионов, не способны 
поддерживать плюрипотентность и склонны к дифференцировке. Несколько 
членов комплекса PRC1 играют критическую роль в регуляции самоподдержа­
ния соматических стволовых клеток. Например, инактивация Edrl или Bmil со­
провождается потерей способности к самоподдержанию кроветворных стволо­
вых клеток. Утрата Bmil связана также с нарушением самоподдержания стволо­
вых клеток молочной железы и центральной нервной системы.

В 2006 г. несколько групп исследователей опубликовали результаты, пока­
зывающие, что мишенями белков семейства PcG в ЭСК являются не только 
гены семейства НОХ, но и другие регуляторы, такие как транскрипционные 
факторы Sox, Tbx и Gata. Эти гены репрессированы в ЭСК, но в ходе дифферен- 
цировки частично экспрессируются. Для хроматина ЭСК характерно широкое 
присутствие бивалентных доменов, т. е. двойной гистоновой метки: НЗК4теЗ, 
присущей активному хроматину, и НЗК27теЗ, связанной с неактивным хрома­
тином. Гены в ЭСК можно подразделить на три категории:

1) несущие только метку активного хроматина НЗК4теЗ;
2) содержащие одновременно метку активного хроматина НЗК4теЗ и неак­

тивного хроматина НЗК27теЗ;
3) не содержащие ни одной из этих меток.
Функционально гены этих групп различны. В частности, маркировка гена 

только триметилированием лизина 4 гистона НЗ (НЗК4теЗ) сочетается с актив­
ной экспрессией и метит гены, включенные в общий метаболизм. Гены с бива­
лентными доменами характеризуются значительно более низкой экспрессией 
и представляют собой регуляторы развития. Отсутствие той и другой метки 
свойственно генам с тканеспецифическими функциями. Такие гены, вероятно, 
регулируются стимулами, требующими быстрого ответа, что несовместимо 
с эпигенетическим характером регуляции. Напротив, наличие бивалентных до­
менов позволяет клетке отложить решение об ответе, что играет роль при ана­
лизе сложных сигналов, например в случае выбора клеточной судьбы. В некото­
рых случаях семейство PcG играет регуляторную роль в зрелом организме, на­
пример при регуляции активности локуса 1пк4. Этот локус кодирует гены 
p l6 ,nk4a и p l4 (p l9 )Arf, которые экспрессируются при стрессе, онкогенной актива­
ции и клеточном старении. В отсутствие генов BMI1 или EZH2, белки 1пк4а 
и p l4 /p l9 Arf начинают экспрессироваться конститутивно, что вызывает клеточ­
ное старение. Сверхэкспрессия Bmil способствует торможению активации 
Ink4a/Arf даже при наличии онкогенных стимулов.

В эмбриональных стволовых клетках транскрипционные факторы, регули­
рующие плюрипотентность (например Nanog и Oct3/4), характеризуются при­
сутствием НЗК4теЗ в хроматине, связанном с их генами. При репрессии этих 
генов в ходе дифференцировки ЭСК формируют бивалентные домены. В более 
дифференцированных клетках, например в легочных фибробластах, соотноше­
ние H3K27me3/H3K4me3 в генах ОСТЗ/4 и NANOG увеличивается. В этом слу­
чае PcG используется для инициации сайленсинга в большей степени, чем для 
выбора клеточной судьбы.
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Стволовые кроветворные клетки (СКК) и нейральные стволовые клетки, т. е. 
клетки центральной и периферической нервной системы (НСК) экспрессируют 
высокий уровень белка Bmil, члена семейства PcG и одного из основных факто­
ров комплекса PRC1. Bmil вначале был идентифицирован как продукт онкогена, 
взаимодействующий с белком С-тус на модели мышиной лимфомы. Белок Bmil 
содержит на аминокислотном конце домен — «кольцевой палец» (RING finger), а 
в центре молекулы — домен HtH (helix-tum-helix), ответственный за образование 
димеров с другими членами семейства HtH. Структурная целостность домена 
«кольцевой палец» опосредует роль Bmil в образовании лимфомы у трансгенных 
мышей, экспрессирующих этот белок. Мыши, у которых в постнатальном перио­
де отсутствует Bmil, проявляют дефекты кроветворения, скелетных, кроветвор­
ных, нейрологических функций и нарушения развития мозжечка.

Современные исследования показали, что Bmil необходим для самоподдер- 
живающих делений СКК и НСК, но его активность не является обязательной 
для образования дифференцирующихся клеток-потомков. Например, транс­
плантация клеток фетальной печени с фенотипом B m il- / -  приводит только ко 
временному восстановлению кроветворной системы реципиентов, предполагая, 
что трансплантированные мутантные клетки не способны образовывать долго­
живущие СКК, но формируют мультипотентные предшественники, способные 
поддерживать кроветворение в течение 4 —8 нед. Как и в случае со СКК, ослаб­
ление функции самоподдержания НСК, у которых снижена активность Bmil, 
сопровождается их истощением в постнатальном периоде, но пролиферация и 
выживание коммитированных клеток-предшественников с низкой активностью 
Bmil остаются нормальными. Поскольку у мышей, не экспрессирующих Bmil, 
происходят изменения во многих тканях, было предположено, что продукт гена 
Bmil участвует в регуляции самоподдержания многих или всех типов ССК.

Bmil может также играть ключевую роль в возникновении некоторых типов 
рака. В 11 % клеток лимфомы мантийного типа отмечаются 3—7-кратная амп­
лификация гена ВМИ и повышение уровня его продукта. На модели мышиной 
лейкемии установлено, что Bmil необходим для поддержания лейкемических 
клеток. Среди всех клеток при остром миелоидном лейкозе только клетки, со­
держащие ген BMI1 дикого типа, обладали способностью выживать при повтор­
ных трансплантациях. Учитывая, что в стволовых клетках больных с острым 
миелоидным лейкозом отмечается высокий уровень белка Bmil, предполагает­
ся, что он необходим для самоподдержания лейкемических СК у человека.

Мишени Bmil

Опыты с изучением большой выборки генов предполагают, что продукт гена 
BMI1 модулирует самоподдержание СКК, опосредованное регуляцией генов, 
важных для выбора клеточной судьбы, а также генов выживания и антипроли- 
феративных генов. Мишень Bmil — локус Ink4, кодирующий белки p l6 Ink4a 
и p l9 Arf, при активации в СКК способствует клеточному старению и апоптозу 
(рис. 6.13).

Уменьшение активности p l6 Ink4a в НСК со сниженной продукцией Bmil час­
тично восстанавливает их способность к самоподдержанию. Мыши с отсутстви­
ем Bmil способны к индукции как p l6 Ink4a, так и p l9 Arf в различных кроветвор­
ных и нейральных тканях. Сверхэкспрессия как p l6 Ink4a, так и p l9 Arf вызывает 
остановку клеточного цикла и апоптоз через зависимый от р53 сигнальный
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Рис. 6.13. Механизм регуляции клеточного цикла, апоптоза и клеточного старения продуктом
гена BMI1 (Park I. К. [et al.], 2004)

путь. Двойная делеция генов p l6 lnk4a/1 9 Arf частично спасает фенотип, наблюдае­
мый у мышей со сниженной активностью Bm il, предполагая, что p l6 Ink4a, p l9 Arf 
и р53 являются нижележащими эффекторами Bm il, вовлеченными в контроль 
пролиферации и выживания СКК при самоподдерживающих клеточных делени­
ях. Bm il поддерживает популяцию СКК отчасти путем репрессии генов, вовле­
ченных в регуляцию клеточного старения.

Увеличение уровня экспрессии мишени гена р53 — W igl в костном мозге 
мышей с фенотипом B m i l - / -  предполагает, что сигнальный путь p l9 Arf может 
быть активирован в кроветворных клетках мышей в ответ на инактивацию 
Bmil. W igl является белком, связывающим двухцепочечную РНК и ингибирую­
щим рост опухоли in vitro. Вероятно, этот белок может принимать участие в сиг­
нальном пути р53, активируемом в ответ на стресс. Наблюдение, что мыши со 
сниженной активностью р53 содержат увеличенное число стволовых клеток, со­
ответствует фактам, что р53 является мишенью Bmil. Экспрессия некоторых 
членов семейства генов НОХ также изменяется в кроветворных тканях и ней­
росферах (колонии, возникающие при делении НСК в культуре in vitro), полу­
ченных от мышей со сниженной активностью продукта гена BMI1.

Существуют доказательства, что Bmil может регулировать экспрессию теломе- 
разы в эпителиальных клетках молочной железы человека и играет важную роль в 
развитии опухолей молочной железы. Bmil сверхэкспрессирован в нескольких 
стабильных линиях, полученных из клеток опухолей молочной железы. Вероят­
но, Bmil активирует иммортализацию клеток молочной железы путем сайлен* 
синга гена p l6 ,nk4* и увеличивает продолжительность их репликативной жизни,
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Рис. 6.14. Потенциальные мишени продукта гена ВМИ: 
Ai6 — ингибитор апоптоза 6 (Park I. К. [et al.], 2004)

что позволяет трансформированным клеткам молочной железы избегать кле­
точного старения. В клетках человека механизм иммортализации может быть 
связан с активацией обратной транскриптазы теломеразного комплекса, что ве­
дет к индукции теломеразной активности. Хотя TERT является прямой мише­
нью с-Мус, который вызывает активацию ее транскрипции в МЭФ, Bmil, веро­
ятно, действует независимо от с-Мус (рис. 6.14).

Поскольку Bmil является транскрипционным репрессором, индукция теломе­
разной активности в случае активации теломеразы является непрямым механиз­
мом. Мутационный анализ Bmil предполагает, что домены «кольцевой палец» и 
мотив HtH в его структуре поддерживают способность этого белка индуцировать 
теломеразу и вызывать иммортализацию. Эти данные предполагают, что Bmil 
прямо или опосредованно активирует экспрессию теломеразы в эпителии 
молочной железы и может способствовать развитию рака молочной железы. Ин­
дукция теломеразы с помощью Bmil зависит от типа клеток. Например, Bmil не 
способен индуцировать активность теломеразы в фибробластах кожи человека 
линии BJ. Этот факт соответствует наблюдению, что сверхэкспрессия Bmil не им- 
мортализует некоторые линии фибробластов человека. Вероятно, активность 
Bmil важна для поддержания многих типов ССК, поскольку этот белок экспрес­
сируется во многих тканях. Мыши со сниженной активностью Bmil проявляют 
дефекты развития многих органов. Bmil также важен для поддержания лейкеми- 
ческих и других ОСК, поэтому этот ген и его продукт могут быть использованы 
как молекулярные мишени для индукции клеточного старения в ОСК.

Bmil поддерживает размер популяции СКК и регулирует ключевые гены, 
вовлеченные в механизмы старения организма и клеточного старения. Пока 
не ясно, подвергаются ли СК старению по мере старения организма. У мышей 
линии C57BL, которые служат моделью в большинстве экспериментов, число 
СКК увеличивается с возрастом без потерь клеточных функций. Однако у опре-
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деленных линий мышей клеточное старение может появляться в процессе ста­
рения всего организма. Потенциал для восстановления костного мозга у леталь­
но облученных мышей в экспериментах с серийной трансплантацией СКК огра­
ничен. Такие ограничения могут быть результатом или внутренней программы 
старения СКК, которое появляется в случае превышения числа лимитирующих 
делений, или является следствием повреждения СКК в результате стрессорных 
воздействий на трансплантируемые клетки. Возможно, что потеря активности 
СКК в любом случае опосредуется Bmil или его нижележащими мишенями 
(см. рис. 6.14).

6.2. Роль белка Sonig Hedgehog в регуляции функций стволовых клеток 

Процессинг Shh

Shh принадлежит семейству Hedgehog, члены которого являются секретиру- 
емыми сигнальными молекулами, действующими как локальные медиаторы во 
многих процессах развития у беспозвоночных и позвоночных. Нарушения 
в сигнальном пути Hedgehog в процессе развития могут быть летальными, а 
в клетках зрелого организма могут являться причиной рака. Белки Hedgehog 
были открыты у мух Drosophila, у которых мутация одного из генов этого семей­
ства ведет к образованию личинки с иглообразными отростками, напоминаю­
щими ежа (Hedgehog). Три гена кодируют белки семейства Hedgehog у позво­
ночных — Sonic, Desert и Indian. В активной форме члены семейства Hedgehog 
необычны в том отношении, что они ковалентно связаны с холестеролом, кото­
рый помогает ограничить диффузию белков при секреции (рис. 6.15).

Shh приобретает характеристики секреторной молекулы в результате внут­
римолекулярного аутопротеолиза и липидной модификации белка-предшест- 
венника с ММ 45 кДа, катализируемого его С-концевой частью (см. рис. 6.15).

Предшественник Shh -  белок с ММ 45 кДа

NH2 соон
Аутопротеолиз

NH2 СООН ♦ Холестеролтрансфераза СООН

Холестерольная модификация на СООН-конце, 
пальмитилирование на ЫН2-конце

NH2 СООН

Процессированная «зрелая» молекула Shh
Рис. 6.15. Процессинг белка Shh -  члена семейства Hedgehog 

(Benson R. A. [et al.], 2005)
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Аутопротеолиз сопровождается образованием аминоконцевого пептида с ММ 
19 кДа, эстерифицированного в его С-концевом домене молекулой холестерола. 
Эстерифицированный пептид ответственен за все известные сигнальные функ­
ции Shh. После присоединения холестерола белок подвергается дальнейшему 
пальмитилированию в его N-концевом участке, причем эффективное добавле­
ние пальмитина зависит от предыдущей модификации холестеролом и может 
усилить сигнальную активность белка. Белок, модифицированный двумя жиро­
выми остатками, взаимодействует с дистантными клетками-мишенями в форми­
рующихся конечностях и нейральной трубке позвоночных. Модификация холе­
стеролом придает белку Shh свойства, необходимые для его освобождения от 
секретирующих клеток и эффективного внеклеточного транспорта.

Сигнальный путь Shh \
Два трансмембранных белка Patched (Ptc) и Smoothened (Smo) опосредуют пе­

редачу сигналов, инициируемых всеми белками семейства Hedgehog (рис. 6.16). 
Белок Ptc имеет 12 трансмембранных доменов и служит рецептором для белков 
Hedgehog. В отсутствие сигналов Hedgehog Ptc ингибирует активность Smo. Smo 
является 7 мембранным белком со структурой, подобной рецептору Frizzled 
в сигнальном пути Wnt (см. гл. 8). Ингибиция Smo отменяется в том случае, 
когда Shh связывает Ptc, позволяя Smo передавать сигналы внутрь клетки. 
Большинство информации о передаче сигналов белком Smo было получено при 
генетических опытах на мухах Drosophila. В некоторых отношениях сигнальный 
путь Hedgehog оперирует подобно сигнальному пути Wnt. В отсутствие лиган­
дов Hedgehog белок регуляторного гена Cubitus interruptus (CI) протеолитиче-

Hedgehog —
Patched----- —  Smoothened

Микротрубочки------

■ ------Costal
— Suppressor of Fused 

ф  —  Киназа Fused
Cubitus interruptus (Ci)

Цитоплазма

Убиквитинация и процессинг
Ci в протеасомах

Рис. 6.16. Схема сигнального nynrHedgehog в неактивном состоянии 
(Ingham P. W., 1998)
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ски делится в протеасомах. В результате процессинга образуется полипептид с 
ММ 75 кДа, который транслоцируется в ядро, где он действует как транскрип­
ционный супрессор на гены-мишени сигнального пути Hedgehog (см. рис. 6.16).

Протеолитический процессинг белка Ci зависит от большого многокомпо­
нентного белкового комплекса. Этот комплекс содержит серин-треониновую 
киназу Fused с неизвестной функцией и адапторный белок Costal, который свя­
зывает процессирующий комплекс с микротрубочками, таким образом секвест­
рируя белок Ci вне ядра. В комплекс также входит адапторный белок Suppressor 
of Fused. При связывании лигандов Hedgehog с Ptc происходит активация сиг­
нального пути Shh (рис. 6.17). Протеолиз белка Ci ингибируется, его полнораз­
мерная форма освобождается из процессирующего комплекса, транслоцируется 
в ядро и активирует транскрипцию генов-мишеней.

Одним из генов-мишеней сигнального пути Shh является BMI1, функциональ­
ная роль которого в регуляции стволовых клеток уже рассматривалась. Другой 
мишенью Shh являются гены семейства W nt, играющие важную роль в эмбрио­
генезе и регуляции функций соматических стволовых клеток. В число мишеней 
Shh входят также N-MYC и циклин D1 (рис. 6.18). Перечисление этих генов по­
казывает, что Shh участвует в регуляции клеточного цикла и самоподдержания 
стволовых клеток через несколько сигнальных путей, один из которых опосре­
дован белком Bm il. Ген РТС также является мишенью Shh. Усиление экспрес­
сии белка Ptc на клеточной мембране ингибирует сигналы Hedgehog, выполняя 
функцию негативной обратной связи.

В настоящее время остаются невыясненными вопросы:
1) каким образом Ptc ингибирует Smo;
2) как Smo активирует передачу сигналов в ядро;

Hedgehog —  
Patched

Цитоплазма

Микротрубочки

-----Smoothened

—  Costal
■ ф  — Suppressor of Fused

—  Киназа Fused
—  Cubitus interruptus (Ci)

Полноразмерный Ci транслоцируется 
в ядро и активирует транскрипцию генов-мишеней

Рис. 6.17. Схема сигнального пути Hedgehog в активном состоянии 
(Ingham P. W., 1998)
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Smoothened

3) каким образом регулируется протеолиз белков Ci (хотя известно, что они 
фосфорил ируются);

4) каким образом происходит освобождение комплекса, инактивирующего 
Ci, от микротрубочек;

5) как контролируется освобождение непроцессированного Ci из деструк­
тивного комплекса?

У млекопитающих существуют три типа белков Hedgehog, две формы белков 
Ptc и три белка, подобных Ci, которые по биохимической природе являются 
транскрипционными факторами типа «цинковых пальцев» и называются Glil, 
Gli2 и Gli3. Белки G lil—2 в большинстве известных систем играют роль пози­
тивных медиаторов сигнального пути Hedgehog, a Gli3 часто играет антагони­
стическую роль (см. рис. 6.18).

GLI1 был вначале идентифицирован как ген, амплифицированный при глио­
ме человека. Его продукт обладает способностью трансформировать клетки 
in vitro в кооперации с белком Е1а аденовируса. Hedgehog и РТС были также 
идентифицированы как гены, вовлеченные в развитие опухолей различной тка­
невой специфичности, преимущественно глиом и медуллобластом, происходя­
щих из клеток головного мозга. Инактивирующие мутации гена РТС у человека 
ведут к избыточной активации сигнального пути Hedgehog и часто встречаются 
при базальной клеточной карциноме кожи, предполагая, что в нормальных 
условиях РТС участвует в контроле пролиферации клеток эпидермиса кожи.

Продукт гена Hedgehog первоначально был описан как секретируемый сиг­
нальный белок, необходимый для спецификации позиционной идентичности 
в эмбриогенезе дрозофилы. Потеря или снижение сигналов Hedgehog сочетается 
со многими нарушениями развития, одно из которых — циклопия. Она является 
результатом потери продукции белка Shh.
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Мишени Shh и механизм регуляции функций стволовых клеток
Shh может регулировать самоподдержание стволовых клеток через свою ми­

шень — ген BMI1. Ключ, с помощью которого внешние сигнальные молекулы 
модулируют функцию генов семейства PcG, в частности BMI1, в нервной систе­
ме был найден при изучении гранулярных нейральных клеток-предшественников 
мозжегка (CGNP). Развитие мозжечка регулируется белком Shh, который про­
дуцируется клетками Пуркинье (рис. 6.19). В ходе позднего эмбриогенеза ком- 
митированные гранулярные мозжечковые клетки мигрируют в область распо­
ложения внешнего гранулярного слоя (EGL), где они дифференцируются в грану­
лярные клетки-предшественники и активно пролиферируют. В последующем 
CGNP мигрируют внутрь мозга и дифференцируются в зрелые клетки, прини­
мая участие в формировании внутреннего гранулярного слоя мозжечка.

In vitro и in vivo Shh ингибирует терминальную дифференцировку мышиных 
CGNP и поддерживает их активную пролиферацию до 14 дня эмбрионального 
развития. Этот день совпадает с аккумуляцией в CGNP Cdkl р27^г, который 
останавливает пролиферацию CGNP в присутствие Shh. Прекращение передачи 
сигналов Shh ведет к немедленной потере пролиферативной активности CGNP. 
EGL содержит небольшое количество клеток, которые не подвергаются ограни­
чению пролиферации и не накапливают Cdkl p27KiP1. Такие клетки продолжают 
экспрессировать белок нестин, маркер НСК, и поддерживают неограниченно 
долгую пролиферативную активность. В опытах in vitro Shh также вызывает 
пролиферацию CGNP, которые в этих условиях активируют экспрессию генов 
N-MYC и циклинов D. CGNP, не продуцирующие Bmil, показывают нарушение 
пролиферативного ответа при стимуляции Shh. В этих клетках экспрессия Bmil 
может быть индуцирована как лигандом Shh, так и передатчиком его сигна­
лов — белком Glil. Уменьшение числа мозжечковых гранулярных нейронов у 
мышей с инактивацией Bmil в эмбриональном развитии также является резуль­
татом нарушений в сигнальном пути Shh вследствие отсутствия одной из его ни­
жележащих мишеней, Bmil (рис. 6.20). Shh важен для пролиферации и самопо­
ддержания клеток-предшественников суправентрикулярной зоны латерального 
желудочка (SVZ).

Рис. 6.19. Продольный срез головного мозга мыши (Altaba A. R. [et al.], 2004)
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Самоподдержание нейральных клеток-предшественников 

Рис. 6.20. Сигнальный путь Bmil опосредует действие белка Shh (Altaba A. R. [et al.], 2004)

Сигнальный путь Shh при канцерогенезе
Вовлеченность сигнального пути Hedgehog в механизм возникновения рака 

у человека была установлена при идентификации Ptc как опухолевого супрессо­
ра при синдроме Corlin, при котором отмечается увеличение риска возникнове­
ния базальной клеточной карциномы кожи (ВСС), медуллобластомы и других 
опухолей. Мутации, возникновению которых способствует конститутивная ак­
тивация передатчика сигналов Shh — белка Smo в отсутствие лигандов Hedge­
hog, были найдены также при спорадических опухолях. Доказательства важной 
роли Shh в возникновении медуллобластомы были получены при анализе фи­
зиологической роли Shh в раззитии мозжечка. Считается, что медуллобластома 
происходит из CGNP, и ее образование может быть следствием индуцирован­
ной Shh избыточной пролиферации этих клеток. Регуляция пролиферации кле­
ток медуллобластомы белком Shh может опосредоваться супрессией pRb, кото­
рый гиперфосфорилируется в клетках EGL, обработанных Shh. В соответствии 
с этой возможностью медуллобластома возникает у мышей в результате потери 
функций р53 и pRb (см. рис. 6.20).

Активация сигнального пути Hedgehog может вести к образованию ВСС, 
наиболее часто встречающейся опухоли кожи у европейцев. Классифицируемая 
как злокачественная опухоль, ВСС редко метастазирует и, очевидно, возникает 
без предзлокачественного поражения. Это наблюдение показывает, что инициа­
ция ВСС требует относительно небольшого количества предварительных стиму­
лов и, возможно, единичный стимул может вести к конститутивной активации 
транскрипции, опосредованной передатчиком сигналов Shh — белком Gli. Опу­
холь возникает из недифференцированных эпителиальных клеток волосяного
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фолликула. Shh участвует в морфогенезе волосяного фолликула, пролиферация 
клеток которого стимулируется при активации его экспрессии. Возможно, ВСС 
возникает в результате зависимой от сигналов Shh пролиферации фолликуляр­
ных стволовых клеток. Это предположение подтверждается экспериментальной 
моделью, на которой ВСС у мышей вызывается гиперпродукцией белка Gli, экс­
прессирующегося в недифференцированных эпителиальных клетках, в том чис­
ле в стволовых клетках волосяного фолликула. Гиперпродукция белка Gli регу­
лируется в такой модели путем экспрессии рекомбинантной конструкции, со­
держащей ген этого белка под промотером тканеспецифического гена 
цитокератина 5.

Мутации в других компонентах сигнального пути Shh наиболее часто встре­
чаются при спорадической ВСС и медуллобластоме. Например, у детей с медул- 
лобластомами были найдены зародышевые и соматические мутации в гене Sup­
pressor of Fused, который контролирует процессинг белка Glil (см. рис. 6.17).

Мутации гена Suppressor of Fused приводят к образованию неполноразмер­
ного белка, не способного транспортировать Glil из ядра, что сопровождается 
конститутивной активацией транскрипции генов-мишеней Glil. Мутации в сиг­
нальном пути Shh отмечаются у 25 % пациентов с медуллобластомами. Медул- 
лобластомы наиболее часто возникают у детей 2—7 лет, что соответствует высо­
кой пролиферативной активности клеток-предшественников мозжечковых гра­
нулярных нейронов во внешнем гранулярном слое в неонатальном и раннем 
постнатальном периоде.

Модели с генетическими нарушениями сигнального пути Shh
Мыши с направленной делецией гена РТС представляют собой ценный инст­

румент для исследования роли сигнального пути Shh/Ptc в контроле нормаль­
ной и неопластической пролиферации. Получены две различные линии мышей, 
гетерозиготных по РТС: 1) с отсутствием части экзона 1 и всего экзона 2; 2) с де­
лецией экзонов 6 и 7. Гомозиготная инактивация РТС ведет к гибели мышей на 
стадии Е9.5 эмбрионального периода, вызывая значительные дефекты в разви­
тии нервной и сердечно-сосудистой систем. Обе линии мышей, гетерозиготных 
по гену РТС, воспроизводят фенотип синдрома базально-клеточной карциномы 
(ВСС) человека, который характеризуется зародышевой мутацией РТС и вклю­
чает нарушения развития, предрасположенность к возникновению ВСС и ме- 
дуллобластом. Опухоли мозжечка у мышей с мутациями РТС напоминают ме- 
дуллобластомы человека и определяются у 15—20 % животных с инактивацией 
1 и 2 экзона РТС к 10-месячному возрасту. У большинства таких мышей прояв­
ляются те же симптомы опухоли, что и у человека, включая шаткую походку, 
недержание мочи и сниженную аккуратность ухода за собой. Нервная система 
таких мышей анатомически выглядит нормальной, так как инактивация одной 
аллели РТС не разрушает молекулярный контроль закладки нервной системы.

Ингибиция сигналов Shh может быть достигнута путем обработки делящих­
ся клеток циклопамином, растительным алкалоидом, действие которого тормо­
зит активность Smo (см. рис. 6.18). Однако циклопамин является тератогеном и 
вызывает значительные дефекты в развивающейся нервной системе. Поэтому 
его использование для ингибиции сигналов Shh не может быть рекомендовано 
в терапевтических целях для лечении опухолей мозга.
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Гаплонедостатогность (инактивация одной аллели гена) с сохранением ак­
тивности второй аллели известна для нескольких генов, включая гены нейро- 
фиброматоза, р27Юр1, р53, PTEN и других опухолевых супрессоров. Экспрессия 
белка, кодируемого оставшейся нормальной аллелью, может иметь промежу­
точное значение между полностью достаточным и недостаточным уровнем для 
супрессии опухоли. Хотя существует гипотеза, что Ptc функционирует как опу­
холевый супрессор, данные, полученные при анализе первичных опухолей чело­
века и мыши, предполагают, что потеря одной аллели РТС недостаточна для 
возникновения опухоли. Клетки опухоли человека и мыши при потере одной 
аллели гена РТС экспрессируют высокий уровень специфической мРНК.

В эксперименте на мышах активация сигнального пути S hh/P tc может быть 
индуцирована несколькими механизмами: сверхэкспрессией лиганда Shh или 
транскрипционных факторов GH1/GH2; активирующими мутациями SMO, сни­
жающими репрессию со стороны Ptc. Каждый из этих механизмов способствует 
образованию ВСС у мышей. Отмечено, что у пациентов с мутацией гена РТС 
увеличивается чувствительность к ионизирующей радиации и обычно возника­
ют опухоли из клеток базального слоя эпидермиса, подвергнутых ультрафиоле­
товому или ионизирующему облучению. У мышей с мутацией одной аллели 
РТС также отмечена повышенная чувствительность к облучению и склонность 
к возникновению опухолей после облучения в неонатальном периоде.

Роль Shh в регуляции клеточного цикла и самоподдержания стволовых клеток

Сигнальный путь Shh регулирует аккумуляцию клеток в фазе G 2/M  клеточ­
ного цикла. Было найдено, что белок Ptc взаимодействует с циклином В1 и под­
держивает цитоплазматическую локализацию фосфорилированного циклина В1, 
ингибируя клеточную пролиферацию. Перераспределение циклина В1 и замедле­
ние перехода G2/M , которое опосредуется связыванием циклина В1 с Ptc, может 
быть отменено с помощью лиганда Ptc — Shh, который активирует транслокацию 
циклина В1 в ядро и последующую прогрессию клеточного цикла. Таким обра­
зом, сигнальный путь Shh регулирует самоподдержание стволовых клеток в фазе 
G1, что опосредовано белком Bm il, и в фазе G2/M  путем ингибиции активности 
белка Ptc. Мишенью действия Shh также являются гены WNT, N-MYC и цикли­
нов D, активность которых связана с регуляцией клеточного цикла. Суммарно 
действие Shh представлено на рисунке 6.21, где видно, что этот белок является 
внеклеточным фактором и может влиять на самоподдержание стволовых клеток 
через внеклеточные или внутриклеточные сигнальные пути, что в некоторых слу­
чаях опосредовано активацией его мишени — гена BMI1.

6.3. Рак и старение организма

Организмы, обладающие способностью к тканевому самовоспроизведению, 
используют сеть генетических путей и клеточных ответов для предотвращения 
рака, который возникает вследствие нарушений регуляции в отделе активно де­
лящихся клеток. Основные пути опухолевой супрессии у млекопитающих воз­
никли в процессе эволюции на основе консервативных механизмов, которые 
у простых организмов действуют для регуляции эмбриогенеза или защиты заро­
дышевых клеток. Сдвиг от поддержания зародышевых клеток и контроля эмбри-
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Внеклеточные сигналы

Рис. 6.21. Место Bmil и Shh среди других сигнальных путей, регулирующих самоподдержание 
стволовых клеток (Valk-Lingbeek М. Е. [et al.], 2004)

онального развития у простых организмов до поддержания стабильности при 
воспроизведении соматических клеток у сложных организмов может иметь не 
только позитивные, но и негативные последствия. Современные данные пока­
зывают, что некоторые механизмы опухолевой супрессии, поддерживающие 
стабильность в самообновляющихся тканях млекопитающих, могут способство­
вать старению организма.

Рак поражает сложные организмы, такие как мышь и человек почти неиз­
бежно, по мере старения (рис. 6.22). Однако это правило не является общим 
для всех организмов. Например, у таких животных как С. elegans и Drosophila 
melanogaster не бывает рака. Каким образом возникает рак и что отличает орга­
низмы, болеющие опухолями, от тех, у которых опухоли не возникают?

Мышь Человек

Заболеваемость раком 
Выживаемость

Возраст, годы
Рис. 6.22. У сложных организмов заболеваемость раком увеличивается с возрастом

(Campisi J., 2003)
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Две эволюционные стратегии опухолевой супрессии

Возникновение рака у многоклеточных организмов зависит от того, являют­
ся они сложными или простыми. Важным различием простых и сложных орга­
низмов можно назвать наличие у последних самообновляющихся тканей, игра­
ющих важную роль в жизнеобеспечении организма, что и объясняет чувствитель­
ность сложных организмов к возникновению рака. Самообновляющиеся ткани 
позволяют сложным организмам замещать клетки, которые теряются при нор­
мальных и патологических процессах. Однако постоянная клеточная пролифе­
рация, способствующая поддержанию тканевого баланса, в то же время подвер­
гает геном риску приобретения и распространения мутаций, которые ведут 
к возникновению рака.

У сложных организмов в процессе развития возникают два основных меха­
низма супрессии рака, вероятность возникновения которого повышается в пе­
риоды половой зрелости и активной репродукции (рис. 6.23). Один механизм 
использует «санитарные» (caretaker) белки для защиты генома от приобретен­
ных и потенциально онкогенных мутаций. Другой механизм использует белки 
с функцией «охранников» (gatekeeper) для элиминации и предотвращения раз­
множения потенциально раковых клеток. Оба механизма возникают на основе 
предшествующих генетических путей, элементы которых присутствуют в про­
стых организмах, не болеющих раком.

Многие «санитарные» гены кодируют белки, которые принимают участие 
в поддержании эволюционно консервативных функций генома, таких как репа­
рация ДНК. Они включают геликазы, компоненты эксцизионного репарацион­
ного пути, белки, поддерживающие функцию теломеров и др. Напротив, многие 
гены-«охранники», играющие роль опухолевых супрессоров, отсутствуют у од­
ноклеточных организмов и появляются только у многоклеточных. Такие гены, 
например, кодируют белки р53 и pRb, которые контролируют клеточное старе­
ние и апоптоз (см. рис. 6.23).

Онкогенное повреждение

♦

Репарация ДНК
Остановка клеточного цикла, 
апоптоз, клеточное старение

Рис. 6.23. Эволюционные механизмы опухолевой супрессии основаны на активности 
«санитарных» и «охранных» систем (Campisi J., 2003)
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Опухолевая супрессия и продолжительность жизни
Гены опухолевой супрессии предотвращают заболеваемость раком и преж­

девременную смерть, так что их следует рассматривать как гены долголетия, ко­
торые замедляют процесс старения, помогают сохранить здоровье и увеличива­
ют продолжительность жизни. Такие гены и их продукты являются «санитара­
ми» опухолевой супрессии. Однако современные исследования допускают, что 
некоторые белки — «охранники», ингибирующие развитие опухолей, могут спо­
собствовать развитию старения у сложных организмов. Таким образом, связь 
между опухолевой супрессией и старением организма имеет две стороны.

Дефекты механизмов репарации ДНК увеличивают заболеваемость раком и 
скорость старения организма. Повреждение ДНК и потеря целостности генома 
в соматических клетках могут способствовать формированию фенотипа старе­
ния с помощью иного механизма, чем тот, который способствует возникнове­
нию рака. Так, некоторые опухолевые супрессоры могут действовать как гены 
продолжительности жизни, независимо от их роли в опухолевой супрессии. 
С другой стороны, механизмы «охраны», такие как апоптоз и клеточное старе­
ние, подавляют развитие рака, но могут облегчать развитие специфического фе­
нотипа старения.

Механизмы опухолевой супрессии и старения
При клеточном старении происходит остановка деления, но не удаление из 

организма поврежденных или функционально неполноценных клеток. Клеточ­
ное старение сопровождается изменениями в экспрессии генов, часть которых 
вызывает долговременную остановку пролиферации. Например, происходит ин­
дукция ингибиторов клеточного цикла Cdkl p ie11*4*, p l ^  и р г^ ?1, что сопро­
вождается активацией опухолевых супрессоров: pRb и р53, тогда как стимулято­
ры клеточного цикла — циклины А, В, ген c-FOS репрессируются. Подобные из­
менения могут вызываться онкогенными стимулами. Изменения экспрессии 
других генов при клеточном старении ведут к клеточно-специфической экспрес­
сии в фибробластах человека металлопротеиназ клеточного матрикса, воспали­
тельных цитокинов, таких как интерлейкин 1, и эпителиальных ростовых фак­
торов, таких как херегулин (heregulin), тогда как экспрессия стромальных моле­
кул клеточного матрикса, таких как коллаген и эластин, снижается.

Клеточное старение является эволюционно консервативным процессом. 
Клетки разнообразных млекопитающих, птиц и рептилий показывают останов­
ку пролиферации в случае появления фенотипа старения при различных усло­
виях. После нескольких делений ЗСК Drosophila melanogaster стабильно прекра­
щают пролиферацию и могут подвергаться клеточному старению. Даже одно­
клеточные организмы, такие как дрожжи, могут подвергаться репликативному 
старению. Каким образом у простых организмов в процесс клеточного старения 
вовлекаются сигнальные пути р53 и pRb? Гомологи р53 и pRb не найдены у од­
ноклеточных организмов, таких как дрожжи. Это предполагает, что р53 и pRb 
возникают у многоклеточных организмов для контроля специфических клеточ­
ных ответов. Гомологи р53 и pRb присутствуют в простых многоклеточных ор­
ганизмах, у которых не возникают опухоли (рис. 6.24).

У некоторых простых многоклеточных организмов гены р53 и pRb и их бел­
ки-партнеры структурно и функционально родственны аналогичным генам слож-
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С. elegans Drosophila melanogaster

Рис. 6.24. Роль pRb и р53 у многоклеточных организмов, 
не болеющих раком (Campisi J., 2003)

ных организмов. Например, гомологи р53 у С. elegans (белок Сер-1) и у Drosophi­
la (dp53) могут трансактивировать промотер гена, который содержит консенсус­
ный связывающий сайт р53 человека. У мух Drosophila гомолог pRb (Rbf) 
взаимодействует с белками, гомологичными транскрипционным факторам E2f. 
Однако ни у С. elegans, ни у Drosophila не возникают опухоли. В чем же заключа­
ются функции р53 и pRb у этих простых многоклеточных организмов? Показа­
но, что у тех и других организмов функция гомологов р53 заключается в индук­
ции апоптоза в ответ на повреждение ДНК у эмбрионов или в ЗСК. У Drosophila 
и, возможно, у С. elegans, гомолог pRb негативно контролирует пролиферацию в 
процессе развития. Таким образом, клеточные процессы, которые контролиру­
ются pRb и р53, подобны у простых и сложных организмов и представляют со­
бой, соответственно, клеточный цикл и апоптоз. Однако у простых организмов 
эти белки не играют роли опухолевых супрессоров. В большей степени их дей­
ствие направлено на элиминацию поврежденных зародышевых и эмбриональ­
ных клеток-предшественников и, таким образом, на поддержание эмбриональ­
ного развития. р53 и pRb в простых организмах функционируют только в заро-

Стволовые клетки
----------- Апоптозные и стареющие клетки
----------- Здоровые клетки

Рис. 6.25. Соотношение между количеством апоптозных, стареющих и стволовых клеток 
в различном возрасте (Campisi J., 2003)
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Соединительная ткань подэпидермального слоя

Кожа молодого организма Неопластическая клетка

Базальный слой

------Базальная
мембрана

Кожа старого организма 
Стареющий эпителий

Неопластический рост

Рис. 6.26. Клеточное старение на уровне целого организма способствует развитию опухолей
(Campisi J. (et al.], 2007)

Стареющий 'фибробл астПродукты деградации, 
воспалительные молекулы, 

ростовые факторы

дышевых и эмбриональных клетках (см. рис. 6.24). Эти белки приобретают до­
полнительные соматические функции, такие как опухолевая супрессия, только у 
сложных организмов. Не исключено, что эти соматические функции могут раз­
виваться в ущерб другим свойствам организма и не являются для него абсолют­
ным благом.

В зрелом организме апоптоз и клеточное старение могут быть причиной ис­
тощения популяции стволовых клеток, вести к потере клеточности и функцио­
нальной активности в самообновляющихся тканях, к преждевременному старе­
нию всего организма (рис. 6.25). Более того, стареющие клетки могут аккумули­
ровать с возрастом продукты протеолиза ферментов деградации, цитокины и 
ростовые факторы. Таким образом, при увеличении числа стареющих клеток 
они также могут вносить свой вклад в процесс старения организма путем разру­
шения его целостности, функций и гомеостаза тканей, способствуя возникнове­
нию опухолей (рис. 6.26).
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ГЛАВА 7 СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ МАРК, Jak-STAT, Notch и TGF0 
В РЕГУЛЯЦИИ ФУНКЦИЙ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

7.1. Передача сигналов через поверхностные рецепторы, 
связанные с ферментами

Рецепторы, связанные с ферментами, составляют одно из самых больших 
семейств поверхностных рецепторов. Они играют важную роль в передаче вне­
клеточных сигналов от ростовых факторов, регулирующих деление, дифферен­
цировку, выживание и рост в клетках животных, и эффективны в концентрации 
10~9—10-11 М. Как правило, ответ на ростовые факторы, опосредованный этим 
типом рецепторов, происходит в течение нескольких часов, так как он форми­
руется на основе взаимодействия многих внутриклеточных молекул и включает 
изменение экспрессии генов. Этот тип рецепторов опосредует также простые и 
быстрые сигналы, связанные, например с изменением формы клетки и ее по­
движности путем модификации цитоскелетных белков. Внеклеточные сигналы, 
вызывающие быстрый клеточный ответ, обычно вызывают локальные измене­
ния в области клетки, опосредующей ее движение по субстрату, но не распро­
страняются по всей клетке. Нарушения передачи сигналов через поверхностные 
рецепторы, связанные с ферментами, сопровождаются изменением основных 
клеточных функций и часто ведут к злокачественным заболеваниям.

Рецепторы, связанные с ферментами, являются трансмембранными белками, 
включающими один трансмембранный домен, один домен, связывающий ли­
ганд на внешней стороне плазматической мембраны, тогда как их цитозольный 
домен либо обладает собственной ферментной активностью, либо способен фи­
зически взаимодействовать с цитоплазматическим ферментом (рис. 7.1). Иден­
тифицировано шесть классов рецепторов, связанных с ферментами:

1) рецепторные тирозиновые киназы, обладающие собственной фермента­
тивной активностью;

2) рецепторы, взаимодействующие с внутриклеточными белками с тирозин- 
киназной активностью;

3) подобные рецепторам тирозиновые фосфатазы, способные удалять фос­
фатные группы с тирозинов на специфических внутриклеточных сигнальных 
белках. Они называются «подобные рецепторам», поскольку их потенциальные 
лиганды не найдены, а рецепторная функция не доказана;

4) рецепторные серин/треониновые киназы, фосфорилирующие специфиче­
ские серины или треонины на регуляторных белках замедленного действия;

5) рецепторные гуанилциклазы, катализирующие продукцию циклического 
ГМФ в цитозоле;

6) рецепторы, ассоциированные с гистидиновыми киназами, активирующие 
«двухкомпонентный» сигнальный путь, в котором киназа аутофосфорилируется 
по гистидину и затем немедленно переносит фосфатный остаток на другой внут­
риклеточный сигнальный белок.

7 Зак. 172
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Рис. 7.1. Схема строения различных рецепторных тирозиновых киназ. 
SS — дисульфидные связи (Alberts В. [et al.], 2004)

Рецепторные тнрозннкиназы обладают 
способностью к аутофосфорилированию
Внеклеточные сигнальные белки, которые действуют через рецепторные ти- 

розиновые киназы, включают разнообразные секретируемые ростовые факторы 
и гормоны, наиболее хорошо известными из которых являются EGF, PDGF, 
FGF, HGF, инсулин, IGF-1, VEGF, M-CSF, NGF (см. рис. 7.1). Многие клеточные 
белки, связанные с мембранами, также передают сигналы через рецепторы это­
го типа. Самой большой группой лигандов, связанных с мембраной, являются 
эфрины (ephrins), которые регулируют адгезию и негативные реакции на при­
крепление к адгезивной поверхности, миграцию клеток и аксонов вдоль специ­
фических путей в процессе развития. Рецепторы эфринов (Eph) необычны в том 
отношении, что они одновременно действуют как лиганды и как рецепторы: при 
связывании со специфическим рецептором некоторые эфрины не только акти­
вируют рецептор, но активируются сами и передают сигналы внутрь клетки, эк­
спрессирующей эфриновый лиганд. В этом случае взаимодействие между бел­
ком ephrin на одной клетке и рецептором Eph — на другой может сопровожда­
ться передачей сигналов, изменяющих поведение обеих клеток.

Связывание сигнального белка рецепторным доменом на внешней стороне 
клетки активирует внутриклеточный тирозинкиназный домен. Будучи активи­
рованным, киназный домен переносит фосфатную группу с АТФ на специфиче­
ский тирозин рецепторной цепи и внутриклеточные сигнальные белки, которые 
в последующем связывают эти фосфорилированные рецепторы. Каким образом 
связывание внеклеточного лиганда активирует киназный домен на другой сто-
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Сигнальная клетка 
Эфрины

Клетка-мишень
Рис. 7.2. Три различных типа образования рецепторных димеров при взаимодействии с ли­
гандами. Символом «р» с отходящими от него линиями показаны активированные сайты фос­

форилирования (Alberts В. [et al.], 2004)

роне плазматической мембраны? Трудно представить, каким образом конфор- 
мационные изменении могут распространяться сквозь мембрану, используя 
единичную трансмембранную а-петлю. В рецепторах, связанных с ферментами, 
две или более рецепторных цепи соединяются в мембране, формируя димер или 
олигомер, содержащий большее число цепей. В некоторых случаях связывание 
лиганда вызывает олигомеризацию. В других случаях олигомеризация появля­
ется до связывания лиганда, а лиганд вызывает реориентацию рецепторных 
цепей в мембране. В любом случае рецепторная реаранжировка опосредует ини­
циацию внутриклеточных сигналов цитозольным «хвостом» рецептора. В ре­
цепторных тирозиновых киназах реаранжировка вызывает дополнительно пе­
рекрестное фосфорилирование соседних киназных доменов по множественным 
тирозинам, что называется аутофосфорилированием (рис. 7.2).

Для активации рецепторной тирозиновой киназы лиганд должен связывать 
одновременно две соседние рецепторные цепи. Например, PDGF является диме­
ром, который перекрестно связывает две рецепторные цепи. Даже некоторые 
мономерные лиганды, такие как EGF, связывают и соединяют одновременно 
два рецептора. Напротив, FGF, которые также являются мономерами, сначала 
формируют мультимерные лиганды путем связывания гепаринсульфатпротео- 
гликанов на клеточной поверхности клетки-мишени или во внеклеточном мат­
риксе. Таким образом, они приобретают способность соединять в один комп­
лекс соседние рецепторы. При инициации передачи сигналов путем клеточных 
контактов лиганды формируют кластеры в плазматической мембране сигнали­
зирующей клетки и приобретают способность связывать рецепторы на клет­
ке-мишени. Эфрины, связанные с мембраной, способны активировать рецепто­
ры на клетке-мишени (см. рис. 7.2), тогда как растворимые эфрины приобрета­
ют такую способность только после формирования агрегатов.
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Рецептор PDGF

Регуляторные субъединицы Pi3k<C^

Белок, активирующий ГТФазу

У \
Домены SH2 Домен SH3

Рис. 7.3. Связывание различных внутриклеточных сигнальных белков, содержащих домены 
SH2, с активированным рецептором PDGF. Рисунок показывает 5 сайтов аутофосфорилиро- 

вания рецептора PDGF, которые связывают три различных сигнальных белка 
(Alberts В. [et al.], 2004)

Ф о с ф о р и л и р о в а н н ы е  т и р о зи н о в ы е  о с та тк и  в  р е ц е п т о р н ы х  к и н а за х  р а с п о ­
зн а ю т с я  м н о ж ес тв о м  ф у н к ц и о н а л ь н о  р а зл и ч н ы х  б е л к о в , со д ер ж а щ и х  д о м е н ы  
S H 2  (р и с . 7 .3 ) . Н а п р и м е р , б е л к и , а к т и в и р у ю щ и е  Г Т Ф азу  (G A P ), ф о с ф о л и п а за  
С -у  (P ic -у) и  п о д о б н ы е  б е л к а м  S cr ц и т о п л а зм а т и ч е с к и е  б е л к о в ы е  т и р о зи н к и н а -  
зы , о б л а д а ю т  п о д о б н ы м и  с во й ств ам и . P lc -у  а к т и в и р у е т  и н о зи т о л ф о с ф о л и п и д - 
н ы й  с и гн ал ь н ы й  п у ть , a  P i3 k  а к т и в и р у е т  к л ет о ч н у ю  п р о л и ф е р а ц и ю , в ы ж и в а н и е  
и  р о с т  р а зл и ч н ы х  к л е т о ч н ы х  п о п у л я ц и й , и г р а е т  р о л ь  в  а к т и в а ц и и  сам о п о д д ер - 
ж а н и я  с тв о л о в ы х  к л е т о к  (см . гл . 9 ) .

Рецепторы, лишенные сайтов фосфорилнрования, 
могут передавать сигналы при взаимодействии 
с цитоплазматическими тирозинкиназами
С и гн а л  в н у тр ь  к л ет к и  м о ж е т  п е р е д а в а т ь с я  ч е р е з  р е ц еп то р ы  к л е т о ч н о й  п о ­

в ер х н о ст и , к о то р ы е  н е  и м е ю т  с о б ст в ен н ы х  т и р о зи н к и н а зн ы х  д о м е н о в . П е р е д а ­
ч а  с и гн ал а  ч е р е з  т а к и е  р е ц еп то р ы  м о ж е т  п р о и с х о д и ть  п р и  и х  в за и м о д е й с тв и и  с 
ц и т о п л а зм а т и ч е с к и м и  т и р о зи н к и н а за м и  с ем ей ств  Src, FA K  и  д р у ги м и  (р и с . 7 .4 , 
см . р и с . 3 .2 6 ) . К и н а зы  сем ей ств  S rc  и л и  FA K  м о гу т  с в я з ы в а т ь с я  с н а зв а н н ы м и  
р е ц е п т о р а м и  и  ф о с ф о р и л и р о в а т ь  р а зл и ч н ы е  б е л к и , в к л ю ч а я  с ам и  р е ц еп то р ы . 
В за и м о д е й с тв у я  с  ц и т о п л а зм а т и ч е с к и м и  т и р о зи н к и н а за м и , н е к о т о р ы е  р е ц е п т о ­
р ы  п р и о б р е т а ю т  сп о со б н о с ть  д е й с т в о в а т ь  к а к  р е ц е п т о р н ы е  т и р о зи н о в ы е  к и н а ­
зы , в  к о т о р ы х  к и н а зн ы е  д о м е н ы  к о д и р у ю тс я  о т д е л ь н ы м и  г ен а м и  и  н е к о в а л е н т ­
н о  с в я з а н ы  с р е ц е п т о р н о й  п о л и п е п т и д н о й  ц е п ь ю  (см . р ис . 7 .4 ) . М н о ги е  и з  р е ­
ц е п т о р о в , л и ш е н н ы х  с о б ст в ен н ы х  с ай то в  д л я  ф о с ф о р и л н р о в а н и я , з а в и с я т  о т  
ч л е н о в  б о л ь ш о й  с ем ьи  ц и т о п л а зм а т и ч е с к и х  т и р о зи н о в ы х  к и н а з  су п ер сем ей ств а  
S rc  (S rc , Yes, F g r, F y n , L ck, L yn , H ck  и  B lk ). К и н а зы  эт о го  су п ер сем ей ств а  с о д е р ­
ж а т  д о м е н ы  г о м о л о ги и  с  S rc  — S H 2  и  S H 3  (S rc  h o m o lo g y  re g io n  2 a n d  3 ) , н а зв а н -
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Лиганд

Рецептор, не имеющий 
собственных тирозинки- 

назных доменов Субстрат

Адапторный
белок Цитоплазматическая 

тирозиикиназа 
суперсемейства Src

| Рис. 7.4. Рецепторы, лишенные тирозинкиназной активности, могут передавать сигнал через

ные так, поскольку впервые были найдены в структуре белков семейства Scr, 
известных своей ролью в индукции опухолей. Киназы семейства Src локализу­
ются на цитоплазматической стороне плазматической мембраны, удерживаясь 
путем связывания с рецептором и ковалентно прикрепленной цепью жирной 
кислоты. Домен SH2 распознает фосфорилированные тирозины и наделяет бел­
ки, которые их содержат, способностью связывать и активировать рецепторные 
тирозиновые киназы, как и другие внутриклеточные белки, временно фосфори­
лированные по тирозиновым остаткам. Функция домена SH3 не понятна. Воз­
можно, он играет роль адапторного белка в нижележащих сигнальных путях.

Роль тирозиновых фосфатаз в передаче сигналов внутрь клетки
Некоторые белковые фосфатазы могут действовать как рецепторы клеточ­

ной поверхности. В геноме человека кодируется примерно 30 белковых тирози­
новых фосфатаз, существующих в мембранной или цитоплазматической формах 
(рис. 7.5). Их функциональная активность направлена на удаление фосфатных 
групп со специфических фосфотирозинов фосфорилированных белков. Таким 
образом, фосфатазы регулируют время активности соответствующих ферментов 
и поддерживают уровень фосфорилирования по тирозинам на очень низком 
уровне. Две цитоплазматические тирозиновые фосфатазы у позвоночных имеют 
в структуре домены SH2 и поэтому называются Shp-1 и Shp-2 (см. рис. 7.5). 
Shp-1 регулирует продолжительность ответа некоторых цитокинов в клетках 
крови путем дефосфорилирования активированных киназ Jak. В случае мутации 
генов рецепторов эритропоэтина, при которой продукты теряют способность 
рекрутировать Shp-1, активация Jak2 длится значительно дольше, чем это про­
исходит в нормальных условиях. Мыши, дефицитные по Shp-1, имеют наруше­
ния почти во всех линиях клеток крови, что показывает важную роль фосфата­
зы Shp-1 в развитии системы кроветворения.

Существует большая группа трансмембранных белковых тирозиновых фосфа­
таз, функции которых в большинстве не изучены. Некоторые из них действуют 
как рецепторы. Все они имеют один трансмембранный домен и обычно два ти- 
розинфосфатазных домена на цитозольной стороне плазматической мембраны.

цитоплазматические тирозиновые киназы (Albeits В. [et al.], 2004)
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Внеклеточный домен

^  Фосфатазные домены

Shp-1 и Shp-2 CD45 
Рис. 7.5. Схема строения тирозиновых фосфатаз (Alberts В. [et al.], 2004)

Важным примером белка такого семейства является CD45, найденный на поверх­
ности лейкоцитов крови и играющий существенную роль в активации Т- 
и В-лимфоцитов в ответ на антигенную стимуляцию.

Лиганд, связывающий внеклеточный домен CD45, не идентифицирован, од­
нако роль CD45 в передаче сигналов была изучена с помощью техники реком­
бинантной ДНК. С этой целью был получен гибридный белок с внеклеточным 
EGF-связывающим доменом и внутриклеточным С045-тирозинфосфатазным 
доменом. В этой модели связывание EGF сопровождалось отменой фосфатазной 
активности гибридного белка, а не ее Активацией. Такой результат предполага­
ет, что рецепторные тирозиновые киназы и фосфатазы могут взаимодейство­
вать при связывании с соответствующими лигандами клеточной поверхности. 
При таком взаимодействии киназы добавляют фосфатные группы, а фосфатазы 
удаляют избыточную активность, что создает возможность для оптимальной 
стимуляции рецепторов.

Роль белков семейства Ras и сигнального пути МАРК 
в передаче сигналов от рецепторных тирозинкиназ
Белки Ras принадлежат к большому суперсемейству мономерных ГТФаз, ко­

торые содержат два других семейства:
1) Rho и Rac, члены которых передают сигналы с клеточной поверхности 

к актиновому цитоскелету;
2) семейство Rab, вовлеченное в регуляцию перемещения внутриклеточных 

транспортных везикул.
Подобно другим мономерным ГТФазам, белки Ras содержат фенильную 

группу, которая помогает прикрепить их к цитозольной стороне мембраны, где 
белки Ras проявляют свою активность. Существует множество изоформ Ras, ко­
торые отличаются друг от друга и действуют в разных клетках. Белки Ras пере­
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дают стимулирующие пролиферацию и дифференцировку клеток сигналы от ре­
цепторных тирозиновых киназ к другим отделам клетки. Если функция белков 
Ras ингибирована путем введения в клетку нейтрализующих антител или доми­
нантно негативной формы гена RAS, пролиферация и дифференцировка, инду­
цированные в нормальных условиях путем активации тирозиновых киназ, не 
возникают. И наоборот, если ввести в клетку гиперактивный мутантный белок 
Ras, возникает пролиферативный или дифференцировочный ответ, схожий с 
тем, который наблюдается при связывании лиганда с поверхностным рецепто­
ром. Фактически белки Ras были открыты как гиперактивные продукты мутант­
ных генов, способствующие возникновению рака путем нарушения контроля 
клеточной пролиферации и дифференцировки. У 30 % всех заболевших раком 
людей содержатся мутации в гене RAS.

Фосфорилирование рецепторных тирозиновых киназ и последующая акти­
вация белка Ras широко используются клеткой для передачи сигналов ростовых 
факторов, обладающих митогенной активностью. Например, при связывании 
рецепторных тирозиновых киназ с митогенными ростовыми факторами, Ras 
может активироваться для передачи сигналов с поверхностной мембраны к 
внутриклеточной сигнальной машине с помощью адапторного белка Grb-2 
и фактора обмена гуаниновых нуклеотидов Sos (рис. 7.6).

Фосфорилирование тирозинов и активация Ras являются кратковременны­
ми событиями. Для последующего функционального ответа, например актива­
ции пролиферации или дифференцировки клеток, Ras конвертирует свою актив­
ность в фосфорилирование серин/треониновых киназ путем вовлечения сигналь­
ного пути МАРК, в котором роль эффекторной киназы выполняет Erk. 
Состояние активации этих киназ является более продолжительным и передает­
ся в ядро. Erk активируется путем фосфорилирования тирозинового и треони- 
нового мотивов, которые разделены между собой одним аминокислотным 
остатком (рис. 7.7).

Фосфорилирование Erk осуществляется киназой Мек, которая, в свою оче­
редь, фосфорилируется киназой Raf. Активированная Erk фосфорилирует цито­
плазматические мишени и транслоцируется в ядро, что позволяет ей модулиро­
вать активность транскрипционных регуляторов, таких как Elk, Ets, с-Мус и 
фактор сывороточного ответа (Srf). В течение нескольких минут Erk вызывает

Сигнальная молекула

сигнальных путей

Рис. 7.6. Ras активируется рецепторными тирозиновыми киназами и передает сигналы 
с поверхности внутрь клетки (Alberts В. [et al.], 2004)
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Межклеточное пространство

Рис. 7.7. Схема активации белком Ras сигнального пути митогенактивированной белковой 
киназы (Widmann С. [et al.], 1999)

активацию генов немедленного ответа клетки, включая с-Мус. В зависимости от 
идентичности лиганда активность МАРК киназы может продолжаться от несколь­
ких минут до нескольких часов. Инактивация МАРК киназы осуществляется 
специфической фосфатазой.

Сигнальный путь Jak-STAT
Среди путей, передающих сигналы с плазматической мембраны в ядро, сиг­

нальный путь Jak-STAT является наиболее прямым и быстрым (рис. 7.8). Этот 
путь был найден вначале как опосредующий влияние интерферонов — цитоки- 
нов, секретируемых клетками, особенно лейкоцитами крови, в ответ на вирус­
ную инфекцию. Интерфероны связывают рецепторы на неинфицированных 
клетках и активируют их к продукции белков, которые повышают устойчивость 
к вирусной инфекции. В активном состоянии рецепторы интерферона активиру­
ют семейство цитоплазматических тирозиновых киназ, названных киназами Ja­
nus (Jak) по имени двуликого римского бога Януса. Киназы Jak фосфорилируют 
и активируют семейство регуляторных белков STAT (signal transducers and acti­
vators of transcription), которые после активации транслоцируются в ядро и сти­
мулируют транскрипцию специфических генов. В настоящее время идентифи­
цировано более 30 цитокинов и гормонов, активирующих сигнальный путь 
Jak-STAT путем связывания с цитокиновыми рецепторами.

Все молекулы белков Stat имеют в своей структуре домен SH2, который на­
деляет их способностью связывать специфические тирозины на активирован­
ных рецепторных тирозиновых киназах. Эти рецепторы могут прямо активиро­
вать связанные с ними молекулы STAT, независимо от Jak. Известно, что черви
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гена-мишени интерферона а
Рис. 7.8. Сигнальный путь Jak-STAT ( 1 -5  -  этапы пути, активируемого интерфероном о) 

(Alberts В. [et al.], 2004)

С  elegans используют белки Stat для передачи сигналов, хотя не продуцируют 
ни факторы семейства Jak, ни цитокиновые рецепторы.

Цитокиновые рецепторы формируются из двух или более полипептидных 
цепей и взаимодействуют с одной и той же или различными молекулами Jak. 
Семейство Jak включает четыре белка — Jakl, Jak2, Jak3 и Tyk2, каждый из ко­
торых взаимодействует со специфическими цитокиновыми рецепторами. На­
пример, рецепторы для а-интерферона взаимодействуют с Jakl и Тук2, тогда 
как рецепторы для уинтерферона — с Jakl и Jak2. Животные, лишенные про* 
дукции Jakl, не способны реагировать на оба вида интерферонов. Рецепторы 
гормона эритропоэтина, который стимулирует выживание, деление и диффе­
ренцировку клеток-предшественников эритроцитов, связаны только с Jak2 и не 
чувствительны ни к одному из интерферонов. Если мышей лишить продукции 
Jak2, они погибают во внутриутробном периоде.

Связывание цитокинов вызывает олигомеризацию или реориентацию рецеп­
торных цепей и сближает взаимодействующие с ними молекулы Jak настолько, 
чтобы вызвать взаимное фосфорилирование и инициировать активацию их ти- 
розинкиназных доменов. Затем киназы Jak фосфорилируют тирозиновые остат­
ки на цитокиновых рецепторах, создавая тем самым фосфотирозиновые сайты 
связывания для молекул Stat и других сигнальных белков. Семейство STAT 
включает семь различных белков, обладающих доменами SH2, которые выпол­
няют две функции:

1) они опосредуют связывание хозяйских белков с фосфотирозиновыми сайта­
ми на активированных цитокиновых рецепторах или рецепторных тирозиновых
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киназах (см. рис. 7.8), после связывания белков Stat с фосфотирозиновыми сайта­
ми Jak фосфорилируют их по тирозинам, вызывая освобождение от рецептора;

2) домен SH2 на освобожденной молекуле Stat опосредует его связывание 
с фосфотирозином на другой молекуле Stat, формируя гомо- или гетеродимеры 
белков Stat. Затем димеры Stat транслоцируются в ядро, где в комбинации 
с другими регуляторными белками взаимодействуют со специфическими сайта­
ми связывания ДНК на различных генах, стимулируя их транскрипцию 
(см. рис. 7.8).

Например, в ответ на гормон пролактин, который стимулирует клетки мо­
лочной железы к продукции молока, димер StatS активирует транскрипцию ге­
нов, которые кодируют белки молока. Цитокиновые рецепторы активируют со­
ответствующие белки Stat, так как домены SH2 этих молекул распознают специ­
фические фосфорирозиновые сайты связывания на рецепторах. Например, 
активированные рецепторы для а-интерферона рекрутируют Statl и Stat2, тогда 
как активированные рецепторы для у  интерферона рекрутируют только Statl. 
Если домен SH2 рецептора а-интерферона заменить доменом SH2 рецептора 
у-интерферона, активированный гибридный рецептор рекрутирует как Statl, так 
и Stat2, подобно самому рецептору а-интерферона.

7.2. Сигнальный путь, активируемый суперсемейством белков TGF0, 
и его роль в регуляции функций стволовых клеток

Суперсемейство TGFP включает более 40 различных, но структурно родст­
венных секретируемых димерных белков. Они действуют как гормоны или ло­
кальные медиаторы, регулируя широкий ряд биологических функций у различ­
ных видов животных. В процессе развития белки суперсемейства TGFP регули­
руют рисунок образования тела и влияют на различные функции, включая 
пролиферацию, дифференцировку, продукцию внеклеточного матрикса и кле­
точную смерть. В зрелом организме белки суперсемейства TGFP вовлечены в 
репарацию тканей и иммунную регуляцию. Суперсемейство транскрипционных 
факторов TGFP включает белки собственно семейства TGFP, семейство кост- 
но-морфогенетических белков (Bmp) и активины. Белки семейства TGF{J явля­
ются функционально важными ингибиторами деления эпителиальных клеток, 
ингибиторами функций иммунной и кроветворной систем, они активируют рост 
соединительной ткани.

Активины играют важную роль в репродукции эндокринных клеток млеко­
питающих. Белки семейства BMP играют инструктивную роль в эмбриогенезе, а 
у зрелых организмов участвуют в репарации костной и других тканей. Несмотря 
на различия в структуре и функциях, члены суперсемейства TGFp используют 
один и тот же рецепторный аппарат и систему белков-передатчиков Smad для 
трансляции разнообразных сигналов в ядро.

Передача сигналов TGFfi и ее негативная регуляция
Все члены суперсемейства TGFp действуют через рецепторные серин/трео* 

ниновые трансмембранные киназы с одним серин/треониновым доменом на 
цитозольной стороне плазматической мембраны (рис. 7.9). Существуют две та­
кие киназы — рецепторы I и II типа. Каждый член семейства TGFp связывает
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Рис. 7.9. Схема передачи сигналов белками семейства TGFf) (Massague J., Chen Y. G., 2000)

специфический тип комбинации рецепторов I и II, в которой оба рецептора не­
обходимы для передачи сигнала. Специфический лиганд связывает и активиру­
ет гомодимер рецептора II типа, который рекрутирует, фосфорилирует и акти­
вирует гомодимер рецептора I типа, формируя активный тетрамерный рецеп­
торный комплекс. Будучи активированным, рецепторный комплекс использует 
стратегию быстрой передачи сигнала в ядро, что подобно стратегии сигнально­
го пути Jak-STAT. Рецептор I типа прямо связывает и фосфорилирует регуля­
торный белок семейства Smad (названной по первым буквам первых двух най­
денных членов этого семейства, «Sma» у С. elegans и «Mad» у Drosophila).

Белки семейств TGF0 и активина (активин, Nodal и миостатин) передают 
сигналы через Smad2 или 3, тогда как белки семейства BMP используют Smadl, 
5, 8. Будучи фосфорилированным, любой из 5 белков Smad, взаимодействую­
щих с рецепторами, которые называются рецепторными Smad (R-Smad), осво­
бождается от рецептора и связывает белки группы Smad4, которые называются 
кооперирующими Smad (co-Smad). При взаимодействии R-Smad и co-Smad об­
разуется комплекс R-Smad/co-Smad, который перемещается в ядро, где он вмес­
те с другими регуляторами, например транскрипционными факторами семейств 
FAST и FOX, связывается со специфическими сайтами генов-мишеней и регули­
рует их транскрипционную активность (см. рис. 7.9).

Помимо Smad, транскрипционные факторы семейства TGFp используют 
Другие, недостаточно хорошо изученные пока белки-посредники, с помощью 
которых активируются такие сигнальные молекулы, как Erk, Jnk, Pi3k, фосфата- 
за Рр2а и члены семейства Rho.
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Белки Smad состоят из консервативного аминоконцевого (МН1) и карбокси- 
концевого (МН2) доменов, которые формируют глобулярные структуры. Доме­
ны соединяются между собой последовательностью, содержащей множество 
сайтов связывания регуляторных белков, например сайтов фосфорилирования 
митогенактивированной киназой Erk, сайтов фосфорилирования киназами, ре­
гулируемыми кальцием. Аминоконцевой домен Smad обладает ДНК-связываю- 
щей активностью, тогда как С-концевой домен содержит сигнальные последова­
тельности, ответственные за перемещение белка между ядром и цитоплазмой, за 
взаимодействие с рецепторами и с белками-партнерами в процессе сборки 
транскрипционных комплексов. После фосфорилирования, опосредованного 
взаимодействием с рецептором, N-концевой и С-концевой домены Smad осво­
бождаются от взаимной ингибиции. Белки Smad постоянно подвергаются цик­
лам фосфорилирования и дефосфорилирования, перемещаясь между ядром и 
цитоплазмой. Инактивация белков Smad осуществляется семейством убиквити- 
новых лигаз Smurf, содержащих домен Hect.

В ядре белки Smad взаимодействуют с транскрипционными факторами се­
мейств FOX, НОХ, RUNX, E2F, API, CREB/ATF и участвуют в регуляции актив­
ности генов, функции которых связаны с клеточным циклом, внеклеточным 
матриксом и др. Некоторые члены семейства TGFP служат в качестве морфоге- 
нов в процессе развития, вызывая в разной концентрации различные ответы 
в эмбриональных клетках. Домен МН1 белков Smad распознает консенсусный 
сайт CAGA на ДНК, а также другие последовательности ДНК, обогащенные па­
рами нуклеотидов GC. Однако взаимодействие между Smad и ДНК происходит 
со слабым аффинитетом, означающим, что разнообразные белки-коактиваторы 
могут изменять этот аффинитет, регулируя специфичность взаимодействия 
Smad с генами-мишенями. После связывания с ДНК белки Smad приобретают 
способность контролировать активность генов-мишеней путем изменения 
структуры хроматина, что опосредовано взаимодействием домена МН2 Smad 
с ферментами и комплексами, модифицирующими структуру хроматина.

К семейству белков Smad у позвоночных относятся также Smad6 и Smad7, 
которые действуют как антагонисты факторов Tgfp, отменяя передачу сигналов 
R-Smad. Smad6 и Smad7 содержат нормальный домен МН2, но домен МН1 в их 
структуре значительно отличается от канонического домена МН1. Smad7 связы­
вает активированные рецепторы суперсемейства TGFP типа I и предотвращает 
передачу сигналов лигандами семейств TGFP и активина (рис. 7.10, а). у-Интер- 
ферон усиливает синтез белка Smad7 путем активации сигнального пути, опо­
средованного лигандами Jakl-S tatl и, таким образом, блокирует фосфорилиро- 
вание белка Smad3 и последующую передачу сигналов в ядро (рис. 7.10, б). Экс­
прессия белка Smad7 может быть также активирована через сигнальный путь 
NF-kB. Белок Smad6 не изменяет передачу сигналов с рецепторов, но конкури­
рует со Smad4 за связывание с активированным и фосфорилированным белком 
Smadl (рис. 7.10, в). Образование комплекса Smadl—Smad6 ингибирует переда­
чу сигналов, инициированных белками Вмр.

Белки-антагонисты лигандов семейства TGFft

Связывание факторов семейства TGFp с рецепторами ингибируется белка- 
ми-антагонистами. Tgfp синтезируется в форме белка-предшественника, кото­
рый ферментативно делится в ходе процессинга на амино-концевой и карбокси-
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Рис. 7.10. Механизмы ингибиции передачи сигналов TGF() белками Smad6 и Smad7: 
а — Smad7 связывает активированные рецепторы типа I и предотвращает передачу сигналов лиган­

дами семейств TGFf) и активина;
б — у-интерферон усиливает синтез белка Smad7 путем активации сигнального пути, опосредован­
ного Jakl-Statl; в — Smad6 конкурирует со Smad4 за связывание с активированным и фосфорилиро­

ванным Smadl (Massague J., Chen Y. G., 2000)

концевой фрагменты, последний из которых и представляет зрелый ростовой 
фактор. Зрелый фактор семейства TGFp в комплексе с аминоконцевым пепти­
дом не способен распознавать специфические рецепторы и называется латент­
но-ассоциированным белком (Lap) (рис. 7.11). Активация белков Tgfp осущест­
вляется семейством больших секреторных гликопротеинов, которые ковалентно 
связывают Lap через дисульфидные связи.

Активность белков семейства активина, который является индуктором фол­
ликулостимулирующего гормона (ФСГ) гипофиза и играет важную роль в регу­
ляции репродукции, ингибируется фолпистатином (follistatin) — растворимым 
секретируемым гликопротеином. Фоллистатин тормозит освобождение ФСГ пу­
тем связывания с активином и предотвращает его взаимодействие со специфи­
ческим рецептором. У мышей с нехваткой фоллистатина возникают дефекты 
образования костей. Фоллистатин также играет важную роль в регуляции деле­
ния клеток различных тканей, например его гиперпродукция клетками предста­
тельной железы при раке этого органа имеет патогенетическое значение, блоки­
руя антипролиферативную активность тканеспецифического активина.

К числу антагонистов белков семейства BMP относятся ноггин (noggin), хор- 
дин (chordin) и семейство белков DAN (см. рис. 7.11). Ноггин и хордин являют­
ся высококонсервативными секретируемыми белками, которые регулируют 
формирование первичной мезодермы и нервной трубки в ходе развития различ­
ных животных. Хотя эти белки структурно отличны, они, как и белки семейства 
DAN, специфически связываются с лигандами Bmp, но не Tgfp, препятствуя 
взаимодействию белков Bmp со специфическими рецепторами. Cerberus — член 
семейства DAN, ингибирует не только белок Втр4, но и белки семейства Wnt и 
активина. В эмбриогенезе у кур Shh индуцирует экспрессию двух членов семей­
ства DAN, Caronte и Cremlin, которые путем ингибиции Bmp способствуют экс­
прессии белка Nodal в различных частях тела развивающегося эмбриона.
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Лиганды суперсемейства TGFP Антагонисты суперсемейства TGF0

Рис. 7.11. Белки-антагонисты различных лигандов суперсемейства TGFp 
(Massague J., Chen Y. G., 2000)

Функциональные взаимодействия между TGFfi 
и другими сигнальными путями

Как уже упоминалось ранее, белки Smad в области линкерной последователь­
ности между доменами МН1 и МН2 содержат множество сайтов S er/T hr-Pro , 
которые фосфорилируются киназами сигнального пути МАРК, кальций-каль- 
модулинзависимой киназой и различными Cdk. Фосфорилирование по этим 
сайтам ослабляет функциональную активность Smad.

ДНК-связывающие партнеры Smad обеспечивают другую возможность регу­
ляции активности сигнального пути TGF(3. Например, транскрипционные факто­
ры FoxO, члены семейства FOX, находятся под негативным контролем сигналов 
Pi3k/A kt и других киназ. Фосфорилирование белков FoxO ведет к их выведению 
из ядра и в некоторых случаях к протеасомной деградации. Оксидативный 
стресс опосредует ацетилирование белков FoxO. Белковые деацетилазы Sir2 и 
Hdac деацетилируют белки FoxO, предотвращая зависимую от их транскрипци­
онной активности индукцию генов, активирующих апоптоз. Изменения биохи­
мического статуса и активности белков FoxO влияют на их способность взаимо­
действовать с белками Smad и модифицируют физиологическую активность, 
опосредованную сигналами TGFp, например способность активировать продук­
цию Cdkl р21с‘Р1 и вызывать остановку клеточного цикла.

Сигнальные пути TGFp и Notch взаимодействуют в транскрипционной регу­
ляции генов-мишеней Notch, например ингибируют миогенную дифференциров­
ку и миграцию эндотелиальных клеток. H esl, ген-мишень сигнального пути 
Notch, является также прямой мишенью белков суперсемейства TGFP в несколь­
ких клеточных типах, включая миобласты линии С2С12. Сигналы TGFP индуци-
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Активация транскрипции HES1 Транскрипция MYOD ингибирована
Рис. 7.12. Сигнальные пути Notch и TGFp взаимодействуют в ингибиции мышечной 

дифференцировки (Kluppel М., Wrana J. L., 2005)

руют экспрессию H esl в клетках, обработанных циклогексимидом. Медиаторы 
сигнального пути Notch, Csl и Nicd, вызывают индукцию гена HES-1, что опосре­
довано активацией и фосфорилированием белка Smad3. Комплекс, включающий 
белки Csl, Nicd и Smad3, в свою очередь, активирует экспрессию продукта гена 
HES1, который в дальнейшем ингибирует синтез миогенных регуляторных бел­
ков, включая MyoD, и последующую активацию миогенеза (рис. 7.12).

Промотер гена HERP2, который является мишенью сигналов Notch, может 
быть синергично индуцирован белками суперсемейства TGF(J и Notch (рис. 7.13). 
В случае, если эндотелиальные клетки, не имеющие межклеточных контактов, 
подвергаются действию лигандов Bmp, последующее фосфорилирование и 
транслокация в ядро белка Smadl ведет к экспрессии продукта гена ID1, актива­
тора миграции эндотелиальных клеток (см. рис. 7.13). При контакте с клетками, 
экспрессирующими Jagged или Delta, параллельно индуцируется сигнальный 
путь Notch, что сопровождается синергичной трансактивацией комплексом 
Sm adl—Nicd гена HERP2. Белок Негр2 является негативным регулятором миг­
рации эндотелиальных клеток, что основано на его свойстве облегчать специ­
фическое разрушение Id l.

Мишени белков суперсемейства TGF/J и механизмы 
опосредованной ими транскрипционной супрессии и активации
Сигналы TGFp оказывают сильное ингибирующее влияние на пролиферацию 

эпителиальных клеток различных органов, включая кожу, легкие, кишечник, под­
желудочную железу, молочную железу, предстательную железу, яичники, а также 
кроветворные, лимфоидные и эндотелиальные клетки. Потеря чувствительности
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Рис. 7.13. Схема взаимодействия Notch и TGFf3 в регуляции миграции эндотелиальных клеток.
Промотер гена HERP-2 может быть синергично индуцирован сигналами TGFp и Notch: 

а — эндотелиальные клетки, не имеющие межклеточных контактов, под действием лигандов Bmp 
экспрессируют белок Idl, активатор миграции эндотелиальных клеток; б — при контакте с клетка­
ми, экспрессирующими Jagged или Delta, индуцируется сигнальный путь Notch, что ведет к актива­

ции продукции Негр2 и негативной регуляции миграции эндотелиальных клеток 
(Kluppel М., Wrana J. L, 2005)

к TGFp — яркая метка многих типов рака, в основе чего могут лежать мутации ге­
нов рецепторов семейства TGFp или генов SMAD, опосредующих передачу сигна­
лов TGFp. Убиквитарный цитостатический ответ на TGFp включает активацию эк­
спрессии генов, которые кодируют Cdkl p l5Ink4b и р г ^ 1, а в кроветворных клет- 
ках-предшественниках — Cdkl р57юР2. Индукция этих белков лигандами TGFP 
нейтрализует активность Cdk2 и Cdk4 в фазе G1 клеточного цикла (рис. 7.14).

Инактивация Cdk сопровождается активацией членов семейства продукта 
гена ретинобластомы, которые снижают уровень функциональных белков 
E 2fl—E2f3 и, таким образом, предотвращают вход клеток в фазу S клеточного 
цикла. Другой класс генов, вовлекаемых в цитостатический ответ TGFP, кодирует 
продукты, способствующие пролиферации и росту клеток, прежде всего продукт 
гена MYC. В дополнение к прямой активности, стимулирующей пролиферацию и 
рост клеток, белок Мус также действует как прямой ингибитор транскрипции 
Cdkl p l5 ,nk4b и p21CiP1. Таким образом, транскрипционная репрессия MYC, вызы­
ваемая сигналами TGFP, отменяет его собственную активность, стимулирующую 
пролиферацию и рост клеток, а также способствует прямой транскрипционной 
активации генов, кодирующих ингибиторы пролиферации (см. рис. 7.14).

Механизм транскрипционной активации pl5Ink4b и р г ^ 1 включает, соответствен­
но, образование комплексов Smad3, Smad4—FoxO и Smad3, Smad4—FoxO—C/EbpP.
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Tgfp

Рис. 7.14. Механизм ингибиции пролиферации, опосредованный сигнальным путем TGFp
(Chen С. R. [et al.[, 2002)

Указанные комплексы связывают специфические сайты на промотерах генов 
pl5ink4b и p2iapi, активируя транскрипцию этих генов. Репрессия гена MYC опо­
средована образованием комплекса Smad3, Smad4—E2f4/5—C/EbpP, который 
связывает неканонический сайт Smad и прилегающий к нему сайт E2f на промо­
тере гена MYC, формирующий так называемый «ингибиторный элемент TGFP*, 
локализующийся на промотере гена MYC между нуклеотидами -9 2 -6 3  относи­
тельно сайта инициации транскрипции.

Сигналы TGFP вызывают не только дефосфорилирование и активацию pRb, 
ингибируют образование комплексов pRb с E 2fl/2 /3 , но в еще большей степени 
способствуют дефосфорилированию и аккумуляции р130, который в этих усло­
виях повышает свою способность формировать комплексы с E2f4 и ингибиро­
вать выход клетки из фазы G1 клеточного цикла.

Роль белков семейства BMP в регуляции функций стволовых клеток
Предположение о том, что белки семейства BMP играют важную роль в ре­

гуляции функций стволовых клеток основано, прежде всего, на функциональ­
ной роли этих белков в процессах развития. В эмбриогенезе белки Bmp участву­
ют в закладке нервной трубки, индукции мезодермы при гаструляции и форми­
ровании зачатков системы кроветворения. Белки Bmp участвуют также 
в регуляции функций стволовых клеток с различным дифференцировочным по­
тенциалом: эмбриональных, зародышевых и соматических стволовых клеток. 
Одним из механизмов, в котором принимают участие лиганды Bmp, является 
регуляция экспрессии генов, кодирующих факторы ингибиции дифференциров­
ки (Id) — негативные регуляторы экспрессии тканеспецифических индукторов 
дифференцировки, белков суперсемейства bHLH. Активация экспрессии генов



210 Глава 7. Сигнальные пути МАРК, Jak-STAT, Notch и TGFp в регуляции функций..

ID сопровождается повышением уровня самоподдержания мышиных ЭСК и 
придает им способность размножаться в среде без фетальной сыворотки и фи­
дерного слоя, подобно тому, что происходит при действии фактора Lif (см. цв. 
вклейку, рис. 9.1).

Белки Вшр также активируют самоподдержание мышиных ЭСК путем инги­
биции сигнального пути МАРК (см. рис. 9.2). В частности, обработка мышиных 
ЭСК белком Втр4 сопровождается снижением активности внеклеточной рецеп­
торной киназы (Erk) и внутриклеточной киназы р38МАРК. Обработка мышиных 
ЭСК (мЭСК) антагонистом Bmp — белком Noggin — сопровождается их диффе- 
ренцировкой в нейроны. Аналогичная обработка ЭСК человека белком Bmp ак­
тивирует их дифференцировку в клетки примитивной энтодермы, тогда как 
действие антагониста Bmp в тех же условиях предотвращает такую дифферен­
цировку. Самоподдержание ЭСК человека активируется сигналами TGFp, пере­
дающимися через Smad2,3. Самоподдержание стволовых клеток, происходящих 
из нервного гребешка, у человека или мыши активируется только при сочетан­
ном действии сигналов BMP и Wnt, тогда как по отдельности такие сигналы вы­
зывают специфическую линейную дифференцировку.

Современные представления о регуляции самоподдержания и дифференци- 
ровки СК основаны на том, что клеточная судьба регулируется сетью сигналь­
ных путей в ответ на действие комбинаций клеточных лигандов. Поэтому роль 
отдельных факторов, включая Bmp, в регуляции клеточной судьбы является не 
статичной, а динамичной, т. е. влияние Bmp на ту или иную функцию СК зави­
сит от комбинации действующих в данных момент сигналов и факторов других 
путей (рис. 7.15).

Hedgehog

Рис. 7.15. Схема взаимодействия различных сигнальных путей в регуляции самоподдержания 
стволовых клеток (Varga А. С., Wrana J. L., 2005)
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Синергизм в действии отдельных сигнальных путей, активирующих самопод­
держание стволовых клеток, например Smad или STAT, может происходить пу­
тем их независимой регуляции, а также путем образования комплекса, включа­
ющего белки Stat3, Smadl, СЬр/рЗОО и обладающего способностью физически 
взаимодействовать с сайтом связывания белков Stat на промотере гена глиаль­
ного фибриллярного кислого протеина (Gfap) — маркера нейральных стволо­
вых клеток. Несколько факторов, продукция которых необходима для самоподдер­
жания стволовых клеток, например Oct3/4, Nanog, Sox2, до настоящего времени 
не нашли «своего места» в общей сигнальной сети, регулирующей функции СК, 
хотя их связь с основными регуляторными сигнальными путями была ясно про­
демонстрирована. Публикации последних лет показывают, что активность 
Oct3/4, Nanog, Sox2 в эмбриональных стволовых клетках может быть иниции­
рована лигандом семейства BMP — белком Nodal (см. рис. 7.15).

Роль лигандов семейства Activin 
в регуляции функций стволовых клеток

Генетические опыты показывают, что у эмбрионов с нехваткой белка Smad4 
отмечается нарушение пролиферации клеток бластоцисты и замедляется фор­
мирование внутренней клеточной массы. Эти результаты соответствуют данным
о том, что мыши с инактивацией гена Nodal в эмбриональном периоде продуци­
руют сниженное количество белка Oct3/4 и демонстрируют уменьшение разме­
ров бластоцисты. Изучение профиля экспрессии генов методом молекулярного 
дисплея показывает, что суперсемейство TGFP играет ключевую роль в регуля­
ции самоподдержания эмбриональных и соматических стволовых клеток.

Установлено, что сигнальный путь Nodal особенно активен в недифференци­
рованных ЭСК человека, а его белки-мишени в этих клетках транскрипционно 
активированы. Оказалось, что белки Smad2, Smad3, передающие сигнал Nodal 
от активированного рецептора, в недифференцированных ЭСК человека находят­
ся в фосфорилированном активном состоянии и локализуются в ядре. При инги­
биции сигналов эндогенного Nodal в мышиных ЭСК путем активации экспрессии 
Smad7 или применении специфического ингибитора Nodal — SB-431542 — коли­
чество стволовых клеток существенно снижается, что не отмечается при тормо­
жении сигналов контрольного белка Bmp ингибитором Smad6. Эти данные 
предполагают, что в ЭСК активность Oct3/4, Nanog, Sox2 может быть иниции­
рована лигандом семейства BMP — транскрипционным фактором Nodal, что 
способствует их самоподдержанию.

Необходимо учитывать, что клеточная судьба регулируется сетью сигналь­
ных путей в ответ на действие различных комбинаций лигандов. Роль отдель­
ных факторов в регуляции клеточной судьбы является динамичной, т. е. влия­
ние одного фактора на функции стволовых клеток зависит от комбинации дей­
ствующих в данный момент сигналов и факторов других сигнальных путей 
(см. рис. 7.15).
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7.3. Роль сигнального пути Notch в регуляции 
функций стволовых клеток

Феномен латеральной ингибиции опосредован сигнальным путем Notch

Notch является одним из наиболее широко используемых природой сигналь­
ных путей, контролирующих процессы развития у животных. Notch играет роль 
в контроле выбора клеточной судьбы в процессе развития путем уточнения и 
усиления молекулярных различий между клетками. Хотя сигнальный путь 
Notch вовлечен в развитие большинства тканей, он наиболее хорошо известен 
по канонической роли в поддержании недифференцированного состояния ис­
ходных эпителиальных клеток при их дифференцировке в нервные клетки 
у мух Drosophila. Нервные клетки обычно возникают как единичные клетки из 
эпителиальных клеток-предшественников. В ходе дифференцировки каждая 
коммитированная нервная клетка-предшественник передает контактирующим 
с ней клеткам сигналы, ингибирующие повторение ее судьбы, то есть тормозя­
щие специализацию соседних клеток в том же направлении. Этот процесс изве­
стен как латеральная ингибиция (рис. 7.16).

У эмбрионов мух клетки, расположенные вокруг будущей нервной клетки, 
развиваются в эпидермальном направлении. Латеральная ингибиция у млеко­
питающих зависит от сигналов, которые опосредуются лигандами Notch, белка­
ми семейств Delta, Serrate и Jagged, экспрессирующимися на клеточной поверх­
ности будущих нервных клеток. При связывании с Notch лиганд Delta передает 
клетке, на поверхности которой находится рецептор Notch, сигналы, тормозя­
щие ее нейральную специализацию. При нарушении передачи сигналов между 
белками Delta и Notch обе контактирующие клетки могут становиться нейраль­
ными, что сопровождается образованием избытка нейронов. Сигналы между со­
седними клетками через рецепторы Notch и их лиганды регулируют выбор кле­
точной судьбы в разнообразных тканях у различных животных. Сигналы Notch 
могут также вызывать не латеральную ингибицию, но другие эффекты. В неко­
торых тканях они действуют противоположным образом, способствуя переходу 
клеток в себе подобные. Зависимая от Notch регуляция образования разнооб­
разных клеточных линий используется у мух Drosophila при развитии нейронов, 
мышц, кишечника, сердца и других органов, а у позвоночных этот сигнальный 
путь вовлечен в нейрогенез и миогенез. Notch и Delta содержат один трансмем-

Delta

Notch

Неспециализированные 
эпителиальные клетки

Нервные клетки, дифференцирующиеся 
из эпителиальных клеток

Рис. 7.16. Феномен латеральной ингибиции (Alberts В. [et al.], 2004)
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бранный домен, и оба нуждаются в протеолизе для функционирования. Значе­
ние протеолиза в процессинге Notch изучено значительно лучше, чем в процес­
синге Delta.

Процессинг и активация рецептора Notch
У млекопитающих продуцируются четыре различных рецептора Notch (Notch 

1—4) и 5 лигандов типа Delta (Delta like (Dll)l, 3, 4 и Jagged-1, -2). В ходе 
процессинга рецептор Notch подвергается трем протеолитическим делениям, 
два из которых зависят от Delta (рис. 7.17). Первое протеолитическое деление 
молекулы (S1) осуществляется протеазой, которая называется Furin и действует 
в аппарате Гольджи. Furin разделяет вновь синтезированный белок Notch и его 
будущий внеклеточный домен. Это разделение превращает Notch в гетеродимер, 
состоящий из двух нековалентно связанных полипептидных фрагментов, кото­
рые затем транспортируются на клеточную поверхность. Фрагмент Notch с 
ММ 180 кДа содержит его внеклеточную часть, а фрагмент с ММ 120 кДа вклю­
чает трансмембранный и внутриклеточный домены. Внеклеточная часть рецеп­
тора Notch состоит из 36 повторов, подобных таковым в EGF. Лиганд Delta 
включает 9 подобных повторов. Повторяющиеся аминокислотные последова­
тельности в структуре Notch подвергаются фукозилированию ферментом О-фуко- 
зилтрансферазой, что необходимо для последующей активации Notch его лиган­
дами. Связывание Delta с Notch сопровождается вторым протеолизом (S2) во 
внеклеточном домене, опосредованном у различных видов животных протеаза-

Нервная клетка

Плазматическая Notch —  
мембрана

----- Delta

Межклеточное
пространство

t

тг

Nicd

Эпителиальная
клетка

—  Notch
Связывание с Delta Протеолиз 

и протеолиз в сайте 2 в сайте 'У,
Цитоплазма

р—► Hesl—I МАТН1

Ядро

Рис. 7.17. Процессинг и активация рецептора Notch 
(Chan Y. М., Jan Y. N.. 1998; Van Es J. H., Clevers H., 2005)
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ми, относящимися к различным семействам. У мух Drosophila эту роль может 
выполнять фермент Kuzbanian из семейства металлопротеиназ Adam. У млеко­
питающих протеолиз S2 осуществляется металлопротеиназой Tage (фермент, 
конвертирующий белок Tnf-a). Последнее ферментативное разрезание молеку­
лы Notch в липидном слое мембраны (S3) осуществляется многокомпонентным 
комплексом j -секретазы и следует быстро за предыдущим протеолизом, осво­
бождая цитоплазматический домен активированного рецептора Notch (Nicd) 
(см. рис. 7.17). Комплекс j -секретазы включает в качестве отдельных компонен­
тов протеиназы презенилин-1 и презенилин-2 (Ps-1, Ps-2).

Разрезание С-концевой части белка Notch в пределах трансмембранного до­
мена напоминает протеолиз другого трансмембранного белка — предшествен­
ника (3-амилоида (Арр), который экспрессируется в нейронах и вовлечен в раз­
витие болезни Альцгеймера. Арр протеолизируется в пределах трансмембранного 
сегмента, освобождая один пептидный фрагмент во внеклеточное пространство 
в головном мозге, и другой — в цитозоль нейрона. При болезни Альцгеймера 
внеклеточные фрагменты накапливаются в избыточном количестве и собирают­
ся в филаменты, которые формируют амилоидные бляшки (плаки). Предпола­
гают, что именно эти бляшки повреждают нервные клетки. Наиболее частая ге­
нетическая причина раннего начала болезни Альцгеймера — мутация в гене 
PS-1, который кодирует 8-мембранный белок, принимающий участие в протео- 
лизе Арр. Мутация PS-1 сопровождается активацией протеолиза Арр с образо­
ванием фрагментов, формирующих амилоидные бляшки. Генетические доказа­
тельства, полученные на червях С. elegans, мухах Drosophila и мышах, показыва­
ют, что белок Ps-1 является тем же самым ферментом, который участвует 
в последнем ферментативном разделении молекулы Notch. Сигнальный путь 
Notch и заключительный его протеолиз нарушаются в клетках с инактивиро­
ванным Ps-1.

Негативная регуляция сигналов Notch осуществляется с помощью протеоли­
за, опосредованного убиквитиновой лигазой Sel-Ю. Эта лигаза распознает мо­
лекулу Notch, фосфорилированную в домене, который называется PEST.

Мишени Notch и механизм их активации
После транслокации в ядро Nicd действует путем связывания транскрипци­

онного фактора Csl (suppressor of hairless) (рис. 7.17), который также называет­
ся Rbp-j/Lag-1/Cbfl. Связывание с Nicd изменяет свойства Csl, превращая его 
из транскрипционного супрессора в активатор. Цитоплазматический домен 
Notch может прямо связывать Csl с коактиваторными белками семейства 
MAM-L (Mastermind-like), что сопровождается увеличением уровня зависимой 
от Csl транскрипционной активации и сопряжено с рекрутированием коактива- 
торной гистоновой ацетилтрансферазы рЗОО/СЬр (рис. 7.18).

Группа генов-мишеней, активированных этим механизмом, включает ген 
HES (Hairy/Enhancer of Split) и родственные ему гены (HEY, CHF, HRT, HERP). 
Продукты этих генов, в свою очередь, репрессируют транскрипцию нижележа­
щих генов-мишеней, таких как нейрогенин, МАТН-1 и других (см. рис. 7.17). 
В отсутствие Nicd Csl взаимодействует с корепрессорным комплексом, включа­
ющим Hdac, и связывает специфический мотив ДНК с последовательностью 
GTGGGAA на промотерах генов-мишеней. Образование комплекса Nicd с Csl



Рис. 7.18. Схема действия сигналов Notch в ингибиции нейральной дифференцировки
(Iso Т. [et al.]. 2003)

смещает Hdac с промотера гена-мишени и сопровождается активацией его 
транскрипции.

Наиболее хорошо охарактеризованы мишени сигнального пути Notch — 
гены HES и HEY, кодирующие транскрипционные факторы семейств H esl—7 и 
H eyl—3. В тонком кишечнике у мышей экспрессируется белок Notchl и несколь­
ко его лигандов, белков Hesl, 6, 7, которые регулируют детерминацию судьбы 
клеток крипт. Мыши с инактивированным геном HES1 показывают усиление 
активности продукта гена МАТН1, аккумуляцию нейроэндокринных, кубковид­
ных клеток и клеток Paneth. В случае мутаций, активирующих ген HES1 или 
инактивирующих ген МАТН1, происходят противоположные изменения.

Мишени сигналов Notch — семейство белков Hes и Hes-related proteins 
(Негр) — по биохимической структуре относятся к транскрипционным репрес- 
сорам семейства bHLH и действуют путем негативной регуляции экспрессии ни­
жележащих генов-мишеней. Например, при активации Hes с помощью Nicd 
происходит ингибиция нейральной дифференцировки у эмбрионов мышей (см. 
рис. 7.18). Семейство транскрипционных регуляторов bHLH высококонсерва* 
тивно и насчитывает более 240 белков у различных организмов, включая дрож­
жи и человека. Белки bHLH образуют димеры, которые связывают специфиче­
ские последовательности ДНК в промотерах генов-мишеней. При этом основной 
домен b белков bHLH выполняет роль связывающей ДНК последовательности, 
тогда как домен HLH опосредует образование димеров с другими членами се* 
мейства bHLH. Транскрипционные факторы bHLH подразделяются на несколь­
ко групп в соответствии с их структурными и биохимическими характеристика­
ми (табл. 7.1).
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Таблица 7.1
Классификация транскрипционных факторов суперсемейства bHLH 

(Iso Т. [et al.], 2003)

Класс Представители
семейства

Сайт связывания 
в промотере гена-мишени Функциональная активность

А MyoD, Mashl CANCTG Транскрипционные активаторы
В Мус, Мах CANNTG Транскрипционные активаторы
С Hes, Негр CACGNG Транскрипционные репрессоры

CACNAG

Белки класса «А» являются транскрипционными активаторами, например 
члены семейств MyoD и M ashl. Они связывают последовательность ДНК 
CANCTG. Транскрипционные факторы класса «В», например Мус и Мах, имеют в 
димеризационном домене мотив «лейциновой застежки» и связывают мотив 
ДНК — Е бокс (CANNTG), в котором в положениях N могут находиться любые 
основания. К классу «С» относятся транскрипционные репрессоры, например Hes 
и Негр, которые содержат остаток пролина в основном домене и связывают сайт 
ДНК «С» с последовательностью CACGNG или сайт «N» с последовательностью 
CACNAG. Структура белков семейств Hes и Негр является гомологичной. Они 
включают высококонсервативные домены bHLH, «helix3—helix4», а также мотив 
WRPW (в белках семейства Hes) или YRPW (в белках семейства Негр).

Существует несколько различных механизмов транскрипционной супрессии 
белками Hes и Негр. Одним из механизмов является активная супрессия, в про­
цессе которой белки Hes формируют гомодимеры, взаимодействующие с после­
довательностями ДНК класса «С» (рис. 7.19). Гомодимеры Hes образуют комп­
лексы с корепрессорами Groucho или их гомологами у млекопитающих факто­
рами Tie (transducin-like enhancer of split), что опосредовано мотивом WRPW 
в С-концевой части молекулы Hes. В свою очередь, корепрессор может рекрути­
ровать белки Hdac, которые модифицируют структуру хроматина. Другим меха­
низмом является пассивная супрессия, в процессе которой происходит секвест­
рация потенциального активатора транскрипции. Например, H esl способен 
формировать нефункциональные гетеродимеры с Е47 — убиквитарным белком 
семейства bHLH, потенциальным партнером транскрипционных факторов 
MyoD и M ashl, таким образом, предотвращая образование функциональных ге­
теродимеров MyoD-E47 или M ashl-E47. Третий механизм, с помощью которого

Консервативные домены в молекуле белков семейств Hes/Herp

Рис. 7.19. Схема строения белков семейств Hes и Негр (Iso Т. [et al.], 2003)
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- C D —С Notch

X  Ж

N-, Е-Ьох г— |N-, E-boxt

Транскрипция ингибирована
Рис. 7.20. Роль кооперации продуктов семейств Hes и Негр в передаче сигналов Notch

(Iso Т. [et al.]. 2003)

может супрессироваться транскрипция генов-мишеней, состоит в активации 
транскрипции Cdkl р21а Рх, опосредованной доменом «helix3—helix4», в структу­
ре белков Hes. Кроме того, молекулы Hes и Негр способны взаимодействовать 
между собой, формируя гетеродимеры, которые предотвращают активацию 
транскрипции генов-мишеней (рис. 7.20).

Роль Notch в регуляции функций эмбриональных, 
зародышевых и соматических стволовых клеток
Наиболее хорошо изученный канонический путь активации Notch связан 

с транслокацией его С-концевого домена в ядро, где этот полипептид взаимодей­
ствует с Csl. Большинство эффектов Notch связано с активацией транскрипцион­
ных супрессоров семейств Hes и Негр. Однако в некоторых случаях сигналы 
Notch могут вызывать трансактивацию генов-мишеней, используя кооперацию 
с другими сигнальными путями. В ЭСК человека Notch активирует сигнальный 
путь PI3K/AKT (см. гл. 9), способствуя специфическому фосфорилированию мо­
лекулы Stat3 по серину 727 (Stat3Ser727), которое вызывает экспрессию мишеней, 
включая Shh, и облегчает выживание стволовых клеток (рис. 7.21). Такой пози­
тивный сигнал выживания уравновешивается негативными сигналами, передава­
емыми через сигнальный путь, опосредованный Jak-p38MAPK, который противо­
действует фосфорилированию молекулы Stat3 по серину 727.

Сигналы Jak-p38MAPK способствуют фосфорилированию молекулы Stat3 по 
тирозину 705 (StatS1* 705), что сопряжено с последующей клеточной дифферен- 
цировкой. В культуре in vitro НСК плода подвергаются апоптозу, уровень кото­
рого резко снижается при экспрессии лиганда Notch, D114. Этот эффект выжива­
ния отменяется при обработке клеток ингибитором усекретазы  — Dapt, кото-



218 Глава 7. Сигнальные пути МАРК, Jak-STAT, Notch и TGFP в регуляции функций...

Рис. 7.21. Роль сигнального пути Notch в регуляции самоподдержания и дифференцировки 
стволовых клеток (Androutsellis-Theotokis A. [et al.], 2006)

рый препятствует протеолитическому разделению молекулы Notch ферментом 
Ps-1 (см. рис. 7.17). В случае экспрессии лиганда D114, нейральные стволовые 
клетки сохраняют способность образовывать нейроны, астроциты и олигоденд- 
роциты при длительной культивации. Сигнал D114 передается через киназы Pi3k 
и Akt и их нижележащую мишень mTor (mammalian target of rapamycin), кото­
рая является регулятором клеточной пролиферации. В свою очередь шТог спо­
собствует фосфорилированию молекулы Stat3 по серину 727, что можно предот­
вратить при обработке клеток ингибиторами сигнального пути Notch/Dapt или 
рапамицином. StatS8"727 транскрипционно активирует белок Hes3, что можно 
предотвратить путем воздействия на клетки цилиарным нейротрофигеасим фак­
тором (Cntf), активирующим киназу семейства Jak. Белок и мРНК, кодируемые 
геном HES3, были найдены в высокой концентрации в субтравентрикулярной 
зоне центральной нервной системы, которая у зрелого организма является мес­
том расположения нейральных стволовых клеток. В этой же зоне обнаружена 
экспрессия транскрипционных факторов Shh и Bmil. Jagl вызывает продолжи­
тельную активацию продукции белка Shh, что опосредовано белком Hes3. Акти­
вация Shh и Bmil способствует самоподдержанию эмбриональных и соматиче­
ских стволовых клеток различной тканевой специфичности (см. рис. 7.21). Ак­
тивность белка mTor регулируется негативной обратной связью, которая 
опосредуется киназами Mskl и Lkbl, фосфорилирование и активация которых 
вызывается Jakl.

Транскрипционный фактор Stat3 активируется сигналами клеточной поверх­
ности, воспринимаемыми рецепторным комплексом gpl30/Rlif и передаваемы­
ми тирозиновой киназой семейства Jak (см. цв. вклейку, рис. 9.1). Внеклеточ­
ные лиганды, которые облегчают фосфорилирование Stat3 по тирозину 705, 
стимулируют дифференцировку НСК в глиальные клетки. Дифференцировоч- 
ная активность StatS1*1705 опосредована киназой р38МАРК, которая ингибирует са­
моподдержание стволовых клеток путем фосфорилирования и активации кина­
зы Msk. Таким образом, баланс между дифференцировкой и самоподдержанием
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нейральных и других типов стволовых клеток, активируемых соответственно 
сигналами StatS1"̂1705 и Stat3Ser727, может поддерживаться через киназу р38МАРК 
(см. рис. 7.21).

В яичнике дрозофилы самоподдержание ЗСК нуждается во взаимодейст­
вии сигнальных путей Notch и TGFp, потеря которого ведет к уменьшению чис­
ла ЗСК.

Дифференцировка кератиноцитов в культуре in vitro также может быть свя­
зана с активацией сигнального пути Notch. Окрашивание клеток эпидермиса 
мышиных эмбрионов антителами к N otchl показывает, что активация этого 
сигнального пути может выявляться в некоторых клетках базального слоя, но 
становится повсеместной и выраженной в дифференцирующихся клетках супра- 
базальных слоев. Активация Notch вызывает каскад нижележащих сигнальных 
событий, которые, в свою очередь, сопровождаются выходом кератиноцитов из 
клеточного цикла и их дифференцировкой. В частности, прямой мишенью сиг­
налов Notch/Csl в клетках млекопитающих является Cdkl р21С1Р1, активация ко­
торого останавливает клеточную пролиферацию и играет важную роль в регу­
ляции самоподдержания и дифференцировки стволовых клеток. Опосредован­
ная Notch ингибиция сигнальных путей W nt/p-катенин, Shh, NF-kB 
сопровождается уменьшением пролиферативной активности стволовых клеток 
и происходит независимо от Csl (рис. 7.22).

Nicd и Csl активируют транскрипцию 
гена p H 0 ?1

Nicd

Nicd ингибирует активность сигнальных путей 
NF-кВ, Shh, Wnt путём передачи сигналов 

через неизвестные факторы

Csl —
Сайт связывания
Nicd в промотере ------

гена р г ^ Р 1 Q p21c|P^)

К О

NF-kB

Shh/Gli2

W nt/p-катенин

Ингибиция деления и уменьшение 
количества стволовых клеток эпидермиса

Стволовые клетки эпидермиса

Рис. 7.22. Сигналы Notch ингибируют деление стволовых клеток путем прямой транскрипци­
онной активации гена Cdkl р21с,р| и торможения передачи сигналов W nt/p -катенин, Shh

и NF-кВ (Lefort К., Dotto G. P., 2004).
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Сигналы Notch вызывают позитивную регуляцию 
дифференцировки кератиноцитов
Взаимодействие между Notch и Delta способствует регуляции разнонаправ- | 

ленной дифференцировки стволовых клеток базального слоя эпидермиса, обла­
дающих изначально одинаковым дифференцировочным потенциалом. С другой 
стороны, Notch и его лиганды могут коэкспрессироваться в одних и тех же 
клетках, подвергающихся координированной дифференцировке в одном и том 
же направлении. Такие клетки в мышцах и коже млекопитающих в процессе эм­
брионального развития экспрессируют лиганд Jaggedl. В этом случае Notch уси­
ливает экспрессию Jaggedl, который действует как позитивный регулятор об­
ратной связи и координирует дифференцировку клеток в том же направлении, I 
что и Notch (рис. 7.23). Относительный вклад негативных и позитивных меха- | 
низмов обратной связи в модуляции сигналов Notch, по-видимому, контролиру- I 
ется белками-помощниками, такими как белки семейства Fringe, которые селек- |  
тивно ингибируют ответ Notch к лигандам, подобным Jagged.

В эпидермисе кожи человека повышение уровня экспрессии Notch и Delta на | 
различных стволовых клетках базального слоя способствует индукции комми- I 
тирования клеток-соседей Notch во временно амплифицирующиеся клетки так, I 
как это происходит при латеральной ингибиции (см. рис. 7.23). С другой сторо- I 
ны, в эпидермисе новорожденных и эмбрионов мышей экспрессия Jaggedl I 
и Notch 1 совпадает в дифференцирующихся кератиноцитах в супрабазальном I 
слое, тогда как Jaggedl и N otchl отсутствуют в терминально дифференцирую- I  
щихся клетках внешних слоев. Шиповатый слой является единственной зоной I 
эпидермиса, свободной от экспрессии белков семейства Fringe, создавая границу I

Рис. 7.23. Роль сигнального пути Notch в регуляции дифференцировки стволовых клеток 
эпидермиса (Lefort К., Dotto G. Р., 2004)
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между базальным и гранулярными слоями, которые отличаются по экспрессии 
молекул сигнального пути Notch.

Роль Notch в облегчении коммитирования СК эпидермиса во временно амп- 
лифицирующиеся клетки была предположена на основе данных о кератиноци- 
тах, у которых повышена продукция Delta, супрессирующего пролиферацию со­
седних клеток, маркированных Notch. Потеря экспрессии Notch у мышей сопро­
вождается гиперплазией эпидермиса с неправильной экспрессией кератинов 
в базальном и верхних эпидермальных слоях и гиперактивацией экспрессии ин- 
тегринов p i и р4 в супрабазальном слое, в котором экспрессия этих интегринов 
в нормальных условиях является низкой или отсутствует. Напротив, активация 
сигнального пути Notch в мышиных кератиноцитах является достаточной для 
того, чтобы вызвать их выход из клеточного цикла, что опосредовано актива­
цией продукции р21°Р1 и сочетается с экспрессией маркеров терминальной диф­
ференцировки промежуточного эпидермального слоя (кератинов 1,10 и инво- 
люкрина), а также супрессией поздних маркеров дифференцировки кератиноци- 
тов (лорикрина, филагрина).

Сигналы Notch ингибируют нейрогенез, 
но способствуют образованию глиальных клеток
Многочисленные данные свидетельствуют о том, что Notch ингибирует диф­

ференцировку нейральных клеток-предшественников и способствует поддержа­
нию их в неактивном состоянии. Эти данные дополнены новыми результатами, 
свидетельствующими, что Notchl и его мишени — гены HES1 и HES5 — способ­
ствуют активации глиогенеза. Например, культивирование нейральных стволо­
вых клеток гребешка (NCSC) с высокой частотой ведет к образованию шваннов- 
ских клеток в случае активации сигнального пути Notch. Инструктивная роль 
Notch была найдена и при дифференцировке клеток зрительной оболочки гла­
за — ретины. Ретинальные клетки-предшественники, экспрессирующие экзоген­
ные Nicd или Hesl, дифференцируются в глиальные тканеспецифические клет­
ки Мюллера (MGC), тогда как эктопическая экспрессия доминантно-негативно­
го гена HES1 снижает число глиальных клеток.

В других опытах клетки ретины с низким уровнем транскрипционного фак­
тора Hes5 показывают уменьшение числа глиальных клеток, тогда как экзоген­
ная экспрессия Hes5 сопровождается увеличением числа глиальных клеток 
в ущерб количеству нейронов. Белок Herpl, экспрессирующийся в области внут­
реннего ядерного слоя ретины, в котором располагаются MGC, также обладает 
способностью активировать образование глиальных клеток, но не нейронов. 
Двойная мутация тканеспецифических нейрональных генов MASH1 и MASH2 
ведет к увеличению числа MGC и повышению уровня продукта гена HERP1.

Роль Notch в злокачественной трансформации 
стволовых клеток на модели рака кожи
Модель рака кожи является предпочтительной из-за поверхностной локали­

зации клеток эпидермиса и их доступности для проведения опытов. Протокол 
индукции опухоли кожи включает четыре стадии.

На первой стадии кожа подготавливается путем воздействия небольшими 
дозами канцерогена, что приводит к мутации онкогена RAS в единичных кера­
тиноцитах, трансформация которых ингибируется сигналами нормальных кле­
ток микроокружения (табл. 7.2).



222 Глава 7. Сигнальные пути МАРК, Jak-STAT, Notch и TGFP в регуляции функций.

Таблица 72
Стадии и механизм развития экспериментального рака кожи у мышей 

(Lefort К., Dotto G. Р., 2004)

Стадия развития рака Механизм развития и фенотипические проявления

Инициация

Активация

Прогрессия

Метастазирование

Под действием канцерогена происходит мутация протоонко­
гена RAS в единичных стволовых клетках, размножение кото- 
рых ограничивается сигналами микроокружения 
В результате действия опухолевого промотера, который нару- 
шает сигналы микроокружения, происходит активация деле­
ния стволовых клеток, содержащих мутантный ген RAS, обра­
зуется доброкачествнная опухоль — папиллома 
Доброкачественная папиллома превращается в злокачествен­
ную опухоль путем накопления мутаций, способствующих ак­
тивации пролиферации трансформированных клеток, форми­
руется базально-клеточная карцинома 
Образуется агрессивно растущая опухоль, не экспрессирую­
щая тканевых маркеров (веретенообразно-клеточная карци­
нома), приобретающая способность к метастазированию

Мишенью канцерогена, вероятно, являются СК эпидермиса, обладающие 
способностью к неограниченно длительному самоподдержанию. Об этом свиде­
тельствует тот факт, что кожа, обработанная канцерогеном, сохраняет свое 
«инициированное» состояние на всю жизнь.

Вторая стадия индукции опухоли включает повторную обработку кожи реа­
гентами, не обладающими мутагенными свойствами, но способствующими фор­
мированию опухоли (опухолевыми промотерами). Функция опухолевых промо- 
теров заключается в нарушении нормального микроокружения, что способствует 
превращению кератиноцитов, продуцирующих мутантный ген RAS, в папиллому, 
т. е. доброкачественную опухоль, характеризующуюся неинвазивным ростом. Бо­
льшинство папиллом остаются высокодифференцированными, доброкачествен­
ными и зависимыми в своем росте от обработки опухолевыми промотерами.

На третьей стадии маленькая фракция папиллом постепенно приобретает 
потенциал для дальнейшей прогрессии в инвазивную злокачественную опу­
холь — чешуйчатую клеточную карциному. Скорость трансформации папилло­
мы в карциному усиливается путем дополнительных генетических изменений 
клеток папилломы, что происходит на стадии прогрессии опухоли.

Четвертая стадия развития опухоли заключается в конверсии чешуйчатой 
карциномы, т. е. опухоли с распознаваемыми эпителиальными характеристика­
ми, в более агрессивную и метастатическую опухоль, которая утрачивает тка­
неспецифические характеристики. Такая опухоль называется веретенообразной 
клеточной карциномой.

Инактивирующая мутация гена N o tch l в коже мыши достаточна для того, 
чтобы вызвать возникновение гиперпролиферативного фенотипа с нарушением 
границ эпидермиса. Этот феномен напоминает таковой при обработке кожи хи­
мическими опухолевыми промотерами. Мыши с делецией гена N o tch l проявля­
ют повышенную чувствительность к развитию опухолей, вызванных путем ис­
пользования стандартного канцерогенного протокола. Клетки с генотипом 
N o tc h l - / - ,  инфицированные онкогеном RAS и инъецированные подкожно им-
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мунодефицитным мышам линии nude, могут формировать агрессивную опухоль, 
которую не формируют клетки, экспрессирующие нормальный уровень белка 
Notchl. Эти опыты показывают, что потеря белка Notch в коже сопровождается 
увеличением числа стволовых клеток в базальном слое эпидермиса, которые яв­
ляются мишенями онкогенной трансформации у мышей при экспрессии прото­
онкогена RAS. Такая возможность соответствует представлениям, что активация 
сигнального пути Notch тормозит пролиферацию стволовых клеток путем пря­
мой транскрипционной активации Cdkl р21а^ (см. рис. 7.22).

Взаимодействие между Notch и другими сигнальными путями
Активация Notch в кератиноцитах вызывает события, которые могут быть 

опосредованы другими молекулами-передатчиками, а не Csl. Например, опосре­
дованная Notch активация сигнальных путей W nt/p-катенин, Shh, NF-kB может 
происходить независимо от Csl. При ингибиции сигналов Notch повышается ак­
тивность сигнальных путей W nt/p-катенин, Shh, NF-kB, что сопровождается 
увеличением числа СК, их пролиферативной активности и повышением риска 
злокачественной трансформации (см. рис. 7.22).

Сигнальный путь Notch также влияет на другие сигнальные пути, которые 
играют ключевую роль в регуляции функций кератиноцитов. Мыши с эмбрио­
нальной инактивацией гена Notch отличаются от мышей с генотипом 
р21с'Р1- / - .  После трехмесячного возраста у таких животных в различных частях 
тела возникают опухоли, которые высоковаскуляризированы и состоят из малень­
ких пролиферирующих базофильных клеток. У таких мышей также отмечается 
гиперплазия и кератинизация роговицы с последующей слепотой. Как в гиперп- 
лазированном эпидермисе, так и в опухолях, подобных базально-клеточной 
карциноме, возникающей из клеток базального слоя эпидермиса, снижение про­
дукции Notchl сопряжено с повышением уровня белка GH2, опосредующего пе­
редачу сигналов Shh. Активация сигнальных путей W nt/p-катенин и NF-kB 
в кератиноцитах также найдена при утрате функции Notch. Передача сигналов 
р-катенином может быть супрессирована при активации сигналов Notchl 
(см. рис. 7.22).

В эпителиальных клетках сигналы Notch инициируют различные ответы, 
часть которых ограничивает пролиферативный потенциал и вызывает дифферен­
цировку, тогда как другие облегчают выживание клеток. Эта двойственность фун­
кций может относиться не только к эпителиальным клеткам. Онкогенные эффек­
ты активации Notch были вначале продемонстрированы при остром Т-клеточном 
лейкозе, происхождение которого может быть связано со специфической хромо­
сомной транслокацией, сопровождающейся образованием аберрантного белка 
Notchl, проявляющего конститутивную активацию. Было установлено, что уси­
ленная экспрессия подобной формы белка Notch в культуре клеток или у транс­
генных животных сопровождается клеточной трансформацией.

Возникновение слизисто-эпидермоидных карцином, наиболее часто встреча­
ющихся опухолей слюнной железы, связано со специфической хромосомной 
транслокацией и образованием рекомбинантного белка, состоящего из транс­
крипционных активаторов Creb и Маш12 (см. цв. вклейку, рис. 7.24). Образую­
щийся рекомбинантный белок Creb-Maml2 ингибирует экспрессию генов, опо­
средованную сайтом связывания Nicd-Csl. Вместо этого белок СгеЬ-Маш12 акти­
вирует транскрипцию с промотеров генов, содержащих сайт связывания Creb.
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В этом случае нормальная передача сигналов Notch нарушается и появляется 
новая функция, опосредованная стимуляцией транскрипции, зависимой от 
транскрипционного фактора Creb.

Карциномы шейки матки представляют собой наиболее часто встречающий­
ся тип опухолей, происходящих из кератиноцитов. Инфицирование кератино- 
цитов вирусами папилломы человека штаммов HPV16 и HPV18 нарушает конт­
роль клеточного цикла вследствие взаимодействия белков Е6 и Е7 вируса па­
пилломы с регуляторными клеточными белками. При этом белок Е6 HPV 
взаимодействует с р53 с последующей его убиквитинацией и деградацией, а бе­
лок Е7 функционально инактивирует pRb, р107, р130 и р21°Р1. Белок Е6 активи­
рует теломеразу, что позволяет инфицированным клеткам избежать старения 
(см. цв. вклейку, рис. 7.25).

В клетках HeLa, происходящих из ткани опухоли шейки матки, сигнальные 
пути р53 и pRb репрессированы онкопротеинами. При потере экспрессии бел­
ков Е6 и Е7 вирусом HPV сигнальные пути р53 и pRb могут быть реактивирова­
ны. Находясь в клетке в эписомальном состоянии, HPV долгое время может не 
проявлять свое супрессивное действие. При неопластической трансформации 
происходит интеграция вирусной ДНК в геном эпителиальной клетки, что со­
провождается нарушением открытой рамки считывания вирусного гена Е2. 
Функция гена Е2 заключается в репрессии регуляторной области вирусного 
промотера (UTR), которая управляет транскрипцией генов Е6 и Е7, так что по­
теря активности гена Е2 сопровождается инициацией экспрессии генов Е6 и Е7. 
Экспрессия этих генов может быть ингибирована в инфицированных кератино- 
цитах белком Notchl. В таких клетках экспрессия активированной формы 
Notchl — Nicd, вызывает супрессию пролиферации, которая может быть следст­
вием торможения экспрессии белков Е6 и Е7. Активация транскрипции белков 
Е6 и Е7 сопровождается взаимодействием их продуктов с негативными регуля­
торами клеточной пролиферации — белками р53 и pRb, функциональной инак­
тивацией этих белков и активацией клеточной пролиферации (см. цв. вклейку, 
рис. 7.25).
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ГЛАВА 8 СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ Wnt/p-КАТЕНИН
В РЕГУЛЯЦИИ ФУНКЦИЙ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

8.1. Семейство белков Wnt, общая характеристика, процессинг, 
передача сигналов, роль в активации различных сигнальных путей

Сигнальный путь W nt/p-катенин участвует в регуляции функциональной ак­
тивности эмбриональных, зародышевых и соматических стволовых клеток раз­
личных тканей, включая кроветворную систему, кожу, мышцы, нервную ткань, 
эпителий внутренних органов и молочной железы, хрящевую и костную ткани. 
Эти данные позволяют предположить, что белки сигнального пути W nt/p-кате­
нин, как и факторы нескольких других сигнальных путей (PcG/Bmil, Notch, 
Hedgehog, TGFP), создают фундаментальную основу для сопряжения самопод­
держания стволовых клеток с их убиквитарными функциями (рис. 8.1).

Общая характеристика белков семейства Wnt
Белки Wnt были открыты вне зависимости друг от друга у мух и мышей. 

У мух Drosophila был найден ген Wingless, функция которого связана с контролем 
формирования сегментов тела при развитии личинки. Ген Wingless, как оказалось

Рис. 8.1. Основные сигнальные пути, регулирующие самоподдержание соматических 
стволовых клеток различной тканевой специфичности (Reya Т., Clevers Н., 2005)
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позднее, является гомологом гена WNT1, который был обнаружен у мышей и на­
зван INT1. Он был идентифицирован в 1982 г. после установления его роли 
в развитии рака молочной железы, возникающего в результате интеграции мы­
шиного вируса рака молочной железы (MMTV) в сайт интеграции гена INT1.

Мутации генов Dishevelled (DSH) и Armadillo у мух (Р-катенин у позвоноч­
ных) приводили к возникновению фенотипа, подобного таковому при мутации 
WNT1, тогда как мутации Shaggy/zeste-white 3 (гомолог киназы 3(3 гликоген 
синтетазы, Gsk3p) сопровождались возникновением противоположного феноти­
па. Было предположено, что продукты генов WNT, DSH, GSK3P и р-катенина 
играют ключевую роль в сигнальном каскаде Wnt. Введение мРНК WNT1 в вент­
ральные бластомеры лягушки Xenopus на стадии четырех клеток приводило 
к удвоению оси тела. Этот результат свидетельствовал, что сигнальный путь 
Wnt/p-катенин консервативен в развитии позвоночных и играет важную роль 
в эмбриогенезе. Дубликация оси тела также наблюдалась при экзогенной эксп­
рессии DSH, р-катенина и доминантно негативной версии GSK3p. В 1991 г. был 
открыт ген АРС (adenomatous polyposis coli), мутации которого играют ведущую 
роль в возникновении семейного полипоза прямой кишки (FAP). В 1993 г. была 
найдена связь между р-катенином и Арс, а также установлена важная роль сиг­
нального пути W nt/p-катенин в возникновении рака кишечника.

Белки Wnt инициируют несколько сигнальных путей. 
Передача сигналов через неканонические сигнальные пути
Семейство белков Wnt у млекопитающих включает 19 различных секретор­

ных молекул, контролирующих несколько сигнальных путей (рис. 8.2). Один из 
таких путей регулирует вход в клетку Са2+ и активирует протеинкиназу С (Ркс) 
в процессе формирования формы клеток и их адгезивной функции. Два других 
сигнальных пути связаны с регуляцией планарной клеточной полярности — кон­
вергентного расхождения (РСР-СЕ) или накоплением р-катенина (Wnt/p-кате­
нин). Сигналы Wnt, связанные с различными сигнальными путями, передаются 
через белки Dishevelled (Dsh), которые у млекопитающих представлены тремя 
различными молекулами.

Структура Dsh включает три консервативных домена:
1) N -концевой домен DIX, который связывает белок аксин и, таким обра­

зом, опосредует активацию сигнального пути Wnt/p-катенин;
2) центральный домен PDZ, вовлеченный в формирование многих белковых 

взаимодействий;
3) С-концевой домен DEP, опосредующий взаимодействие с белками семей­

ства Rho в сигнальном пути, регулирующем планарную клеточную полярность и 
конвергентное расхождение (см. рис. 8.2).

Из 623 аминокислотных остатков в молекуле Dsh у мух Drosophila 15 % при­
надлежит серинам или треонинам, и большинство из них находятся в централь­
ной части молекулы Dsh, где располагается домен PDZ. Dsh взаимодействует со 
множеством белков-партнеров, функциональная активность которых зависит от 
такого взаимодействия:

— с казеинкиназами  1, 2 (Ckl, 2) и фосфатазой  Рр2а, которые контролируют 
уровень фосфорилирования некоторых белков сигнального пути Wnt/p-кате­
нин, включая молекулу р-катенина;
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Рис. 8.2. Сигнальные пути, регулируемые семейством белков Wnt 
(Wharton К. A. Jr., 2003)

— с белком Pari, регулирующим аккумуляцию детерминант клеточной судь­
бы при асимметричном делении зародышевых стволовых клеток;

— с белком аксином, играющим роль адаптера при сборке комплекса, инак­
тивирующего р-катенин;

— с белком Stbm (Strabismus), который модулирует сигналы РСР;
— с белком Daam (Dishevelled-associated activator of morphogenesis), опосре­

дующим взаимодействие Dsh с белками семейства Rho и др.
Первым белком, физическое взаимодействие которого с Dsh было установ­

лено, является Notch. Роль Notch, взаимодействующего с Dsh при формирова­
нии закладки крыла у мух Drosophila, заключается в ингибиции изменения судь­
бы сенсорных клеток, контактирующих с клетками, формирующими зачаток 
крыла под действием сигналов Wnt.

Семейство Rho включает три ГТФазы: Cdc42, Rac и Rho, которые действуют 
как молекулярные переключатели, контролируя клеточные процессы путем 
циклирования между активным состоянием, в котором они связывают ГТФ, и 
неактивным состоянием, в котором они связывают ГДФ (рис. 8.3). Активация 
Cdc42 вызывает полимеризацию актина и образование пучков полимеров, фор­
мирующих филоподии, или более короткие клеточные выступы, которые назы­
ваются микрошипами. Активация Rac облегчает полимеризацию актина на пе­
риферии клеток и ведет к образованию складкообразных выступов — ламело- 
подий и мембранных складок. Активация Rho облегчает образование пучков 
актиновых филаментов с филаментами миозина II в так называемых стресс-
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Рис. 8.3. Схема передачи сигналов в неканонических сигнальных путях, регулируемых семей­
ством белков Wnt:

G (G protein) — член семейства белков G (остальные обозначения — в тексте)
(Veeman М. T. [et al.], 2003)

фибриллах, а также образование кластеров интегринов и связанных с ними бел­
ков для формирования фокальных клеточных контактов. Dsh через его домен 
DEP вызывает активацию каскада JNK в сигнальном пути планарной клеточной 
полярности.

Белки Wnt подразделяются на два класса — канонигеские и неканонигеские. 
Канонические Wnt (W ntl, Wnt3a, Wnt8) контролируют сигнальный путь 
W nt/p-катенин, который в постэмбриональном периоде участвует в регуляции 
клеточной пролиферации, дифференцировки и апоптоза, что опосредуется пу­
тем взаимодействия р-катенина с транскрипционными факторами семейства 
LEF/TCF. Генами-мишенями этого пути являются c-MYC, c-JUN, циклин D1, 
которые инициируют вход клетки в клеточный цикл и репликацию ДНК. У эмб­
рионов Xenopus, сверхэкспрессия WntSa или W n tll может активировать зависи­
мые от кальция ферменты: протеинкиназу С (Ркс) и кальмодулин киназу Па (Сат- 
lclla), которые в свою очередь активируют транскрипционный фактор Nf-at. Dsh, 
лишенный домена DIX и еще активный в передаче сигналов Ркс, теряет актив­
ность в передаче сигналов Wnt/p-катенин. Некоторые белки Wnt могут прояв­
лять свойства канонических и неканонических молекул в зависимости от типа 
клеток хозяина и рецепторных молекул Frizzled (Fz), с которыми они взаимо­
действуют. На сегодня у человека охарактеризовано 10 различных белков се­
мейства Frizzled.
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Процессинг белков семейства Wnt
Белки семейства Wnt включают большое число консервативных цистеино- ] 

вых остатков и характеризуются плохой растворимостью, несмотря на наличие 
в N-конце сигнального пептида. Плохая растворимость белков Wnt связана 
с жировой модификацией молекулы — пальмитилированием цистеино* 
вых остатков, которое поддерживает их функциональную активность (рис. 8.4).

Фермент, ответственный за пальмитилирование Wnt в эндоплазматическом ре- I  
тикулуме у мух Drosophila, называется Porcupine, а у червей — mom-1. Секреция 
Wnt во внеклеточное пространство зависит от гена, который у мух Drosophila 
называется Wntless/evenness interrupted (WLS/EVI). Ген WLS/EVI консервати­
вен и клонирован у червей (МОМ-3) и человека (hWLS). Продукт гена 
WLS/EVI обнаруживается постоянно в аппарате Гольджи, где он колокализует- 
ся и физически взаимодействует с Wnt (см. рис. 8.4). Считается, что Wnt дейст­
вует как морфоген, а его активность зависит от градиента концентрации, хотя 
пока не ясно, каким образом формируется протяженный градиент Wnt.

8.2. Роль сигналов Wnt/p-катенин в регуляции 
функций стволовых клеток

Рецепторы и внеклеточные антагонисты Wnt
Белки Wnt инициируют передачу сигналов путем связывания с трансмемб­

ранными рецепторами Fz и родственными рецепторам белками (Lrp), которые • 
включают один трансмембранный домен и по химической природе являются

— ? Эндоплазматический

I

Межклеточное пространство ^
Ш — Porcupine

Рис. 8.4. Процессинг и секреция белков семейства Wnt 
(Clevers Н„ 2006)

Ш -  Wls/Evi 
в  -W n t
■■ — Пальмитилированный Wnt
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липопротеинами низкой плотности. Fz проходят через плазматическую мембра­
ну 7 раз и имеют N-концевой внеклеточный домен, содержащий много цистеи- 
новых остатков (см. цв. вклейку, рис. 8.5). Wnt могут связывать различные 
рецепторы Fz, и наоборот, Fz могут связывать различные Wnt. Lrp служат в ка­
честве корецепторов Fz. На сегодняшний день хорошо изучены два таких коре- 
цептора — Lrp5/6, которые могут опосредовать передачу сигналов Wnt и стаби­
лизировать р-катенин независимо от белков Fz. Однако, существуют и другие 
белки, родственные Lrp, которые могут взаимодействовать прямо с Fz и инги­
бировать передачу сигналов Wnt. Передача сигналов Wnt, активирующих тот или 
иной сигнальный путь, зависит от комбинации Wnt/Fz.

Передача сигналов Wnt регулируется специфическими внеклеточными анта­
гонистами, которые делятся на два класса:

1) молекулы, предотвращающие взаимодействие между лигандом и рецептором;
2) молекулы, отменяющие взаимодействие между рецептором и корецептором.
Члены первого класса включают три различных семейства:
1) секретируемые белки, родственные молекулам Fz (sFrp);
2) факторы, ингибирующие Wnt (Wif-1);
3) белки Cerberus (Сег), которые относятся к семейству полипептидов Dan, 

специфических ингибиторов факторов Вшр (см. рис. 7.11).
Молекулы второго класса включают семейство белков Dickkopf (Dkk), кото­

рые связывают Lrp5/6. Белки Dkk прикрепляются к клеточной мембране через 
их собственные рецепторы семейства Kremen (Krm) (см. цв. вклейку, рис. 8.5).

В нормальных условиях существует равновесие между различными регуля­
торными молекулами сигнального пути Wnt. Нарушение этого равновесия при 
различных заболеваниях представляет единственно возможный природный экс­
перимент, который может пролить свет на регуляторную машину Wnt. Например, 
ингибиция гена WIF-1 вследствие метилирования его промотера и потеря экс­
прессии белков sFrp найдены при различных типах злокачественных заболеваний.

Передача сигналов через канонический сигнальный путь Wnt/fi-катенин
Центральную роль в каноническом сигнальном пути Wnt играет белок р-ка- 

тенин, который в отсутствие связывания Wnt инактивируется специальным де­
структивным комплексом (см. цв. вклейку, рис. 8.6). Роль адаптора, взаимодей­
ствующего с отдельными белками деструктивного комплекса и соединяющего 
их в одну функциональную структуру, играет опухолевый супрессор — аксин. 
В отсутствие связывания Wnt в рецепторный комплекс, киназы C kla и Gsk3p 
последовательно фосфорилируют р-катенин по нескольким высококонсерватив­
ным остаткам Ser/Thr в его N-концевом домене. Сначала C kla фосфорилирует 
р-катенин в сайте Ser45, а затем Gsk3p — в сайтах Ser33, Ser37, и Thr41, что 
формирует в р-катенине сигнал для убиквитинации (см. цв. вклейку, рис. 8.6). 
Фосфорилированный р-катенин распознается убиквитиновой лигазой р-Тгср, 
убиквитинируется, и разрушается в протеасомах. Киназы C kla и Gsk3p играют 
двойственную роль в передаче сигналов Wnt, являясь агонистами на уровне ак­
тивации рецепторного комплекса, и антагонистами в процессе деструкции р-ка- 
тенина (см. цв. вклейку, рис. 8.6; рис. 8.7).

Хотя установлено, что мутации гена АРС сопряжены с раком кишечника, 
а его продукт назван опухолевым супрессором, роль белка Арс в комплексе, 
инактивирующем р-катенин, не полностью изучена. Структура Арс включает
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Рис. 8.7. Связывание белков Wnt с клеточной мембраной сопровождается накоплением р-ка­
тенина в цитоплазме и транслокацией в ядро (Logan С. Y., Nusse R., 2004)

несколько (15—20) аминокислотных повторов, опосредующих его взаимодейст­
вие с р-катенином. Между этими повторами расположены три мотива связыва­
ния аксина. Повышение уровня аксина в опухолевых клетках с дефицитом Арс 
восстанавливает активность комплекса, разрушающего р-катенин, при условии, 
что клетка нуждается в Арс только в случае нехватки аксина. Возможно, специ­
фическая роль Арс заключается в регуляции ядерно-цитоплазматического пере­
носа р-катенина и включения его в деструктивный комплекс. В аксине и Арс со­
держатся сигнальные последовательности для ядерного импорта и экспорта. Ве­
роятно, эти белки совершают челночные перемещения из ядра в цитоплазму 
в составе одного и того же комплекса, который может включать р-катенин 
и адапторный белок Bcl-9/Lgs. Регуляция активной роли Арс и аксина в форми­
ровании деструктивного комплекса достигается путем их фосфорилирования.

Белковая фосфатаза Рр2а входит в состав деструктивного комплекса и, воз­
можно, регулирует активность р-катенина в качестве антагониста киназ, фосфо- 
рилирующих этот белок. Рр2а способна также физически связывать аксин и Арс 
и дефосфорилировать субстраты Gsk3p в деструктивном комплексе, способствуя 
передаче сигналов Wnt (см. цв. вклейку, рис. 8.6).

В нестимулированных белками Wnt клетках, большая часть эндогенного 
р-катенина находится в межклеточных контактных соединениях, где он взаимо­
действует с Е-кадхерином и р-катенином, опосредуя взаимодействие соседних 
клеток. Молекулярная популяция мембранного р-катенина, в противополож­
ность белку, который играет центральную роль в передаче сигналов Wnt, очень 
стабильна.

Инициация передачи сигналов при связывании белков Wnt с рецепторным 
комплексом Lrp—Fz сопровождается активацией белка Dishevelled (Dsh)
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(см. рис. 8.7). Внутриклеточный домен Fz содержит мотив KTxxxW, который 
рекрутирует к мембране Dsh после связывания Wnt с рецепторным комплексом. 
Корецептор Lrp5/6 взаимодействует с белком аксин (axin) через мотив, включа­
ющий пять фосфорилированных повторов PPP(S/T)P в цитоплазматическом 
домене Lrp5/6. Wnt вызывает фосфорилирование в цитоплазматическом домене 
Lrp5/6, регулируя связывание им аксина. Киназа Gsk3p фосфорилирует мотив 
PPP(S/T)P, тогда как казеиновая киназа ly (Ckly) фосфорилирует множествен­
ные сайты, расположенные рядом с мотивом PPP(S/T)P. Ckly прикрепляется 
к цитоплазматической стороне мембраны благодаря пальмитилированию ее 
С-концевого фрагмента. Обе киназы — Gsk3p и Ckly, необходимы для актива­
ции сигнального пути Wnt/p-катенин, хотя пока не ясно, какая из них опосре­
дует сигналы Wnt, направленные на фосфорилирование Lrp5/6. Будучи связан­
ными с мембранными рецепторами Fz/Lrp5/6, белки Dsh и аксин передают сиг­
налы Wnt нижележащим мишеням, что может быть опосредовано 
гетеродимеризацией при взаимодействии их доменов DIX (Dsh-axin) (см. цв. 
вклейку, рис. 8.6).

При формировании рецепторного комплекса Wnt—Fz—Lrp5/6 активность 
деструктивного комплекса снижается. В результате нефосфорилированный 
р-катенин накапливается в цитоплазме, транслоцируется в ядро, где он связыва­
ет транскрипционные факторы семейства LEF/TCF (лимфоидный инхансерный 
фактор/Т-клеточный фактор) (рис. 8.8). Рентгеноструктурный анализ белков, 
входящих в состав деструктивного комплекса, показал, что центральная область 
р-катенина состоит из 12 повторов, называемых armadillo, и в комплексе с 
транскрипционным фактором Lef/Tcf принимает форму суперспирали с основ­
ной бороздкой, тянущейся вдоль оси молекулы р-катенина. Арс, белок межкле­
точных контактов Е-кадхерин, аксин и транскрипционные факторы семейства

-----W ntIjjipL

Рис. 8.8. Активный р-катеннн образует комплексы с белками семейства LEF/TCF 
(Willert К.. Jones К. А., 2006)
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Lef/Tcf связывают центральную часть основной бороздки р-катенина во взаи­
моисключающей манере. Вероятно, основная функция Арс при формировании 
комплекса р-катенина с Lef/Tcf заключается в удалении фосфорилированного 
р-катенина из активированного комплекса.

Механизмы транскрипционной активации 
и супрессии сигналами Wnt/p-катенин
В ответ на образование рецепторных комплексов W nt—Fz—Lrp5/6, р-кате­

нин транслоцируется в ядро. В случае активации транскрипции, р-катенин фун­
кционирует как скелетный белок, объединяющий в один функциональный ком­
плекс белки Lef/Tcf, комплексы, ремоделирующие хроматин, белки Bd-9/Lgs 
и Pygopus, необходимые для ядерной локализации р-катенина. Bcl-9/Lgs явля­
ется адапторным белком, связывающим Pygopus с N-концом р-катенина, спо­
собствуя формированию комплекса, важного для сохранения р-катенина в ядре 
(см. рис. 8.8).

У позвоночных продуцируются 4 белка семейства LEF/TCF, которые связы­
вают специфический сайт ДНК с последовательностью AGATCAAAGG в нео­
бычной манере: взаимодействие происходит в мелкой бороздке спирали ДНК, 
вызывая ее изгиб на 90°. Репортерные векторы для экспериментальной оценки 
активности сигнального пути Wnt, такие как pTOPflash, содержат в минималь­
ном промотере от 3 до 10 сайтов связывания Lef/Tcf. Активность белков Lef/Tcf 
может регулироваться их фосфорилированием киназой Nik/Nemo, родственной 
киназам МАРК, что снижает их аффинитет к ДНК и тормозит транскрипцион­
ную регуляцию генов-мишеней Wnt. В отсутствие сигналов Wnt белки семейст­
ва LEF/TCF действуют как транскрипционные ингибиторы, формируя репрес- 
сорный комплекс с белками семейств Groucho/TLE-HDAC (см. цв. вклейку, 
рис. 8.9).

Взаимодействие с р-катенином вытесняет Groucho из комплекса с Lef/Tcf и 
ведет к образованию новых комплексов, активирующих транскрипцию. Кроме 
названных факторов с р-катенином взаимодействует также АТФаза/геликаза 
ДНК TIP49a/Pontin52, которая присутствует во многих хроматин-ремоделиру- 
ющих комплексах, например Trrap/p400/Tip60, Ino80, Swrl, Brg-1, и Cbp/p300. 
С-концевая область р-катенина содержит сильный активационный домен, кото­
рый связывается со множественными субъединицами, ремоделирующими хро­
матин. В частности, с этой областью взаимодействует белок Тггар (белок, взаи­
модействующий с трансформационным/транскрипционным доменом), который 
входит в состав комплексов Trrap/p400/Tip60, Trrap/Gcn5 (SAGA), Iswl, и в 
комплексы белков лейкемии смешанного типа MLL1/2, содержащие факторы 
Setl, относящиеся к семейству Trithorax. Белки Setl опосредуют триметилиро- 
вание лизина 4 гистона НЗ (НЗК4шеЗ), т. е. модификацию хроматина, которая 
найдена в высокоактивных генах и связана с открытыми хроматиновыми струк­
турами от vivo. У человека, дрозофилы и дрожжей идентифицирован белок Рага- 
fibromin/Hyrax/Cdc37, который в качестве обязательной единицы комплекса 
Pafl является прямой мишенью активации С-концевым доменом р-катенина. 
Комплекс Pafl необходим для убиквитинации гистона Н2В и последующего 
триметилирования НЗК4 (см. рис. 8.8).

Белки Lef/Tcf конститутивно связывают инхансеры Wnt, тогда как связыва­
ние с ДНК коактиваторных и корепрессорных белков изменяется циклически в
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течение активной транскрипции. Циклирование корегуляторных комплексов 
также наблюдается в других быстроиндуцированных генах, например в генах, 
регулируемых ядерными рецепторами семейства NFkB. Циклирование компо­
нентов транскрипционных комплексов на инхансерах Wnt, вероятно, регулиру­
ется путем их постгрансляционной модификации, например убиквитинации 
в ходе транскрипции. Этот периодический цикл позволяет активным генам бы­
стро отменять репрессивное состояние, чтобы быть готовым к новым циклам 
передачи сигналов.

Схематично циклирование коактиваторных и корепрессорных комплексов 
на инхансерах Wnt можно разделить на 3 этапа (см. цв. вклейку, рис. 8.9).

На первом этапе р-катенин связывает коактиваторные комплексы типа Pygo- 
pus с комплексами, ремоделирующими хроматин, что приводит к активации 
транскрипции.

На втором этапе происходит дислокация р-катенина с инхансеров Wnt и за­
мена его на Арс, который приобретает более высокий аффинитет к Lef/Tcf, чем 
р-катенин. Повышение аффинитета Арс и уменьшение аффинитета р-катенина к 
Lef/Tcf происходит, вероятно, путем их фосфорилирования киназой Ckla. Арс 
транспортирует в ядро не только р-катенин, но и белки р-Тгср и Ctbp (С-конце­
вой связывающий белок), которые играют важную роль в супрессии транскрип­
ции, хотя и не показывают стабильной связи с инхансерами Wnt. Убиквитино- 
вая лигаза р-Тгср способна вызывать деградацию связанного с инхансерами 
р-катенина, что способствует освобождению Lef/Tcf, который приобретает воз­
можность связывать Арс. Известным корепрессором Wnt является Ctbp, кото­
рый опосредует модификацию хроматина путем взаимодействия с белками се­
мейства Polycomb (PcG), а также с супрессорными факторами Groucho/Tlel, ко­
торые физически связываются с транскрипционными факторами Lef/Tcf.

Во время третьего этапа циклирования транскрипционная супрессия осущест­
вляется при физическом взаимодействии Lef/Tcf и транскрипционных косупрес- 
соров Groucho/Tlel-Hdac. В клетках линии НТ29—CRC, происходящих от боль­
ного раком прямой кишки, содержащих мутантный белок Арс, не способный 
опосредовать деградацию р-катенина, коактиваторный комплекс на гене MYC 
стабилен и не меняет положения на ДНК. Хотя мутантный Арс рекрутируется 
в этих клетках к активному инхансеру MYC, Р-Тгср не рекрутируется к ДНК. 
Это предполагает, что убиквитинация р-катенина может быть необходимой для 
циклирования коактиваторных белков.

Функциональная активность факторов семейства LEF/TCF 
в отсутствие сигналов Wnt/p-катенин
Современные исследования свидетельствуют, что белки семейства 

LEF/TCF — партнеры р-катенина по транскрипционной регуляции, играют ак­
тивную физиологическую роль в отсутствие сигналов W nt/p-катенин. Напри­
мер, у мух Drosophila взаимодействие белка dTcf, гомологичного транскрипци­
онным факторам млекопитающих Lef/Tcf, с транскрипционными репрессорами 
семейства Groucho противодействует сигналам Wnt. Аналогично у эмбрионов 
лягушки Xenopus экспрессия репрессоров семейства Groucho/TLE препятствует 
активации генов-мишеней р-катенина, необходимой для формирования оси 
тела.
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В клетках млекопитающих белок Lefl вместе с транскрипционными репрес- 
сорами физически связан с инхансерной областью на промотере гена MYC, что 
поддерживает структуру хроматина в неактивном состоянии. Активированный 
р-катенин смещает репрессорный комплекс с промотера гена MYC и коопериру­
ет с Lefl в активации транскрипции. Отсутствие Tcf3 у эмбрионов мышей при­
водит к возникновению врожденных дефектов в периоде гаструляции, которые 
напоминают таковые в случае гиперактивации сигналов Wnt. У плодов и ново­
рожденных мышей белок Tcf3 экспрессируется в стволовых клетках эпидерми­
са, расположенных в луковице волосяного фолликула, в отсутствие сигналов 
W nt/p-катенин (см. цв. вклейку, рис. 10.2). Tcf3 поддерживает в неактивном со­
стоянии терминальные линейные дифференцировочные программы, активация 
которых необходима для образования трех различных линий дифференциро­
ванных клеток: межфолликулярного эпидермиса, сальной железы и волосяного 
мешочка.

При стимулированной экспрессии в клетках эпидермиса трансгенных мышей 
фактора Tcf3, они начинают продуцировать, подобно стволовым клеткам в луко­
вице волосяного фолликула нормальных плодов и новорожденных мышей, повы­
шенный уровень белков, маркирующих стволовые клетки: интегрин аб, CD34 
и цитокератин 14 (К14), т. е. приобретают фенотип a6h'sh CD34+K14+ (рис. 8.10).

Направленная экспрессия Tcf3 в эпидермисе трансгенных мышей тормозит 
дифференцировку тканеспецифических стволовых клеток во всех трех направ­
лениях. В основе молекулярных механизмов такой ингибиции лежит строгая 
супрессия транскрипционных факторов, активирующих дифференцировку ство-

Wnt-

Lrp5/6 —

I
Цитоплазма р-катенин 

протеолизируется 
в протеасомах

Стволовая клетка Межфолликулярный 
эпителий 

Клетки волосяного 
мешочка 

Клетки сальной 
железы

Гены-мишени Wnt 
супрессированы

Рис. 8.10. В отсутствие сигналов Wnt/p-катенин белок Tcf3 ингибирует дифференцировку 
стволовых клеток волосяных фолликулов (Nguyen Н. [et al.], 2006)
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j ловых клеток луковицы, в частности факторов семейства PPAR (Ррагу, 6, а  —
| peroxisome proliferator-activated receptors).

В промотере каждого гена PPAR обнаружены сайты связывания белков 
! Lef/Tcf. Экспрессия Tcf3 транскрипционно супрессирует некоторые гены кле- 

j  точного цикла (циклин D2) и белки сигнального пути Wnt (аксин2, Dkkl). При 
| анализе структуры кожи у трансгенных мышей с повышенной экспрессией Tcf3 
f отмечается отсутствие цитокератинов 1 и 10 в шиповатом слое, снижение про- 

дукции белков лорикрина и инволюкрина в поверхностных слоях эпидермиса. 
В сальной железе снижается количество клеток, содержащих жировые включе­
ния, волосяные мешочки подвергаются дегенерации, и в них не экспрессируют­
ся линейные специфические маркеры, например маркеры внутреннего корнево­
го слоя и волосяного ствола, выявляемые специфическими антителами. В усло­
виях нарушения многолинейной дифференцировки, стволовые клетки 
луковицы экспрессируют маркер стволовых клеток Sox9.

Эти результаты предполагают, что усиленная экспрессия Tcf3 в дифферен­
цированных эпидермальных клетках в постнатальном развитии сопровождается 
появлением у них фенотипа, напоминающего фенотип стволовых клеток, что 
происходит при репрограммировании эпидермальных клеток в клетки, подоб­
ные стволовым. Вероятно, в нормальных условиях Tcf3 играет активную функ­
циональную роль в поддержании недифференцированного фенотипа стволовых 
клеток эпидермиса.

Мишени Wnt
Общепринятая точка зрения приравнивает функцию сигнального пути 

W nt/p-катенин к активации самоподдержания клеток-предшественников. Дей­
ствительно, сигналы Wnt/p-катенин поддерживают стволовые свойства в СК 
различных тканей (рис. 8.11). В ЭСК сверхэкспрессия Wntl, стабилизированно­
го р-катенина или отсутствие Арс ведет к ингибиции нейральной дифференци­
ровки и к активации нижележащих мишеней Wnt, включая циклины и с-Мус. 
Обработка ЭСК синтетическим фармакологическим ингибитором киназы Gsk3p 
активирует канонический сигнальный путь Wnt и поддерживает стволовые 
свойства ЭСК.

ЭСК (W ntl+ , р-ка 
Арс-, Gsk3P

X

НСК (W ntl+, Wnt 
Wnt7+, р-катени:

Wnt активирует самоподдержание и ингибирует 
дифференцировку различных типов стволовых клеток

СК кишечного эпи 
(Tcf4+, с-Мус+, Ер1

Рис. 8.11. Стволовые клетки различных типов являются мишенями сигнального пути 
W nt/p-катенин (Kleber М., Sommer L., 2004)
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Мутации АРС, которые связаны с повышенным риском заболевания раком, 
увеличивают внутриклеточный уровень р-катенина, препятствуют дифференци­
ровке ЭСК во все три зародышевые линии. Сигнальный путь Wnt необходим 
для самоподдержания кишечных эпителиальных СК. У мышей, лишенных про­
дукции белка Tcf4, отсутствуют пролиферирующие клетки в кишечных криптах. 
Вероятно, существует несколько нижележащих сигнальных путей, которые опо­
средуют влияние сигналов Wnt, регулирующих самоподдержание эпителиаль­
ных СК в кишечнике. Два таких сигнальных пути включают семейство адге­
зионных молекул ephrin, которые контролируют миграцию клеток из крипт, 
и с-Мус, который способствует пролиферации эпителия кишечника. Те же са­
мые молекулы активируются при раке прямой кишки.

Мутации, которые активируют сигнальный путь Wnt, вызывают гиперпро­
лиферацию клеток-предшественников в криптах. Это способствует образованию 
доброкачественных полипов. Доминантно-негативная форма Tcf4 способствует 
в опытах in vitro остановке клеточного цикла и экспрессии маркеров кишечной 
эпителиальной дифференцировки в клетках, происходящих от пациентов с ра­
ком прямой кишки. Молекулы рецепторов EphB2 и EphB3 экспрессируются 
в ответ на сигналы Wnt в клетках крипт, тогда как лиганды ephrinBl экспресси­
руются в клетках ворсин.

Мутации генов ЕРНВ2 и ЕРНВЗ нарушают правильное расположение клеток 
вдоль оси ворсина/крипта. Это свидетельствует о том, что рецепторы и лиганды 
данного семейства контролируют установление границы между отделами про­
лиферирующих и дифференцирующихся клеток в тонком кишечнике (см. рис. 
8.11).

Самоподдержание СКК также облегчается путем передачи сигналов Wnt. 
Сверхэкспрессия р-катенина в долгосрочной культуре клеток костного мозга 
мышей увеличивает число СКК, по крайней мере, в 100 раз при определении их 
способности восстанавливать кроветворную систему облученных мышей. Очи­
щенный белок Wnt3a способствует самоподдержанию и ингибирует дифферен­
цировку СКК в культуре. При культивировании в среде, обогащенной белком 
Wnt3a, пролиферативная активность кроветворных клеток, приобретающих фе­
нотип ThyllowScal+c-Kit+, в 6 раз превышает таковую в исходных клетках. 
В присутствии Wnt3a клетки менее активны в экспрессии дифференцировочных 
маркеров, но в 25 раз более активны в способности восстанавливать кроветво­
рение у облученных мышей. Наоборот, эктопическая экспрессия аксина инги­
бирует пролиферацию СКК, облегчает апоптоз in vitro и снижает способность 
этих клеток восстанавливать кроветворение у облученных мышей (см. рис. 8.11). 
Мыши, лишенные продукции р-катенина, погибают во время гаструляции до 
начала кроветворения. Мыши с дефицитом Wnt3a погибают с признаками тяже­
лого нарушения закладки органов в стадии Е12.5 эмбрионального периода.

Хотя вышеизложенные данные характеризуют сигналы Wnt как активирую­
щие самоподдержание стволовых клеток, оценка большего объема информации 
поддерживает иную точку зрения. Представляется более вероятным, что сигналы 
Wnt ультимативно активируют транскрипционные программы вне зависимости 
от их функционального назначения и типа клеток-мишеней. Сигналы Wnt мо­
гут облегчать пролиферацию клеток, детерминировать выбор клеточной судьбы 
или активировать терминальную дифференцировку в различных клетках.

В некоторых случаях сигналы Wnt активируют такие альтернативные собы­
тия, как пролиферация и терминальная дифференцировка в различных клеточ-
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ных линиях одних и тех же тканей, например в волосяных фолликулах и ки­
шечных криптах. Хотя в качестве примеров мишеней Wnt обычно называются 
гены циклина D1 и MYC, количество генов-мишеней Wnt, содержащих сайты 
связывания транскрипционных факторов Lef/Tcf, очень велико и постоянно об­
новляется на специальном сайте http://www.stanford.edu/~musse/wntwin- 
dow.html. Конечный эффект действия сигналов Wnt/p-катенин зависит в боль­
шей степени от спецификации клетки, чем от природы сигнала.

8.3. Сигналы Wnt/p-катенин регулируют выбор 
клеточной судьбы в стволовых клетках

Wnt облегчает дифференцировку НСК в неокортексе в ущерб их размноже­
нию (рис. 8.12). При повреждении мышц Wnt облегчает миогенную специфика­
цию и регенерацию мышц, тогда как стволовые клетки волосяных фолликулов, 
не экспрессирующие р-катенин, не способны дифференцироваться в фоллику­
лярные кератиноциты и вместо этого принимают эпидермальную судьбу. Ней­
рональные стволовые клетки гребешка, образующие большинство структур пе­
риферической нервной системы, показывают различное направление дифферен- 
цировки в зависимости от исходного уровня р-катенина. В случае отсутствия 
р-катенина из таких клеток in vivo не возникают сенсорные ганглии и меланоци- 
ты. В культуре in vitro НСК гребешка в отсутствие р-катенина не способны при­
обретать сенсорную нейрональную судьбу.

Самоподдержание Дифференцировка

Рис. 8.12. Сигнальный путь Wnt/p-катенин регулирует выбор клеточной судьбы в стволовых
клетках (Kleber М., Sommer L., 2004)

http://www.stanford.edu/~musse/wntwin-
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Конечный результат действия Wnt определяется внутриклеточными 
различиями клеток-мишеней

Каким образом белки канонического сигнального пути Wnt могут выпол­
нять разнообразные функции в СК? Тот факт, что СК различных тканей по-раз- 
ному воспринимают один и тот же сигнал Wnt, очевидно, отражает активацию 
различных генетических программ в ответ на один и тот же сигнал. Тогда как 
гены циклина D1 и c-MYC являются прямыми мишенями сигналов пути 
LEF/TCF в ходе прогрессии клеточного цикла в различных клеточных типах, 
пронейральные гены (нейрогенины) являются мишенями сигналов LEF/TCF 
в ходе нейрогенеза. Активация специфических групп генов-мишеней Wnt, веро­
ятно, опосредуется специфическими факторами данного клеточного типа, при­
роду которых во многих случаях только предстоит распознать.

Изменения внутренних свойств СК могут также возникать в процессе их 
развития. Например, такие различия позволяют сигналам Wnt облегчать сен­
сорный нейрогенез в нейральных клетках гребешка в раннем эмбриональном 
периоде, тогда как на поздних стадиях они вызывают дифференцировку этих 
клеток в меланоциты (см. рис. 8.12).

Модуляция сигнального пути Wnt внеклеточным окружением
Белки сигнального пути Wnt взаимодействуют с передатчиками других сиг­

нальных путей вне и внутри клетки, в результате чего образуется конечный сиг­
нал, определяющий физиологический эффект таких взаимодействий. Например, 
в тонком кишечнике и эпидермисе сигнальные пути Notch и Wnt тесно взаимо­
действуют на различных этапах регуляции самоподдержания и дифференциров- 
ки стволовых клеток, являясь в одних случаях агонистами, в других — антаго­
нистами по отношению один к другому. Медиатор сигналов TGFp — Smad4, 
взаимодействует с транскрипционными факторами Lef/Tcf, образуя комплексы, 
действие которых направлено на специфические мишени.

В нервной системе сигнальные пути Wnt и TGFp (BMP) кооперативно регу­
лируют экспрессию тканеспецифических белков в заднем Telencephalon, тогда 
как эти же сигнальные пути действуют антагонистически в становлении нейро­
нальной и глиальной линий в противоположность меланоцитам в нейральном 
гребешке (рис. 8.13). FGF вместе с Wnt регулируют формирование поздних при­
знаков заднего Telencephalon. Уровень активного р-катенина увеличивается 
в культуре нейральных СК ганглиев в присутствии FGF2. Высокий уровень 
р-катенина в присутствие FGF2 поддерживает нейральные предшественники в 
пролиферативном состоянии, тогда как в отсутствие FGF2 приводит к усилению 
нейрональной дифференцировки.

В кортикальных нервных клетках Wnt поддерживает как пролиферацию, так 
и дифференцировку, однако, итогом его влияния является активация дифферен­
цировки. В кроветворных стволовых клетках р-катенин усиливает экспрессию 
Notchl, а стволовые клетки нервного гребешка в отсутствие р-катенина не эксп­
рессируют Notchl. Будущие эксперименты позволят понять механизм различий 
при действии сигналов Wnt/p-катенин на одну и ту же популяцию клеток. На­
пример факторы, противодействующие влиянию Wnt в индукции сенсорного 
нейрогенеза, эффективны только во время миграции стволовых клеток из дор­
сальной нервной трубки. Это позволяет понять, почему не вся популяция ство-
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Рис. 8.13. Модуляция эффектов Wnt/p-катенин внеклеточными факторами 

(Kleber М., Sommer L., 2004)

ловых клеток, на которую действует Wnt, принимает сенсорную судьбу. Вероят­
но, Wnt не связывается с регуляторными элементами в некоторых НСК из-за их 
модификации другими регуляторными молекулами.

Роль сигналов W nt/p-катенин в тканях 
с активный самоподдержанием у зрелых организмов

Значение сигналов р-катенин/LEF/TCF в специализации и поддержании эпи­
телиальных стволовых клеток было установлено в опытах с инактивирующими 
и активирующими мутациями соответствующих генов. У мышей с дефицитом 
Lefl не развиваются волосяные фолликулы, молочная железа и зубы. При де­
фиците Tcf4 кишечный эпителий у мышей заполнен в криптах дифференциро­
ванными клетками в ущерб делящимся клеткам-предшественникам. Инактива­
ция р-катенина также сопровождается потерей морфогенеза фолликулов кожи у 
новорожденных мышей с утратой функций фолликулярных ниш стволовых кле­
ток в постнатальной жизни.

Эпителий тонкого кишечника наряду с клетками крови представляет собой 
наиболее активную самообновляющуюся систему у взрослых позвоночных, 
в которой эпителиальные клетки полностью сменяются за 2—5 дней. Интенсив­
ная пролиферация в криптах тонкого кишечника компенсируется активным 
апоптозом на верхушке ворсин. Пролиферация клеток-предшественников 
в криптах кишечника поддерживается активным состоянием сигналов Wnt/p-ка­
тенин и прекращается у новорожденных мышей в случае утраты продукции бел­
ка' Tcf4, тогда как отдел дифференцированных клеток ворсин в этих условиях 
не изменяется (см. рис. 10.6).

Сверхэкспрессия ингибитора сигнального пути Wnt/p-катенин белка Dkkl 
сопровождается потерей пролиферации клеток в криптах кишечника, утратой
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морфогенеза волосяных фолликулов и терминальных концевых почек молоч­
ной железы. И наоборот, трансгенная экспрессия агониста сигналов Wnt — бел­
ка R-spondinl сопровождается активной пролиферацией клеток кишечных 
крипт. Белки сигнального пути Wnt участвуют не только в усилении пролифе­
рации клеток-предшественников крипт, но и в активации дифференцировки 
клеток Paneth.

Эпидермальные стволовые клетки, постоянно находящиеся в области луко­
вицы волосяного фолликула, способны дифференцироваться в зрелые клетки 
волосяного мешочка, сальной железы и межфолликулярного эпидермиса. Для 
формирования волоса такие стволовые клетки мигрируют из луковицы по 
внешнему корневому листку вниз, в область зародышевого матрикса, где проис­
ходит формирование временно амплифицирующихся клеток, которые затем 
подвергаются дифференцировке в клетки волоса (см. цв. вклейку, рис. 10.2).

Стабилизация уровня р-катенина или Lefl/Tcf стимулирует покоящиеся 
стволовые клетки луковицы волосяного фолликула к пролиферации и активи­
рует регенерацию волосяных фолликулов. Изучение транскрипционного профи­
ля генов СК, активирующихся при стабилизации уровня р-катенина, показало, 
что при этом происходит избирательная активация дифференцировочных ге­
нов, например повышение экспрессии генов волосяных кератинов. Многие гены 
кератинов содержат сайты связывания Tcf в своих промотерах, показывая, что 
сигналы р-катенина и Lefl контролируют не только пролиферацию стволовых 
клеток, но и терминальную дифференцировку клеток волосяного мешочка.

Стволовые клетки луковицы волосяных фолликулов в условиях дефицита 
сигналов Wnt входят в длительную фазу покоя, тогда как у трансгенных мышей 
с экспрессией недеградируемой формы р-катенина отмечается усиление образо­
вания новых волосяных фолликулов и увеличение их количества на единицу 
поверхности кожи (см. цв. вклейку, рис. 10.2). Как в коже, так и в молочной же­
лезе при активации сигнального пути Wnt/p-катенин отмечается преждевре­
менный вход в регенеративную фазу образования функциональных единиц этих 
тканей, соответственно волосяных фолликулов и терминальных концевых по­
чек. Недавние исследования показали, что некоторые факторы Tcf могут быть 
функционально активны в условиях низкого уровня или даже полного отсутст­
вия р-катенина. Например, Tcf3 экспрессируется в стволовых клетках фоллику­
лов у зрелых животных во всех стадиях цикла волосяного фолликула. В услови­
ях постнатальной экспрессии Tcf3 дифференцировка всех трех линий клеток 
эпидермиса (жировой железы, волосяного фолликула и межфолликулярной 
ткани) репрессируется, предполагая, что экспрессия Tcf3 необходима для под­
держания стволовых клеток кожи в недифференцированном состоянии 
(см. рис. 8.10). Повышение и стабилизация уровня р-катенина в клетках кожи 
сопровождается отменой репрессии, вызванной Tcf3, и способствует дифферен­
цировке стволовых клеток.

В культуре in vitro белки Wnt поддерживают пролиферацию и ингибируют 
дифференцировку СКК у мыши и человека (см. рис. 8.11). Активация самопод­
держания СКК усиливает их способность восстанавливать кроветворение у ле­
тально облученных животных. Транскрипционные факторы Tcfl и Lefl вовле­
чены в детерминацию дифференцировки Т-лимфоцитов, а мыши, у которых от­
сутствует продукция этих факторов, показывают недостаток образования 
Т-клеток предшественников в тимусе.
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Формирование кости у зрелых животных зависит от активности остеоблас­
тов и остеокластов, способствующих, соответственно, формированию и разру­
шению костной ткани. Сигнальный путь Wnt/p-катенин является позитивным 
регулятором активности остеобластов. У людей с природной активирующей му­
тацией гена LRP5, продукт которого формирует вместе с белками Frizzled функ­
циональный рецепторный комплекс для лигандов Wnt, также как и у трансген­
ных мышей, экспрессирующих мутантный ген LRP5, отмечается увеличение 
числа остеобластов и повышение плотности кости. Наоборот, у мышей, не эксп­
рессирующих белок Lrp5, отмечается нарушение пролиферации и дифференци­
ровки остеобластов и уменьшение массы костей.

Активация сигнального пути Wnt может вызывать злокачественные 
заболевания кишечника, легких, кожи, крови и нервной системы
В нормальных условиях транскрипционные факторы семейства LEF/TCF 

могут оказывать функционально значимую супрессию, контролируя состояние 
покоя в стволовых клетках. Увеличение уровня р-катенина отменяет супрессию 
и приводит к активной пролиферации стволовых клеток. Нарушения сигналь­
ного пути Wnt являются характерной чертой многих злокачественных заболе­
ваний у человека и наблюдаются при карциноме прямой кишки, легких, кожи, 
молочной железы и меланомах (рис. 8.14).

Сверхэкспрессия Wnt-2, Dsh2, 3, р-катенина, мутации генов АРС или аксина 
ведут к возникновению рака различных локализаций. Например, белок Dsh3 
сверхэкспрессирован у 75 % больных немелкоклеточным раком легких

Рис. 8.14. Схема нарушений сигнального пути Wnt/p-катенин, сопровождающихся 
возникновением опухолевого роста (Mazieres J. [et al.], 2005)
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(NSCLC). При трансфекции миРНК, специфически снижающей уровень D sh l—3 , . 
в эпителиальные клетки линии Н 1703, обладающие опосредованной р-катени­
ном Tcf-зависимой активностью, в них происходит снижение экспрессии Dsh и 
р-катенина, снижение зависимой от сигналов LEF/TCF транскрипционной ак­
тивности и ингибиция клеточной пролиферации. В другом случае, когда причи­
ной возникновения NSCLC является сверхэкспрессия Wnt-2, моноклональные 
антитела, полученные против Wnt-2, вызывают апоптоз раковых клеток, сниже­
ние уровня цитозольного р-катенина и транскрипционной активности, зависи­
мой от Tcf. Обработка NSCLC линии А549 специфической миРНК против Wnt-2 
вызывает понижение уровня цитозольного р-катенина и апоптоз.

Подавляющее количество аденом и карцином прямой кишки содержат спо­
радические или наследственные делеции в опухолевом супрессоре АРС или он- 
когенные стабилизирующие мутации в р-катенине, что сопровождается посто- 
янной индукцией c-MYC и других генов-мишеней Wnt. Наиболее часто онко- ’ 
генные мутации АРС включают утрату С-концевой части белка, в которой 
находится сайт связывания аксина и сигнал ядерного экспорта. Такие мутации 
лишают Арс способности удерживать р-катенин в деструктивном комплексе и 
сопровождаются потерей его свойства супрессировать опухолевый рост.

В нормальных условиях Арс способен секвестрировать избыток р-катенина 
в ядре, предотвращая его связывание с факторами Lef/Tcf и ингибируя транс­
крипционную активность генов-мишеней. Стабилизирующие мутации р-катени- ■ 
на возникают при потере его N -концевого домена, содержащего сайты фосфо­
рилирования Ser/Thr. Стабилизация р-катенина может быть причиной пило- 
матриком — опухолей, возникающих из клеток волосяного мешочка, а также I 
аденокарцином молочной железы. Одна треть опухолей сальной железы воло- 1 
сяного фолликула содержит мутации гена LEF1, что приводит к активации свя­
зывания продукта Lefl с р-катенином и транскрипционной активации.

Одна из особенностей опухолей эпителиального происхождения с избыточ- I 
ными сигналами Wnt заключается в том, что они содержат большое количество I 
клеток со стволовыми свойствами в сравнении с опухолями, экспрессирующими 
другие онкогены. Другое свойство опухолей с избыточной активацией сигналов 
Wnt заключается в селективном появлении маркеров одной стволовой линии. 
По-видимому, этот факт свидетельствует, что дополнительные сигналы Wnt во­
влечены в поздние этапы дифференцировки клеток той линии, которая подвер­
гается злокачественной трансформации, например клеток волосяного мешочка, 
клеток Paneth тонкого кишечника или альвеолярно-тубулярных клеток молоч­
ной железы.

Врожденные мутации гена АРС являются причиной наследственного адено­
матозного полипоза толстого кишечника (FAP). Пациенты с FAP, как и при на­
следственной форме ретинобластомы с мутацией в одной аллели гена RB 
(см. рис. 6.1), наследуют ген АРС с мутацией только в одной его аллели. Возни­
кающие после рождения спорадические мутации во второй аллели гена АРС 
приводят к формированию полипов в кишечнике, которые неизбежно превра­
щаются в злокачественные аденокарциномы. В основе злокачественной транс­
формации клеток полипов лежат дополнительные мутации протоонкогенов и 
генов опухолевой супрессии, например инактивирующие мутации гена р53 и ак­
тивирующие мутации гена К-RAS. Существует несколько экспериментальных 
моделей FAP, например модель множественной кишечной неоплазии у мышей 
со стоп-кодоном в гене АРС (АРС®*0). В отличие от пациентов с FAP, у мышей
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с АРС""" полипы формируются в тонком кишечнике. На другой модели с ткане­
специфической инактивацией АРС у взрослых мышей ворсины тонкого кишеч­
ника в течение нескольких дней полностью заселяются активно делящимися 
клетками.

Примеры взаимодействия белков сигнального пути Wnt/p-катенин 
с эффекторными молекулами других сигнальных путей

Каноническая активность сигнального пути Wnt может быть изменена на 
нескольких разных стадиях передачи сигналов молекулами других сигнальных 
путей, включая Notch, НОХ, TGF(3, FGF, и Shh. Более того, вследствие двойст­
венной функции р-катенина в передаче сигналов Wnt и межклеточных взаимо­
действиях, зависимых от кадхеринов, активация сигнального пути W nt/p-кате- 
нин может прямо влиять на клеточную адгезию. Межклеточные взаимодейст­
вия могут изменяться при увеличении уровня клеточных адгезионных молекул, 
вызванном сигналами Wnt, что может, в свою очередь, негативно регулировать 
канонический сигнальный путь Wnt. Интересно, что экспериментальное удале­
ние р-катенина не нарушает кроветворение и лимфопоэз при условии, что попу­
ляция молекул р-катенина может восполняться за счет родственных ему моле­
кул. Направленная мутация LEF1, которая отменяет его функцию и повреждает 
активность коэкспрессирующихся факторов Tcf, влияет на закладку сомитов и 
экспрессию компонентов сигнального пути Notch (сомиты представляют собой 
блоки мезодермальных клеток, которые образуются из несегментированной па­
раксиальной мезодермы в хвостовой части эмбриона) (рис. 8.15).

Lefl связывает множественные сайты в промотере гена DLLl (Delta-like 
Notch ligand). Мутации связывающих сайтов Lefl в промотере гена DLL1 нару­
шают экспрессию его продукта. Направленная инактивация Lefl и Tcfl приво­
дит к отсутствию параксиальной мезодермы и к образованию множественных 
нервных трубок, т. е. фенотипу, идентичному таковому при нулевой мутации

Мутантный белок Lefl
Цитоплазма

Ядро

I— II —  Ингибиция DLL1

Нарушение формирования рисунка сомитов 
(отсутствие параксиальной мезодермы)

Нарушение формирования нейральной трубки (образование множества 
нейральных трубок) подобно нарушениям развития 

при инактивирующих мутациях гена WNT3a

Рис. 8.15. Мутации сайта связывания Lefl в промотере гена DLL1 ведут к нарушениям эмбрио­
нального развития, схожим с нарушениями при мутациях WNT3a (Gaiceran J. [et al.], 2004)
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Wnt Pi3k

i i
Dsh Akt Цитоплазма

Рис. 8.16. Белок 14-3-3 стабилизирует р-катенин, фосфорилированный киназой Akt
(Tian Q. [et al.], 2004)

WNT3a. Мутации гена LEF1 также сопровождаются нарушением взаимодейст­
вия между его продуктом и медиатором сигнального пути TGFp — белком 
Smad4.

Изоформа белка 14-3-3 усиливает транскрипцию, зависимую от р-катенина, 
путем поддержания высокого уровня р-катенина в цитоплазме (рис. 8.16). Бе­
лок 14-3-3 облегчает активацию р-катенина киназой Akt и колокализуется с ак­
тивной киназой Akt в СК кишечника. По-видимому, Akt фосфорилирует р-кате- 
нин, что сопровождается связыванием и стабилизацией р-катенина белком 
14-3-3. Стабилизация р-катенина активирует пролиферацию стволовых клеток 
кишечника (см. рис. 8.16).
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ГЛАВА 9 МОЛЕКУЛЯРНАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ФУНКЦИЙ
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, НИШИ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

9.1. Роль сигнальных путей Jak-STAT, МАРК и PI3K 
в регуляции самоподдержания и дифференцировки ЭСК

Сигнальный путь Jak-STAT в регуляции самоподдержания ЗСК
В 1981 г. были опубликованы результаты опытов, которые свидетельствова­

ли, что клетки внутренней клеточной массы (ВКМ) бластоцисты мыши могут 
расти неопределенно долго вне организма на так называемых питающих (фи­
дерных) клетках. Поскольку клетки ВКМ в культуре от vitro сохраняли свои 
основные свойства (плюрипотентность и иммортальность), в последующем их 
стали называть эмбриональными стволовыми клетками (ЭСК). Если при культи­
вировании такие клетки переносили с фидерного слоя на чашки с желатиной, 
они начинали дифференцироваться. Эти результаты дали возможность предпо­
ложить, что клетки фидерного слоя выделяют в культуральную среду фактор, 
необходимый для самоподдержания мышиных ЭСК. Такие наблюдения были 
расширены в опытах, в которых удалось успешно поддерживать рост недиффе­
ренцированных мышиных ЭСК без фидерных клеток в среде, кондициониро­
ванной клетками крыс линии Buffalo (среда Баффало). Из среды Баффало был 
выделен растворимый белок с молекулярной массой 20—35 кДа, способный 
поддерживать рост ЭСК при их культивировании от vitro. Биохимическая харак­
теристика этого белка позволила идентифицировать его как ингибирующий 
лейкемию фактор (Lif), член семейства цитокинов IL-6. Lif взаимодействует 
с гетеромерным рецепторным комплексом, состоящим из рецептора Lif (Rlif) 
и gpl30 (см. цв. вклейку, рис. 9.1).

При связывании лиганда этот рецепторный комплекс активирует тирозино- 
вые киназы семейства Jak (Janus associated tyrosine kinases), которые фосфори- 
лируют взаимодействующие с ними цитоплазматические участки рецепторного 
димера. Фосфорилированные остатки тирозинов рецепторного комплекса слу­
жат сайтами связывания белков семейства STAT (signal transducers and activa­
tors transcription), которое опосредовано доменами SH2 (Src homology region 2) 
молекул Stat. Киназы семейства STAT являются ключевыми субстратами киназ 
Jak. Связывание молекул Stat3 с рецепторным комплексом Rlif/gpl30 сопровож­
дается фосфорилированием молекул Stat по тирозиновым остаткам и одновре­
менно способствует их освобождению из рецепторного комплекса. Затем фос­
форилированные молекулы Stat3 димеризуются, благодаря взаимодействиям 
между доменом SH2 одной молекулы Stat3 и фосфотирозином другой молекулы 
димера. Образование димеров Stat3 инициирует их транслокацию в ядро и свя­
зывание со специфическими сайтами в промотерах генов-мишеней, активация 
которых необходима для самоподдержания ЭСК. Экспрессия мутантных моле­
кул Stat3 или ингибиторов белков Stat3 в ЭСК активирует их дифференцировку.
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Опыты с химерными молекулами Stat3, содержащими сайт связывания эст- 
I радиола, которые вводились в ЭСК и активировались добавлением в культураль-
■ ную среду эстрадиола, показали, что активация Stat3 не только необходима, но 
К может быть и достаточной для ингибиции дифференцировки ЭСК. Активация 
1 этих химерных молекул усиливает самоподдержание ЭСК in vitro без фидерного 
к слоя. Lif необходим для самоподцержания ЭСК, но он проявляет активность то- 
I лько в присутствии фетальной бычьей сыворотки, что указывает на необходи- 
I мость другого фактора фетальной сыворотки, опосредующего действие Lif, для 
I самоподцержания ЭСК. Такой фактор был идентифицирован недавно как член 
I семейства TGFfi — белок Bmp, который вызывает экспрессию транскрипцион­

ного фактора Id, ингибирующего нейральную дифференцировку путем функци- 
|  ональной инактивации нейрогенных тканеспецифических факторов семейства 
I bHLH.

Сигнальный путь МАРК препятствует самоподдержанию ЭСК 
I и активирует их дифференцировку

Связывание Lif с рецепторным комплексом Rlif/gpl30 активирует не только 
I сигнальный путь Jak-STAT, но и сигнальный путь МАРК (mitogen activated prote- 
\ in kinase), в котором роль эффекторной киназы выполняет Erk. Сигнальный путь 
I МАРК облегчает дифференцировку ЭСК. Известны две киназы Erk с молекуляр­

ной массой 42 кДа (р42) и 44 кДа (р44), которые регулируют много различных 
клеточных ответов в соматических клетках и играют документированную роль 

I в пролиферации и дифференцировке ЭСК. В самой простой форме сигнальный 
путь МАРК вовлекается в регуляцию функций ЭСК благодаря рекрутированию к 
цитозольной части рецепторного комплекса Rlif/gpl30 адапторной молекулы 
Grb2 и фактору обмена гуаниновых нуклеотидов Sos, которые способствуют об- 

[ разованию рецепторного комплекса Rlif/gp 130—Grb2—Sos (рис. 9.2).
Расположение Sos на мембране облегчает активацию белка Ras. Фосфорили­

рование рецепторных тирозиновых киназ и последующая активация белка Ras 
широко используется клеткой для передачи сигналов ростовых факторов, обла­
дающих митогенной активностью. Например, при связывании рецепторных ти­
розиновых киназ с митогенными ростовыми факторами, Ras может активирова­
ться для передачи сигналов с поверхностной мембраны к внутриклеточной сиг­
нальной машине с помощью адапторного белка Grb2 и фактора обмена 
гуаниновых нуклеотидов Sos.

Фосфорилирование тирозинов и активация Ras являются кратковременны­
ми событиями. Для последующего функционального ответа, например актива­
ции пролиферации или дифференцировки клеток, Ras конвертирует свою актив­
ность в фосфорилирование серин/треониновых киназ. Состояние активации 
этих киназ является более продолжительным и передается в ядро. Например. 
Ras активирует киназу Erk, которая у млекопитающих является эффекторной 
киназой сигнального пути МАРК и активируется путем фосфорилирования ти- 
розинового и треонинового мотивов, разделенных между собой одним амино­
кислотным остатком (см. рис. 7.7). Фосфорилирование Erk осуществляется ки­
назой Мек, которая, в свою очередь, фосфорилируется киназой Raf. Активиро­
ванная Erk фосфорилирует цитоплазматические мишени и транслоцируется в 
ядро, что позволяет ей модулировать активность транскрипционных регулято­
ров, таких как Elk, Ets, с-Мус и фактор сывороточного ответа (Srf). В течение
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нескольких минут Erk вызывает активацию генов немедленного ответа клетки, 
включая c-MYC. В зависимости от идентичности лиганда активность МАРК ки­
назы может продолжаться от нескольких минут до нескольких часов. Инактива­
ция киназы Erk осуществляется специфической фосфатазой.

Рекрутирование комплекса Grb2—Sos к рецептору Rlif/gpl30 может быть 
непрямым (рис. 9.3). В этом случае ключевым посредником в рекрутировании 
является белковая тирозиновая фосфатаза Shp2. При фосфорилировании Shp2 
в ее структуре образуется сайт связывания адапторного белка Grb2. Shp2 также 
взаимодействует с другим белком -  Gabl (Grb2-associated binder protein). 
В свою очередь, белок Gabl рекрутирует липидную киназу Pi3k и, связывая 
образующийся фосфолипидный продукт через его N-концевой «гомологичный 
плекстрину» домен (PH), стабилизирует положение комплекса Shp2—Gabl—Grb2 
на мембране и усиливает взаимодействие с Ras. Удаление сайта связывания 
Shp2 в химерном рецепторе gpl30 нарушает его взаимодействие с Ras, но усили­
вает самоподдержание ЭСК. Специфическое ослабление сигналов Erk фармако­
логическим ингибированием активности Мек или усиленной экспрессией фос- 
фатазы, ингибирующей Erk, также облегчает самоподдержание ЭСК, но тормо­
зит их дифференцировку. Свидетельством того, что активация Erk имеет 
положительное влияние на дифференцировку и антагонистично самоподдержа­
нию ЭСК, является нарушение дифференцировки ЭСК в случае генетической 
инактивации Grb2 или Shp2. Обратное введение в ЭСК с фенотипом Grb2-/- 
химерной молекулы Grb2/Sos или активированной формы Ras восстанавливает 
дифференцировку ЭСК.
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Рис. 9.3. Непрямой путь активации сигнального пути RAS/RAF/MEK/ERK в эмбриональных 
стволовых клетках (Burdon Т. [et al.], 2002).

Сигнальный путь PI3K и его роль в регуляции функций ЭСК
Сигнальный путь, опосредованный киназой Pi3k, передает сигналы, которые 

регулируют рост, выживание и деление клетки. В отличие от большинства ки­
наз, Pi3k фосфорилирует не белки, а инозитольные фосфолипиды. Pi3k действу­
ет внутри клетки, передавая сигналы, которые воспринимаются многими типа­
ми клеточных рецепторов, например тирозиновыми киназами. Субстраты 
Pi3k — фосфатидилинозиты (PI) являются уникальными среди мембранных ли­
пидов, так как они могут подвергаться обратимому фосфорилированию по мно­
гим сайтам и образуют множество различных инозитольных фосфолипидов. 
В активном состоянии Pi3k фосфорилирует инозитольные фосфолипиды в поло­
жении 3' инозитольного кольца и образует липиды, которые называются фосфа- 
тидилинозитдифосфат Р1(3, 4)Р2 и фосфатидилинозитгрифосфат Р1(3, 4, 5)РЗ 
(рис. 9.4). Р1(3,4)Р2 и Р1(3,4 ,5)РЗ прикрепляются к цитозольной стороне 
плазматической мембраны и служат в качестве сайтов связывания для внутри­
клеточных регуляторных белков, способствуя образованию молекулярных ком­
плексов (см. цв. вклейку, рис. 9.5).

Важно различать использование инозитольных фосфолипидов в сигнальном 
пути PI3K от их использования в других сигнальных путях. Например, фосфа- 
тидилинозитол 4, 5 дифосфат — Р1(4, 5)Р2, протеолизируется белковой липазой С-(3 
(Plc-р) (при передаче сигналов рецепторов, связанных с белками G, или Plcy 
(при передаче сигнала от рецепторных тирозиновых киназ), образуя раствори­
мый инозитол 1, 4, 5 трифосфат (IP3) и связанный с мембраной диаглицерол. 
Функция IP3 заключается в освобождении ионов Са2+ из эндоплазматического 
ретикулума, тогда как диаглицерол активирует белковую киназу С (Ркс). На­
против, Р1(3, 4)Р2 и Р1(3, 4, 5)РЗ не протеолизируются Р1с (см. цв. вклейку,
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Плазматическая мембрана

Диацилглицерол

Фосфатидилинозитол
(PI)

Р14-фосфат
[Р1(4)Р]

PI4,5-фосфат 
[Р1(4,5)Р2]

Катализируется киназой Pi3k

Р13-монофосфат
[Р1(3)Р]

PI3,4-дифосфат 
[Р1(3,4)Р2]

PI3,4.5-трифосфат 
[Р1(3,4,5)РЗ]

Рис. 9.4. Киназа Pi3k катализирует образование З'-фосфоинозитов, служащих сайтами 
связывания молекул, содержащих плекстриновые домены (Alberts В. [et al.], 2004)

рис. 9.5). Эти продукты Pi3k остаются в плазматической мембране до дефосфо- 
рилирования специфической инозитолфосфолипидной фосфатазой Pten, кото­
рая удаляет фосфат из положения 3' инозитольного кольца (рис. 9.6).

Мутации, которые инактивируют Pten, пролонгируют сигналы Pi3k и облег­
чают развитие рака, найдены во многих опухолях человека. Такие мутации уд-

Плазматическая мембрана
I

1

Активированный
рецептор

Активация метаболизма, 
апоптоза и клеточного цикла

Рис. 9.6. Схема активации киназы Akt в сигнальном пути Pi3k, роль фосфатазы 
Pten (Downward J., 1998; Leevers S. L. [et al.], 1999)
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линяют жизнь клеток, показывая, что сигналы, передаваемые PI3K, в нормаль­
ных условиях облегчают клеточное выживание и клеточную пролиферацию.

Внутриклеточные регуляторные белки связываются с Р1(3, 4)Р2 и Р1(3, 4, 
5)РЗ через домен, гомологичный плекстрину (PH), который найден более чем в 
200 различных белках человека, включая фактор обмена гуаниновых нуклеоти­
дов Sos. Важность этих доменов выявляется при некоторых иммунодефицитных 
заболеваниях у человека и мыши, характеризующихся мутациями генов, коди­
рующих полипетидные последовательности доменов PH в цитоплазматических 
тирозиновых киназах (Btk).

В нормальных условиях, когда антигенные рецепторы на В-лимфоцитах ак­
тивируют Pi3k, возникающие акцепторные липидные сайты рекрутируют к ци­
топлазматической поверхности плазматической мембраны как Btk, так и Р1су. 
Будучи связанными с мембраной, Btk и Plcy взаимодействуют друг с другом, 
при этом Btk фосфорилирует и активирует Plcy, которая затем протеолитически 
разрезает Р1(4, 5)Р2 с образованием IP3 и диаглицерола. Btk с мутацией в плек- 
стриновом домене теряет способность связывать липидные акцепторные сайты, 
возникающие после активации рецептора В-клеток. В этом случае рецепторы не 
могут индуцировать В-клетку к пролиферации или выживанию, что сопровож­
дается тяжелым иммунодефицитом в продукции антител (см. цв. вклейку, 
рис. 9.5).

Другими передатчиками сигналов Pi3k являются фосфатидилинозит-зависимая 
киназа I (Pdkl) и протеинкиназа В (Pkb или Akt), содержащие домены PH. Коор­
динированная локализация этих киназ на внутренней стороне плазматической 
мембраны облегчает опосредованное Pdkl фосфорилирование Akt (см. рис. 9.6). 
Фосфорилированная Akt модулирует активность ключевых регуляторов апопто­
за, клеточного цикла и метаболизма в клетках различных типов, включая ЭСК 
(рис. 9.7).

Плазматическая мембрана 
I Активация синтеза 

белка в рибосомах
Ингибиция 

дифференцировки 
ЭСК 

Активация 
пролиферации 

и самоподдержания 
ЭСК

Т
Циклин D ♦

FasL

1
Ингибиция
апоптоза

Цитоплазма

Фосфорилирование Bad 

Неактивный Вс1-2

_ Белок
14-3-3

Ингибиция 
* апоптоза

Активный Вс1-2

Рис. 9.7. Сигнальный путь PI3K активирует пролиферацию и самоподдержание ЭСК. 
FasL — лиганд белков Fas; Rfox — рецептор белков семейства FOX; остальные обозначе­

ния — в тексте (Downward J., 1998; Leevers S. L. (et al.], 1999)
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Сигнальный путь PI3K также связан с клеточной трансформацией. С помо­
щью инактивации гена PTEN у мышей в эмбриональном периоде (эмбриональ­
ного нокаута) можно получить ЭСК, не экспрессирующие этот опухолевый су­
прессор. Такие ЭСК показывают усиленную жизнеспособность и увеличенную 
скорость пролиферации. Улучшение клеточного выживания модифицирован­
ных ЭСК коррелирует с увеличением количества Р1(3, 4, 5)РЗ, усиленным фос- 
форилированием Akt, и инактивацией проапоптозного белка Bad. Ускоренный 
переход через фазу G1 клеточного цикла в ЭСК, не экспрессирующих Pten, ве­
роятно, является следствием увеличения скорости деградации ингибитора 
Cdk — p27KiPx, который замедляет прогрессию клеточного цикла (см. рис. 9.7).

Отмечено, что ускорение клеточного деления более выражено в PTEN-/- 
ЭСК, чем в фибробластах с тем же генотипом. Вероятно, сигналы, зависимые от 
Pi3k, могут иметь большее значение в регуляции клеточного цикла в ЭСК, чем 
в фибробластах. ЭСК также экспрессируют большое количество модифициро­
ванного белка Gabl, в котором отсутствует N-концевой плекстриновый домен, 
что может приводить к ослаблению связывания активированных рецепторов с 
каскадом Ras/Erk и опосредовать активацию самоподдержания ЭСК (рис. 9.8).

Фосфатаза Ship является изоформой 5Ьр2-инозитол 5'-фосфатазы, не содер­
жащей домена SH2. В нормальных условиях этот фермент удаляет 5'-фосфат из 
PIP3 и в некоторых типах клеток ингибирует передачу сигналов, опосредован­
ных Akt. Присутствие в ЭСК новых изоформ нескольких различных регулятор­
ных молекул показывает, что сигнальное окружение в ЭСК отличается от тако­
вого в клетках других типов.

Pten был идентифицирован как ген опухолевой супрессии, локализованный 
на хромосоме 10 в банде q22—24. Потеря гетерозиготности в этом локусе была 
найдена при нескольких спонтанных опухолях у человека, включая глиобласто- 
мы, опухоли эндометрия, молочной железы и простаты. Мутации PTEN в клет­
ках зародышевых линий наблюдаются более чем у 80 % пациентов с болезнью 
Баньяна — Зонана (Bannayan — Zona па), болезнью Ковдена (Cowden), бо­
лезнью Лермитта — Даклоса (Lhermitte — Duclos), которые характеризуются

Рис. 9.8. Уникальные адапторные молекулы ЭСК (Burdon Т. [et al.], 2002)
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возникновением доброкачественных и злокачественных опухолей. Мыши, у ко­
торых PTEN инактивирован, погибают между 6,5 и 9,5 днями эмбрионального 
развития с признаками нарушения закладки мезодермального и эктодермально­
го зародышевых слоев и избыточным разрастанием тканей головного мозга 
вследствие усиленной пролиферации нейроэпителия. Гетерозиготные мыши с 
различными мутациями гена PTEN жизнеспособны, но проявляют гиперпласти- 
ческие и диспластические нарушения в простате, коже, прямой кишке и высо­
кую частоту возникновения спонтанных опухолей. Макроцефалия при мутациях 
PTEN является, по-видимому, результатом сочетанного увеличения числа и раз­
мера нейронов и уменьшения уровня их программированной смерти. Нейраль­
ные стволовые клетки мышей с отсутствием обеих аллелей гена PTEN показы­
вают более выраженную способность к самоподдержанию, чем нормальные 
стволовые клетки. В таких клетках нарушается функция выбора судьбы.

Сопряжение самоподдержания и дифференцировки ЗСК путем согласованной 
регуляции передачи сигналов через сигнальные пути Jak/STAT, МАРК и PI3K
Регуляция самоподдержания стволовых клеток достигается путем сопряже­

ния деления клетки с ее терминальными функциями, такими как клеточное ста­
рение, дифференцировка и апоптоз. Ингибиция такого сопряжения сохраняет 
способность СК к самоподдержанию и, наоборот, активация сопряжения сопро­
вождается утратой самоподдержания и выходом СК в популяцию временных 
клеток-предшественников, которые не обладают бессмертием и после несколь­
ких делений индуцируются к терминальной дифференцировке, апоптозу или 
старению (см. рис. 1.1). Регуляция самоподдержания ЭСК осуществляется путем 
взаимодействия сигнальных путей Jak/STAT, МАРК и PI3K. Активация переда­
чи сигналов через Jak/STAT и PI3K усиливает самоподдержание ЭСК, тогда как 
активация сигнального пути МАРК способствует не только пролиферации, но 
и дифференцировке ЭСК, в процессе которой клетки покидают отдел стволовых 
клеток (см. цв. вклейку, рис. 9.9).

9.2. Сравнение механизмов регуляции перехода G1/S в ЭСК 
и дифференцирующихся соматических клетках

ЭСК в сравнении с соматическими дифференцирующимися клетками делят­
ся очень быстро. Клеточный цикл ЭСК составляет всего 11—16 ч за счет умень­
шения продолжительности фазы G1, которая у большинства соматических кле­
ток занимает более 70 % длительности всего клеточного цикла. Прохождение 
фазы G1, контрольной точки R1 и, соответственно, вход в фазу репликации 
ДНК негативно регулируется в соматических дифференцирующихся клетках 
белками семейства pRb, активность которых регулируется фосфорилированием. 
Гипофосфорилированный pRb ингибирует экспрессию генов, необходимых для 
входа в фазу S путем связывания и инактивации транскрипционных факторов 
семейства E2F (см. главы 4, 5).

В соматических дифференцирующихся клетках в ходе фазы G1 pRb последо­
вательно фосфорилируется различными комплексами циклины—Cdk (рис. 9.10). 
Фосфорилирование pRb комплексами циклин D—Cdk4/6 вызывает частичное
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Рис. 9.10. Регуляция перехода G1/S в дифференцирующихся соматических клетках 
(Burdon Т. [et al.], 2002)

освобождение E2f, достаточное для того, чтобы активировать транскрипцию ге­
нов циклина Е и CDC25A. Фосфатаза Cdc25a удаляет ингибиторный фосфат в 
молекуле Cdk2, что приводит к активации комплекса циклин Е—Cdk2, который 
фосфорилирует белки семейства pRb, способствует полному освобождению E2f 
и входу ЭСК в фазу S клеточного цикла (см. рис. 9.10).

Второй сигнальный путь, важный для активации перехода G1/S, включает 
протоонкоген c-MYC, который прямо стимулирует транскрипцию генов, коди­
рующих циклин Е и Cdc25a. Последующая продукция циклина Е и Cdc25a в со­
матических дифференцирующихся клетках ведет к формированию активного 
комплекса циклин Е—Cdk2. Сигнальные пути Мус и pRb/E2F рассматриваются 
как два параллельных и взаимодействующих пути, контролирующих переход 
G1/S, которые сходятся на киназе циклин Е—Cdk2. Активность этой киназы 
может служить критерием входа клетки в фазу S клеточного цикла.

Мутации в генах передаточных белков одного или обоих указанных сигналь­
ных путей часто встречаются при опухолях, отражая фундаментальную роль 
с-Мус и pRb/E2F в контроле клеточного цикла. Опухолевые супрессоры pl6blk4a 
и p 2 7 KiP1 являются ингибиторами циклина D—Cdk4/6 и циклина Е—Cdk2 соот­
ветственно. Эти супрессоры активируются в ответ на различные сигналы, инги­
бирующие пролиферацию, включая клеточное старение, контактную ингиби- 
цию пролиферации и терминальную дифференцировку.

В противоположность соматическим дифференцирующимся клеткам, кле­
точный цикл ЭСК характеризуется короткой фазой G1, занимающей около 
1,5 ч, тогда как 75 % времени клеточного цикла занимает фаза S. В целом
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характерные особенности клетогного цикла ЭСК суммированы (Orford К. W , 
Scadden D. Т., 2008):

1) очень короткая фаза G1 — 1,5 ч;
2) pRb гиперфосфорилирован;
3) р130 не экспрессируется;
4) киназная активность Cdk4 не определяется;
5) рефрактерность к ингибиции деления при действии Cdkl pl6Ink4a;
6) ЭСК подобно клеткам с инактивацией всех членов семейства pRb (ТКО) 

не способны останавливать деление в фазе G1 в условиях насыщающей плотно­
сти роста;

7) ЭСК не проявляют репликативного старения;
8) ЭСК не останавливают прогрессию клеточного цикла в рестрикционной 

точке R1 после повреждения ДНК;
9) ЭСК конститутивно экспрессируют циклин D1, который может фосфори- 

лировать pRb и секвестрировать Cdld р27К|Р1.
В ходе прогрессии клеточного цикла в ЭСК гипофосфорилированный pRb 

не определяется и рестрикционная точка R1 отсутствует. pRb рефосфорилирует- 
ся в ЭСК немедленно после митоза в противоположность дифференцирующим­
ся типам клеток. Поэтому существует важный вопрос: являются ли ЭСК мише­
нью регуляции pRb и других членов его семейства в фазе G1 клеточного цикла 
или pRb функционально инактивирован в этих клетках путем конститутивного 
гиперфосфорилирования?

ЭСК экспрессируют р107, но не р130, который регулирует выход клеток из 
фазы G1. Эти данные свидетельствуют о том, что семейство pRb не регулирует 
клеточный цикл в ЭСК. Такое предположение подтверждается следующими 
данными:

1) ЭСК рефрактерны к ингибирующему деление действию pl6lnk4a, активность 
которого в дифференцирующихся клетках опосредована pRb (см. рис. 9.10). 
Устойчивость к ингибиции деления, опосредованной pl6b>k4a, является общей чер­
той опухолевых клеток, в которых инактивирован pRb. Удаление Lif и последую­
щая дифференцировка ЭСК сопровождаются повышением чувствительности 
к ингибиции пролиферации, опосредованной pl6blk4a, что указывает на эффектив­
ность опосредованного pRb контроля фазы G1 при дифференцировке ЭСК;

2) инактивация всех трех генов семейства pRb (р107, р130, pRb) не компро­
метирует пролиферацию ЭСК, но нарушает дифференцировку клеток тератокар- 
цином, происходящих из ЭСК. Это предполагает, что зависимость от pRb про­
являют только те ЭСК, которые подвергаются дифференцировке;

3) в регуляции пролиферации ЭСК показывают подобие мышиным эмбрио­
нальным фибробластам (МЭФ), у которых инактивированы все три члена се­
мейства продукта гена ретинобластомы (тройной нокаут, ТКО). Например, 
ЭСК, как и МЭФ с ТКО, не прекращают деление в условиях насыщающей плот­
ности, т. е. показывают отсутствие феномена контактной ингибиции пролифе­
рации. В нормальных фибробластах этот феномен связан с увеличением коли­
чества Cdkl р16|пИв, р27к,Р1 и накоплением гипофосфорилированного pRb, что 
приводит к остановке деления клеток в фазе G1 клеточного цикла. ЭСК и МЭФ 
с ТКО избегают репликативного старения и демонстрируют иммортальность, 
в отличие от клеток дифференцирующихся типов, в которых репликативное 
старение и остановка деления в фазе G1 связаны с накоплением гипофосфори­
лированного pRb и ингибицией Cdk, опосредованной pl6lnk4i и р21С|Р1. Как ЭСК,
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так и МЭФ с ТКО не останавливают деление в фазе G1 после повреждения 
ДНК, но сохраняют механизм остановки деления в контрольной точке G2/M, 
независимой от pRb. ЭСК, подобно МЭФ с ТКО, не подвержены контактной ин­
гибиции деления, но проявляют иммортальность и отсутствие контроля клеточ- | 
ного цикла в рестрикционной точке G1.

Приведенные данные показывают, что ЭСК не контролируются сигнальным 
путем семейства pRb в фазе G1.

Экспрессия и функции циклинов в фазе G1 в ЭСК
Какой механизм лежит в основе функциональной инактивации pRb в ЭСК? 

В определенных типах опухолевых клеток со структурно нормальным геном RB 
его продукт функционально инактивирован будучи гиперфосфорилированным 
вследствие конститутивной экспрессии циклина D, Cdk4/6, циклина Е, циклина ' 
А или Cdk2. Циклины D1/D3 присутствуют в небольшом количестве в ЭСК, в 
то время как циклин D2 в них не экспрессируется (см. цв. вклейку, рис. 9.11). 
Связанная с Cdk4 киназная активность, по существу, не определяется, а неболь­
шое количество циклинов D в ЭСК соответствует таковому в клетках внутрен­
ней клеточной массы (ВКМ) бластоцисты, которые не экспрессируют определя­
емое количество циклинов D, пока не наступает гаструляция. Начало дифферен­
цировки в клетках ВКМ ведет к увеличению экспрессии циклинов D и 
появлению связанной киназной активности, что означает вступление в силу ре­
гуляторного контроля фазы G1.

Регуляция фоновой экспрессии циклина D1 отличается в ЭСК по сравнению 
с соматическими клетками. Во-первых, передача сигналов через Ras/Erk, кото­
рая играет наиболее важную роль в транскрипционной активации экспрессии 
циклина D1, в соматических клетках стимулируется ростовыми факторами (см. 
рис. 9.10), которые не играют роли в регуляции экспрессии циклина D1 в ЭСК 
(см. цв. вклейку, рис. 9.11).

Во-вторых, уровень циклина D1 в ЭСК зависит от сигнального пути PI3K, 
активность которого не связана с митогенной стимуляцией.

Эти факты соответствует данным, что ни активность Pi3k, ни экспрессия 
циклина D1 не снижаются в условиях сывороточного голодания ЭСК, когда 
уменьшается уровень митогенной активности. Взятые вместе, эти данные пока­
зывают, что в ЭСК базальная экспрессия циклина D1 не зависит от митогенных 
сигналов, передаваемых рецепторными тирозиновыми киназами. Хотя и незна­
чительная, конститутивная экспрессия циклина D1 в ЭСК может вносить вклад 
в фосфорилирование pRb.

Комплексы циклин D—Cdk4 в ЭСК могут связывать Cdkl p27KiP1 и предот­
вращать его ингибирующее влияние на киназный комплекс циклин Е—Cdk2. 
Нечувствительность ЭСК к Cdkl p l6 ,nk4a означает, что активность p l6 Ink4a несу­
щественна для пролиферации ЭСК. В коммитированных к дифференцировке 
клетках индуцированная экспрессия циклина Е является достаточной для того, 
чтобы преодолеть остановку пролиферации, которая опосредована p l6 Ink4a (см. 
рис. 9.10). Конститутивная активность циклина Е—Cdk2 в фибробластах зави­
сит от их прикрепления к пластику, что отличается от активности этой киназы в 
ЭСК. В дифференцирующихся клетках циклин Е является мишенью для актив­
ной формы pRb, но в ЭСК сигнальный путь pRb не оперирует. Поэтому в ЭСК 
активная форма pRb не определается, а активность циклина Е—Cdk2 является 
конститутивной.
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Передача сигналов Lit, их роль в контроле клеточного цикла в ЭСК
В ЭСК переход G1/S, по-видимому, контролируется только киназой циклин 

Е—Cdk2. Пока не ясно, является ли конститутивная активность циклина 
Е—Cdk2 внутренним свойством ЭСК или она зависит от передачи сигналов че­
рез рецептор Rlif/gpl30 и Stat3. Удаление из ростовой среды Lif вызывает акти­
вацию дифференцировки и потерю самоподдержания ЭСК, а не остановку их 
клеточного цикла. Возможно, Stat3 регулирует в ЭСК экспрессию ключевых ре­
гуляторов клеточного цикла и входа в фазу S, а отсутствие Stat3 вызывает за­
медление клеточного цикла и связанную с ним активацию дифференцировки. 
Stat3 может влиять на переход G1/S и в некоторых типах дифференцированных 
клеток. Например, в лимфоидных клетках линии BAF-03 Stat3 активирует эксп- 

[ рессию специфических регуляторов клеточного цикла, включая циклины D, 
Cdkl p27KiP1, с-Мус и Piml. Piml является серин/треониновой киназой, которая 
фосфорилирует и активирует Cdc25a, таким образом усиливая накопление ак­
тивной киназы циклин Е—Cdk2.

Индуцированная экспрессия с-Мус и Piml является достаточной для преодо­
ления остановки клеточного цикла, опосредованной удалением IL-6, свидетель­
ствуя, что с-Мус и Piml относятся к важным мишеням Stat3. Этот сигнальный 
путь может вызывать фосфорилирование pRb и вход клеток в фазу S в присут­
ствии минимальных количеств циклина D—Cdk4/6.

Возможно, что сигналы, опосредованные Rlif/gpl30, могут активировать пе­
реход G1/S путем рекрутирования Pi3k через фосфатазу Shp2 и адапторный бе­
лок Gabl. Этот путь был найден активным в клеточной линии T47D, получен­
ной от больной раком молочной железы.

Используя клеточную линию T47D, было показано, что IL-6 контролирует 
клеточную миграцию путем активации сигналов МАРК и PI3K через сигналь­
ный путь gpl30/Shp2/G abl. В ЭСК активация Pi3k, зависимая от Lif, вероятно, 
поддерживается циклином D1 при позитивной регуляции скорости его синтеза 
через киназу p70S6 и негативной регуляции деградации циклина D1 киназой 
Gsk3p. Опыты на ЭСК, не экспрессирующих PTEN, показывают, что сигналь­
ный путь Р13К может также облегчать деградацию ингибитора циклинзависи- 
мых киназ р27К|Р1 (см. цв. вклейку, рис. 9.9). Такой эффект может вести к сни­
жению количества р27Р’1 до уровня, при котором этот белок эффективно секве­
стрируется комплексом циклин D —Cdk4, таким образом создавая условия для 
конститутивной активации комплекса циклин Е—Cdk2.

9.3. Понятие о нишах стволовых клеток. 
Регуляция состояния покоя и активации СК 
в нише различными сигнальными путями

Различные факты позволяют предположить, что после формирования тка­
неспецифической популяции стволовых клеток в определенном участке ткани 
взрослого организма этот участок ткани надолго становится обиталищем СК, 
т. е. играет роль специфической ниши. В нише соматические и зародышевые СК 
находятся в состоянии покоя, т. е. в фазе G0/G1. Что удерживает СК в такой 
нище?
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Рис. 9.12. Схема ниш стволовых клеток в гермарии яичника дрозофилы 

и костном мозге мыши: 
а — сагиттальный разрез гермария яичника дрозофилы; 

б — продольный разрез трабекулярной кости мыши (Fuchs Е. [et al.], 2004)

Многие факты, которые формируют наши сегодняшние знания о нишах СК, 
пришли из опытов по изучению ЗСК мухи Drosophila. Прямые физические кон­
такты между СК и их «нестволовыми» клетками-соседями в нише являются 
критическим фактором для того, чтобы удерживать СК в нише и поддерживать 
их функциональные свойства. У взрослой самки Drosophila, в гермарии, локали­
зованном на переднем конце каждой овариолы, обнаруживаются группы из 2—3 
ЗСК (рис. 9.12).

В концевой части гермария находятся клетки Сар, которые устанавливают 
прямые физические контакты с окружающими их ЗСК. При делении ЗСК, не те­
ряющие физические контакты с клетками Сар, сохраняют свойства ЗСК. ЗСК, 
которые теряют указанные контакты, начинают дифференцировку и иницииру­
ют овогенез. Молекулярный «клей», который прикрепляет ЗСК к их нишам, по 
крайней мере отчасти, представлен белками кадхеринами, которые вместе с их 
партнером — белком р-катенином концентрируются на границах расположения 
ЗСК (рис. 9.13; 9.14).

Кадхерины и катенины принимают участие в образовании специализирован­
ных межклеточных соединений, которые могут быть ремоделированы в контек­
сте их взаимодействия с актиновым цитоскелетом (см. рис. 9.14). Важность кад- 
хериновых соединений в удержании ЗСК клетками Сар была доказана в опытах, 
в которых мутации DE-кадхерина или р-катенина приводили к неспособности 
клеток Сар рекрутировать ЗСК и удерживать их в нише.

Способность СК удерживаться в нише является эволюционно консерватив­
ным феноменом, поэтому не удивительно, что основные молекулярные черты 
удержания СК в нише широко утилизуются у эукариотов. Хотя генетические де­
тали этого феномена еще не раскрыты даже на наиболее хорошо изученной мо­
дели Drosophila, элементы такого консерватизма найдены и в соматических СК 
позвоночных. В качестве одного из примеров можно назвать СКК, которые пе­
редвигаются вдоль внутренней поверхности кости, содержащей костный мозг,
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Рис. 9.13. Схематическое расположение кадхеринов и интегринов в соседних клетках
(Alberts В. [et al.], 2004)
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Рис. 9.14. Схема строения кадхеринов и интегринов: 
а — схема взаимодействия кадхеринов с внутриклеточным актиновым цитоскелетом; 

б — схема структуры интегрина (Alberts В. [et al.], 2004)
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покрытой остеобластами (см. рис. 9.12). По мере созревания СКК они теряют 
контакты с окружающими их стромальными клетками, приобретают большую 
пролиферативную активность, ориентируются к центральной полости костного 
мозга и переходят в кровяные сосуды. У мышей с генетическими изменениями, 
приводящими к увеличению числа остеобластов, количество СКК также увели­
чивается. Способность таких вновь образованных СКК сохранять замедленную 
скорость деления, вероятно, основана на их свойстве физически взаимодейство­
вать с остеобластами через N-кадхериновые контактные соединения.

Другими важными элементами в удержании ЗСК в нише являются интегри- 
ны, которые опосредуют прикрепление клеток к базальной мембране, происхо­
дящей из внеклеточного матрикса (см. рис. 9.13, 9.14). Повышенный уровень 
интегринов является важной характеристикой СК, а опыты с инактивацией от­
дельных белков у мышей показали, что как интегриновые, так и кадхериновые 
соединения играют критическую роль в поддержании локализации, адгезивно- 
сти и пролиферативной активности эпителиальных СК. Обеспечивая уникаль­
ный состав лигандов внеклеточного матрикса для рецепторов интегринов на по­
верхности СК, ниша может усиливать свою способность удерживать эти клетки 
в отделе стволовых клеток. Например, СКК экспрессируют интегрины а4р1 и 
а5р1, которые являются рецепторами для фибронектина внеклеточного мат­
рикса и облегчают адгезию СКК к костномозговой строме. Обработка СКК ан­
тителами против этих интегринов нарушает кроветворение в долгосрочных куль­
турах костномозговых клеток.

Роль сигнального пути TGFfi в формировании ниш стволовых клеток

Теоретически ССК могли бы занять пустые ниши ЗСК, однако микроокру­
жение в нише не конвертирует ССК в функциональные ЗСК. Вне ниши ССК 
млекопитающих, инъецированные под кожу иммунодефицитных мышей, спо­
собны образовывать клеточные массы, состоящие из дифференцирующихся, но 
не стволовых клеток. Несмотря на интенсивные исследования, до настоящего 
времени отсутствуют доказательства того, что внешнее окружение может инду­
цировать всестороннее, стабильное репрограммирование ССК.

С другой стороны, установлено, что ниша оказывает критическое влияние на 
самоподдержание находящихся в ней СК, и априорно, такое влияние может 
быть расширено на посторонние СК. Что же специфического преставляет собой 
ниша? Микроокружение ниши оказывает ингибиторное влияние как на проли­
ферацию, так и на дифференцировку СК. Постоянное увеличение количества 
медленно делящихся СК ведет к заполнению ниши, и некоторые СК покидают 
ее и дифференцируются в случае потери физического контакта с клетками 
ниши. К сигнальным молекулам, регулирующим самоподдержание СК, находя­
щихся в нише, относится суперсемейство TGF0.

В яичнике мухи один из членов этого семейства, белок Dpp, секретируется 
клетками Сар и активирует рецепторы клеточной поверхности ЗСК (см. цв. 
вклейку, рис. 9.15). Активация сигнального пути TGFP в ЗСК, находящихся 
в нише, сопровождается фосфорилированием и активацией транскрипционного 
корепрессора, который в этом случае опосредует супрессию гена bag-of-marbles 
(ВАМ), кодирующего одноименный транскрипционный фактор, необходимый 
для дифференцировки ЗСК.
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Сигнал, передаваемый Dpp, вероятно, действует на небольшом расстоянии, 
поэтому для супрессии гена ВАМ и поддержания стволовых свойств ЗСК необ­
ходим прямой контакт между ЗСК и клетками Сар, продуцирующими белок 
Dpp. Когда плотность ЗСК увеличивается настолько, что вновь образующиеся 
клетки теряют физические контакты с клетками Сар, эффективность действия 
сигналов Dpp на ЗСК снижается, что вызывает экспрессию в них белка Ват и 
активирует дифференцировочную программу. Суперсемейство TGFp также во­
влечено в регуляцию самоподдержания СКК.

В отличие от яичников мухи, где ЗСК получают сигнал Dpp от клеток Сар, 
в костном мозге мыши сигнал, контролирующий экспрессию Ват, получают ос­
теобласты. Они отвечают негативно на этот сигнал и опосредованно влияют на 
СКК, наделяя их способностью прикрепляться к своей поверхности и сохранять 
стволовые свойства.

В яичках млекопитающих гомолог Dpp белок Bmp8b играет важную роль 
в инициации и поддержании ЗСК, а в сперматогенезе мух подобную роль играет 
белок Gbb (glass bottom boat). Подобно передаче сигналов через Dpp, результа­
том передачи сигналов через Gbb является супрессия Ват и ингибиция диффе­
ренцировки (см. цв. вклейку, рис. 9.15). Возможно, белки Gbb и Dpp образуют 
гетеродимер при передаче сигнала в ЗСК в яичках, предотвращая продукцию 
белка Ват и последующую активацию дифференцировки. Таким образом, сиг­
нальный путь TGFp необходим, но не достаточен для поддержания функций 
ниш СК.

Роль сигнального пути Jak-STAT
Эксперименты на мухах Drosophila позволяют предположить, что в регуля­

ции функций ЗСК яичек важную роль играет сигнальный путь Jak-STAT. Клет­
ки, продуцирующие белок Hub в сперматогенезе мух Drosophila, являются функ­
ционально аналогичными клеткам Сар в яичниках мух Drosophila и продуциру­
ют белок Unpaired (Upd), сигнальный лиганд, который активирует рецептор 
киназ семейства Jak в ЗСК. Вероятно, сигнальный путь Jak-STAT, как и TGFp, 
высококонсервативен в передаче сигналов в СК. Активация белка Stat3, по-ви­
димому, важна для поддержания в недифференцированном состоянии ЭСК 
мыши и человека, тогда как Jak2 с комплементарными тирозинкиназными ре­
цепторами c-Kit или Flt3 вовлечен в регуляцию самоподдержания стволовых 
кроветворных клеток.

Роль семейства транскрипционных факторов Polycomb 
и его члена — белка Bmil
Мутации генов, которые контролируют план тела и сегментацию у дрозофи­

лы, вызывают фенотипически катастрофические нарушения строения тела. На­
пример, у мух с мутацией генов комплекса Antennapedia нижние конечности 
вырастают на голове вместо антенны. Гены, которые у мух Drosophila контроли­
руют переднезадний план тела, были названы гомеотическими селекторными 
генами (homeotic selector genes). Все члены этого семейства у мух родственны 
друг другу и расположены в двух комплексах генов — Bithorax и Antennapedia, 
происходящих из одного комплекса генов НОХ. Продуктами таких генов явля­
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ются регуляторные белки, имеющие в своей структуре ДНК-связывающий гоме­
одомен размером 60 аминокислотных остатков.

Участки ДНК, кодирующие гомеодомены белков Нох, называются гомео­
боксами. Трехмерная структура гомеодомена представляет собой мотив HtH 
«спираль-поворот-спираль», характерный для структуры последовательности, 
связывающей ДНК в транскрипционных факторах, встречающихся во всех эука­
риотических организмах. Многие гены НОХ активируют собственную транс­
крипцию. Гены НОХ тесно связаны с двумя большими группами транскрипци­
онных регуляторов, которые называются Polycomb (PcG) и Trithorax (TrxG). 
При мутациях генов этих семейств рисунок экспрессии гомеотических селектор­
ных генов семейства НОХ вначале не нарушается, но не может поддерживаться I 
на нормальном уровне длительное время в процессе развития эмбриона. На- | 
правленность действия названных групп регуляторных генов противоположна.

Гены группы TrxG необходимы для поддержания транскрипции генов НОХ , 
в тех клетках, где их транскрипция была предварительно активирована. Наобо­
рот, продукты генов Polycomb формируют стабильные комплексы, которые свя­
зывают хроматин и поддерживают супрессивное состояние в клетках, в которых 
гены НОХ не были активированы в критическое время.

Поскольку эпигенетические события, такие как модификация гистонов, во- \ 
влечены в регуляцию клеточной судьбы и самоподдержание, существует пред­
положение, что члены семей Polycomb и Trithorax прямо вовлечены в регуля- \ 
цию самоподдержания и дифференцировки стволовых клеток.

В настоящее время идентифицированы два различных многокомпонентных 
белковых комплекса, относящихся к семейству Polycomb: инициирующий комп­
лекс 2 (PRC2) и репрессивный комплекс 1 (PRC1) (см. рис. 6.11). Комплекс j 
PRC2 вовлечен в инициацию состояния «молчания» (сайленсинг) хроматина и 
содержит гистоновые деацетилазы и гистоновые метилтрансферазы. Комплекс 
PRC1 вовлечен в стабильное поддержание репрессии генов.

Белки Mel-18, Rae-28 и Bmil являются компонентами комплекса PRC1 
и участвуют в регуляции функций СК, однако принципиально отличаются друг 
от друга по влиянию на самоподдержание СК. Мыши с инактивированным ге­
ном MEL-18 демонстрируют усиление самоподдержания СКК, вероятно, вслед­
ствие увеличения экспрессии гена НОХВ4, который является активатором само­
поддержания СКК (см. рис. 1.3). Наоборот, мыши с инактивацией гена RAE-28 
проявляют сниженную способность к самоподдержанию СКК при нормальной 
функции продукта гена НОХВ4.

СКК и нейральные СК экспрессируют высокий уровень белка Bmil. Мыши, 
у которых отсутствует Bmil, постнатально проявляют дефекты кроветворения, 
образования скелета, неврологические расстройства и нарушения в эмбриональ­
ном развитии мозжечка. Показано, что Bmil необходим для эффективного са­
моподдержания СКК и СК периферической и центральной нервной систем зре­
лого организма, но менее критичен для образования дифференцированных кле- 
ток-потомков. Bmil необходим также для поддержания НСК в периферической 
и центральной нервной системе.

Как и в случае со СКК, снижение функции самоподдержания в дефицитных 
по Bmil НСК приводит к истощению их популяции в постнатальном периоде, 
тогда как выживание коммутированных клеток не нарушается. Учитывая широ­
кий ряд фенотипических нарушений у мышей с дефицитом Bmil и его широкое
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тканевое распределение, было сделано заключение, что Bmil регулирует само­
поддержание и в других типах соматических клеток.

Изучение профиля регуляторных генов в стволовых клетках предполагает, 
что Bmil модулирует самоподдержание СКК путем регуляции генов, участвую­
щих в выборе клеточной судьбы, генов выживания и анти-пролиферативных ге­
нов. Мишень Bmil — локус 1пк4а, кодирует p l6 ink4a и p l9Arf, активация которых 
ведет соответственно к клеточному старению и апоптозу (см. рис. 6.14). Дефи­
цит p l6 ink4a в ИСК частично восстанавливает способность СК, дефицитных по 
Bmil, к самоподдержанию. Мыши, у которых не экспрессируется Bmil, показы­
вают индукцию p l6 Ink4a и p l9Arf в различных кроветворных и нервных тканях.

Роль сигнального пути, опосредованного фибробластными 
ростовыми факторами
Семейство FGF включает более 20 различных белков и более 4 типов рецеп­

торов. Белки FGF связывают рецепторные тирозиновые киназы в форме класте­
ров, которые формируются путем объединения отдельных лигандов FGF с помо­
щью протеогликанов (см. рис. 7.2). Факторы семейства FGF вызывают широкий 
ряд клеточных ответов, таких как пролиферация, миграция, дифференцировка и 
остановка клеточного цикла. Инициация таких разнообразных ответов может 
быть объяснена, отчасти, изменчивой природой взаимодействия между лиганда­
ми и рецепторами семейства FGF. Рецепторы этого семейства имеют множество 
изоформ, которые возникают в результате альтернативного сплайсинга генов. 
Тканевая специфичность, степень клеточной зрелости и взаимодействие с други­
ми сигнальными путями также играют важную роль в передаче сигналов FGF.

FGF2 (basic FGF) играет существенную роль в регуляции самоподдержания 
ЭСК человека in vitro. Его удаление из культуральной среды сопровождается 
дифференцировкой ЭСК и потерей экспрессии маркерных белков Тга1-60 и 
Oct3/4. Современные исследования предполагают, что белки FGF активируют 
самоподдержание ЭСК путем ингибиции сигнального пути TGFp, что вызывает 
супрессию Smadl и последующую ингибицию дифференцировки. Однако при 
замещении эффекта FGF ингибиторами белков Bmp, такими как noggin, диффе­
ренцировка ЭСК усиливается, показывая существование других путей регуля­
ции самоподдержания ЭСК, опосредованных FGF.

Одной из потенциальных мишеней FGF является сигнальный путь PI3K, ко­
торый активируется при связывании лигандов FGF и облегчает самоподдержа­
ние ЭСК через ингибицию сигналов MEK/ERK и активацию экспрессии молекул 
внеклеточного матрикса. Регуляция ростовыми факторами FGF сигнального 
пути TGFp может быть не однонаправленным феноменом. Опосредованная FGF 
передача сигналов PI3K может регулироваться членом семейства TGFp — бел­
ком Втр2, который препятствует деградации опухолевого супрессора Pten — 
негативного регулятора сигналов PI3K.

Роль клеточного цикла в механизме выбора 
клеточной судьбы в различных типах стволовых клеток
ССК, в противоположность ЭСК, находятся в состоянии пролиферативного 

покоя. Например, 75 % СКК находятся в фазе G0, но большинство СК выходят 
из этого состояния в течение жизни. Активация пролиферации может приво-
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дить к уменьшению популяции СК, что наблюдается у мышей с эмбриональным 
нокаутом белка р г^Р 1. Оценка числа СКК у таких животных показывает, что 
уменьшение числа СК сочетается у них с увеличением количества временно ам- 
плифицирующихся клеток. Подобные изменения в отделе СКК происходят так­
же в случае инактивации транскрипционных факторов семейства FOX (FoxO 1,
3, 4) и транскрипционного супрессора Pten.

В отличие от белка p21CiPx, другой Cdkl — p l8Ink4c, как и транскрипционный 
фактор семейства НОХ — НохЬ4, обладает способностью регулировать проли­
ферацию СКК, не влияя на их способность к самоподдержанию. Мыши с инак­
тивацией обеих аллелей pl8Ink4c (p ie1"114* -/-)  показывают увеличение числа 
СКК, функциональная активность которых возрастает. Эти данные позволяют 
предположить, что p l8 lnk4c способствует переходу СКК через специфическую 
точку клеточного цикла, в которой клетки не чувствительны к индукции убик- 
витарных клеточных программ: дифференцировки, апоптоза или клеточного 
старения. С другой стороны, действие на клеточный цикл СЮС белков p21CiP1, 
FoxO 1, 3, 4, Pten или сигнального пути МАРК сопряжено с прохождением 
клетками точки клеточного цикла, в которой происходит активация терминаль­
ных клеточных функций (рис. 9.16).

Период клеточного цикла, в котором СК оказываются чувствительны к ин­
дукции убиквитарных клеточных функций, вероятно, находится в ранней фазе 
Gl. FoxO 1, 3, 4, р21а^ , Pten и сигналы МАРК контролируют пролиферацию 
СКК в ранней фазе G1, изменяя вероятность активации терминальных клеточ-
МАРК, Мус, циклины D, Pten, pl6Ink4a, 

p l9mk4d p2ic'Pi, FoxO 1,3,4
Ниша (Cdc42, кадхерины, 
факторы семейства TGFP)

Рис. 9.16. Роль клеточного цикла в механизме выбора клеточной судьбы в стволовых клетках 
(Orford К. W., Scadden D. Т., 2008)
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ных функций. Наоборот, белки Bmil, Hoxb4 и pl8,nk4f контролируют функции 
СК вне зависимости от продолжительности ранней фазы G1. Переход из GO 
в G1, вероятно, может происходить близко к рестрикционной точке R1, что позво­
ляет СК избегать прохождения ранней фазы G1 и риска быть индуцированной 
к дифференцировке, апоптозу или клеточному старению (см. рис. 9.16).

Ниша влияет на выбор клеточной судьбы СК путем поддержания состояния 
покоя и предотвращения коммитирования. Например, Cdc42 — ГТФаза семейства 
Rho — регулирует функциональную активность клетки путем полимеризации ак­
тина и изменения клеточной адгезии. Кондиционный нокаут Cdc42 приводит к 
увеличению пролиферативной активности СКК и уменьшению числа медленно 
пролиферирующих СКК. Уменьшение экспрессии интегринов, их лигандов и кад­
херинов также способствует потере влияния ниши на СК и их коммитированию.

Другим способом сохранения состояния покоя СК является ингибиция диф­
ференцировки. Большинство сигналов, активирующих пролиферацию клетки,

I например сигналы МАРК, активация циклинов или с-Мус вызывают сопутству­
ющее коммитирование СК. Различные типы СК избегают коммитирования раз­
личными путями. Например, в активно делящихся ЭСК в нормальных условиях 
отсутствует ранняя фаза G1, и эти клетки в ходе клеточного цикла не подверга­
ются риску индукции терминальных функций в ранней фазе G1. В отличие от 
ЭСК, ССК в случае индукции пролиферации проходят раннюю фазу G1, однако 
сигнальные пути Wnt, Notch, Hedgehog и PcG облегчают прохождение этой 
фазы и помогают избежать влияния сигнального пути МАРК и сопутствующего 
коммитирования клетки.
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ГЛАВА 10 СОМАТИЧЕСКИЕ И ОПУХОЛЕВЫЕ 
СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ

10.1. Классификация соматических стволовых клеток

Соматигеские стволовые клетки (ССК) зрелого организам постоянно «про­
живают» в нишах той ткани, поддержание клеточного состава которой является 
их функцией, то есть ССК являются тканеспецифическими. ССК классифициру­
ются по тканевому или органному происхождению, например СК центральной 
нервной системы, печени, легких, сердца, крови, эпидермиса и т. д. Теоретиче­
ски можно считать, что число стволовых клеток соответствует числу тканей, од­
нако в настоящее время ССК не всех тканей идентифицированы и охарактери­
зованы.

ССК могут быть мультипотентными или унипотентными. Например, оваль­
ные клетки печени и пневмоциты 2-го типа эпителия легких способны диффе­
ренцироваться только в соответствующие тканеспецифические клетки, тогда как 
СК крови образуют все множество линий клеток этой ткани. Существование 
специализированных СК в каждой ткани не исключает возможности изменения 
их тканеспецифического фенотипа, т. е. стволовые соматические клетки облада­
ют пластигностыо.

Пластичность основана на трансдифференцировочном потенциале, который 
может отличаться даже в ССК одного типа. Например, мезенхимальные СК 
(МСК) эндометрия обладают значительно более широким трансдифференциро- 
вочным потенциалом, чем МСК костного мозга.

10.2. Стволовые клетки кожи

Структура волосяного фолликула и цикл его регенерации

В коже мультипотентные стволовые клетки постоянно обнаруживаются 
в области луковицы волосяного фолликула, которая локализована под сальной 
железой (см. цв. вклейку, рис. 10.1). СК луковицы образуют все линии клеток 
волосяного мешочка, сальной железы и межфолликулярного эпидермиса. 
В ходе цикла регенерации волосяного фолликула период роста сопровождается 
фазой дегенерации, во время которой область волосяного фолликула, раполо- 
женная ниже луковицы, подвергается разрушению.

В ходе восстановления волосяного фолликула СК мигрируют из луковицы 
по внешнему корневому слою в направлении основания волосяного фолликула. 
В области основания волоса СК образуют отдел временно амплифицирующихся 
клеток, который называется зародышевой матрицей. В этом отделе временно 
амплифицирующиеся клетки коммитируются к дифференцировке и затем миг­
рируют в область внутреннего корневого слоя. При получении сигнала репара­
ции эпидермиса СК покидают область луковицы и мигрируют в базальный слой 
эпидермиса, формируя СК его базального слоя. Волосяной фолликул окружен
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базальной мембраной, покрытой слоем соединительной ткани. Клетки зароды­
шевого матрикса окружены слоем специализированных мезенхимальных кле­
ток, кожным сосочком, обладающим способностью индуцировать рост волоса 
(см. цв. вклейку, рис. 10.1).

Структура кожного эпителия и роль СК в его поддержании
Межфолликулярный эпидермис представляет собой многослойный эпителий, 

состоящий в основном из кератиноцитов (см. цв. вклейку, рис. 10.2). Это назва­
ние клетки приобрели по их характерной черте — синтезу белков промежуточ­
ных филаментов, которые называются кератинами и придают эпидермису проч­
ность. Кератиноциты изменяют свою форму от одного слоя к другому. Клетки 
самого внутреннего слоя, прикрепленные к базальной мембране, называются 
базальными клетками. Клетки, способные к делению, располагаются только 
в базальном слое эпидермиса, выше которого расположено несколько слоев боль­
ших шиповатых клеток. Многочисленные выросты представляют собой десмо­
сомы — места прикрепления толстых пучков кератиновых филаментов, види­
мых под световым микроскопом как тонкие шипы вокруг клеточной поверхно­
сти. Выше клеток шиповатого слоя лежит тонкий слой гранулярных клеток. 
В этом слое клетки тесно спаяны и формируют водонепроницаемый барьер, 
способствующий удержанию воды в организме, что является наиболее важной 
функцией эпидермиса. Мыши, не способные формировать этот барьер вследст­
вие генетических дефектов, погибают вскоре после рождения в результате быст­
рой потери жидкости, хотя их кожа представляется нормальной во всех других 
отношениях. Клетки самых внешних слоев эпидермиса кератинизированы и 
превращаются в плоские чешуйки, заполненные плотно упакованными керати­
нами. Плазматическая мембрана чешуйчатых и внешних гранулярных клеток 
укреплена с внутренней стороны тонким, но плотным слоем белков, поперечно 
«сшитых» ферментом — трансглютаминазой, и включающих цитоплазматиче­
ский белок инволюкрин.

Деление клеток базального слоя, при котором происходит увеличение раз­
меров их популяции, по-существу, представляет собой первый шаг к переходу 
таких клеток в шиповатый слой. При достижении гранулярного слоя клетки на­
чинают терять ядра и цитоплазматические органеллы благодаря механизму де­
градации, который включает частичную активацию апоптоза. Следуя этому 
пути, клетки постепенно превращаются в чешуйки кератинизированного слоя. 
В итоге такие чешуйки слущиваются с поверхности кожи. Время от появления 
новой клетки в базальном слое кожи человека до ее слущивания с поверхности 
составляет 1 мес.

Кератиноциты базального слоя могут быть выделены из эпидермиса и поме­
щены в культуру in vitro, где они делятся, давая начало новым базальным и тер­
минально дифференцированным клеткам. В базальном слое присутствуют два 
типа кератиноцитов:

1) медленно делящиеся СК с неопределенно длительным потенциалом само­
поддержания и способностью дифференцироваться во все другие кератиноциты:

2) временно амплифицирующиеся, активно пролиферирующие, коммитиро- 
ванные к дифференцировке клетки с ограниченной способностью к самоподдер- 
жанию.
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СК базального слоя экспрессируют несколько биохимических маркеров: ин- 
тегрины pi и аб, поверхностный антиген CD34, транскрипционные факторы 
Tcf3 и dN-рбЗа, кератины 5 и 14, тогда как временно амплифицирующиеся 
клетки теряют экспрессию интегринов pi и аб и продуцируют кератины 15 и 19.

Идентификация СК эпидермиса может быть сделана на основании оценки 
экспрессии нескольких или всех названных маркерных молекул. В нормальных 
условиях существует динамическое равновесие популяций СК, временно ампли- 
фицирующихся клеток и клеток, которые обратимо коммитированы к диффе­
ренцировке. Баланс клеток в этих популяциях контролируется на различных 
этапах дифференцировки, которая зависит от микроокружения, формирующего 
нишу СК эпидермиса.

При дифференцировке кератиноциты теряют контакт с базальной мембра­
ной, что связано с уменьшением экспрессии на их поверхности интегринов 
pi и аб, цитокератинов 5 и 14 и в последующем сопровождается миграцией та­
ких клеток в шиповатый слой. Клетки шиповатого слоя экспрессируют два диф- 
ференцировочно специфических кератина: 1 и 10. Они также продуцируют бел­
ки оболочки, богатые лизином, которые поперечно «сшиты» эпидермальной 
трансглютаминазой и локализуются на внутренней поверхности клеточной мем­
браны, формируя сверхплотную оболочку. В надлежащем гранулярном слое 
клетки приобретают гранулы, содержащие липиды, которые предназначены для 
освобождения во внеклеточное пространство. Кератиноциты гранулярного слоя 
синтезируют белки филагрин и лорикрин, которые способствуют еще большему 
уплотнению оболочки самых внешних эпидермальных слоев.

В культуре in vitro в среде с низким содержанием кальция кератиноциты 
проявляют свойства клеток базального слоя, включая постоянную пролифера­
цию, экспрессию кератинов 5 и 14 и интегринов pi и аб. Добавление к таким 
клеточным культурам кальция индуцирует многие структурные и биохимиче­
ские изменения, которые появляются в верхних слоях эпидермиса in vivo. Эти 
изменения включают уменьшение экспрессии интегринов, образование межкле­
точных контактов, остановку деления и экспрессию биохимических маркеров 
терминальной дифференцировки.

Пролиферация и дифференцировка первичных культур кератиноцитов мо­
жет быть также модулирована некоторыми фармакологическими агентами, ко­
торые, однако, не способны вызывать тонкие структурные и клеточные адгези­
онные события, вызываемые ионами кальция. Обработка форболовым эфиром 
ТРА (12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate) вызывает остановку пролиферации 
клеток и способствует эскпрессии терминальных маркеров дифференцировки, 
например инволюкрина, лорикрина и филагрина. Ретиноевая кислота и вита­
мин D3 также модулируют рост и дифференцировку кератиноцитов. Возникно­
вение контактов между кератиноцитами в суспензии может быть достаточным 
условием для индукции поздних биохимических маркеров дифференцировки.

Поддержание клеточного состава эпидермиса 
регулируется сигналами внешней среды
Деление и дифференцировка клеток различных слоев в эпидермисе регули­

руется сигналами внешней среды, которые влияют на скорость деления стволо­
вых клеток, число делений временно амплифицирующихся клеток, время выхо­
да клеток из базального слоя и продолжительность их присутствия в эпидерми-
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се до завершения дифференцировки. Контроль этих процессов позволяет 
эпидермису отвечать на внешние стимулы. Сигнальные пути с участием белков 
семейств EGF, FGF, Wnt, Hedgehog, Notch, TGFp и интегринов вовлечены в ре­
гуляцию поведения кератиноцитов. Мутации компонентов сигнальных путей 
Hedgehog или Wnt могут вести к развитию эпидермальных опухолей. Компо­
ненты сигнальных путей Hedgehog, Notch, TGFp и Wnt при их неправильной 
экспрессии препятствуют образованию волос или вызывают рост волос в непра­
вильном месте.

Сигналы Wnt активируют самоподдержание СК эпидермиса и ингибируют 
их переход во временно амплифицирующиеся клетки, тогда как сигнальный 
путь Notch в эпидермисе оказывает противоположное влияние, ингибируя со­
седние СК от сохранения стволовых свойств. Сигнальный путь TGFp играет 
ключевую роль в дермальном слое при репарации ран, облегчая формирование 
богатых коллагеном рубцовых тканей, а интегрины эпидермиса не просто мар­
кируют клетки, но регулируют их судьбу. Например, трансгенные мыши, кото­
рые экспрессируют в верхних эпидермальных слоях интегрины, продуцирую­
щиеся в нормальных условиях только в базальном слое, проявляют признаки 
заболевания, напоминающего болезнь человека — псориаз. У таких мышей рез­
ко возрастает пролиферативная активность базальных клеток, эпидермис утол­
щается, и клетки слущиваются с поверхности кожи уже через неделю после их 
перехода из базального слоя, не успевая полностью кератинизироваться.

10.3. Стволовые клетки молочной железы 

Строение молочной железы

Специализированный эпителий молочной железы в процессе развития фор­
мируется из эктодермальных клеток, которые инструктируются подлежащей 
специализированной мезенхимой, называемой жировой подушкой, при выборе 
их последующей судьбы. В постнатальной жизни функциональные единицы 
молочной железы внешне напоминают деревообразные структуры, состоящие 
из полых ответвлений, которые называются терминальными концевыми почка­
ми (ТКП). Эти структуры покрыты люминальными эпителиальными клетками, 
обращенными внутрь протока, а снаружи — внешним слоем миелоэпителиаль- 
ных клеток, секрет которых образует базальную мембрану, отделяющую парен­
химу молочной железы от ее стромы (рис. 10.3).

Клетки протоков молочной железы выстланы эпителием, состоящим из дук- 
тальных эпителиальных клеток. Лобулярные клетки формируют секреторные 
дольковые структуры в конце каждого отдела ТКП, а во время беременности 
и лактации превращаются в альвеолярные клетки. Таким образом, в молочной 
железе существуют две различные популяции эпителиальных клеток: миоэпите- 
лиальная и люминальная. Последняя включает дуктальные и альвеолярные 
клетки. Альвеолярные клетки секретируют белки молока, тогда как сокращение 
миоэпителиальных клеток позволяет вывести грудное молоко во внешнее про­
странство во время лактации.

Способность восстанавливать структуру молочной железы в ходе циклов бе­
ременности, лактации и инволюции зависит от тканеспецифических стволовых 
клеток молочной железы (МаСК). Эти клетки выполняют три функции:
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Миоэпителиальные 
клетки

Терминальные 
концевые почки
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эпителиальные клетки

\
Клетки «Сар»

Эпителиальные клетки 
протоков Миоэпителиальные
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Рис. 10.3. Схема строения терминальных концевых почек молочной железы: схема расположе­
ния (а) и клеточный состав (б) терминальных концевых почек молочной железы в нормальных 
условиях; схема и клеточный состав терминальных концевых почек во время беременности (в).

(Woodward W. A. [et al.], 2005)

1) образуют ткань молочной железы взрослого организма в процессе развития;
2) отвечают за массивное увеличение ткани органа при повторяющихся цик­

лах беременности, лактации и инволюции;
3) служат источником репарации при тканевом повреждении.
В начале периода полового созревания незрелая молочная железа подверга­

ется быстрому росту, что сочетается с дифференцировкой клеток в концах тер­
минальных концевых почек. Клетки слоя «Сар», окружающие ТКП, могут пре­
вращаться в миоэпителиальные или люминальные эпителиальные клетки, по­
этому рассматриваются как мультипотентные МаСК (см. рис. 10.3).

Доказательства существования стволовых клеток молочной железы
Существование стволовых клеток мологной железы зрелого организма было 

продемонстрировано в конце 1950-х гг. путем опытов с трансплантацией клеток 
молочной железы в лимитирующих разведениях. В опытах на мышах было по­
казано, что трансплантация клеток, полученных из любого сегмента ТКП, в жи­
ровую подушку мологной железы сопровождается образованием функционально 
полноценных выростов ткани грудной железы, содержащих все типы эпителиа­
льных клеток и продуцирующих белки молока.

В последующем было доказано, что в молочной железе человека присутству­
ют МаСК, посредством демонстрации клеток различных ТКП, содержащих одну 
и ту же инактивированную хромосому, что предполагает их происхождение из 
одной и той же клетки-предшественника. Трансплантация клеток, несущих рет­
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ровирусную метку, также показала, что все потомки регенерирующей молочной 
железы могут нести одну и ту же метку, т. е. могут происходить из одной и той 
же родоначальной клетки.

В 2001 г. было обнаружено, что в молочной железе присутствуют бипотент- 
ные эпителиальные клетки, индуцибельные к дифференцировке с помощью EGF, 
FGF и инсулина в клетки, экспрессирующие люминальные (белок муцин-1, кера­
тины 18 и 19, эпителиальную адгезионную молекулу ЕрСАМ) и миоэпителиаль- 
ные маркеры (кератины 5 и 14, антиген гистосовместимости группы Н типа 2).

В 2006 г. было продемонстрировано, что одна клетка может образовывать 
целую функциональную единицу молочной железы, содержащую люминальные 
и миоэпителиальные клетки. Число таких клеток в приготовленных ex tempore 
суспензиях клеток молочной железы девственных мышей составляет 0,1—0,02 % 
всей клеточной популяции, т. е. одна из 1000—5000 трансплантируемых клеток 
молочной железы обладает способностью клонироваться in vivo. Число МаСК 
в молочной железе в 10 раз превышает число кроветворных стволовых кле­
ток (СКК) в печени плода или костном мозге зрелого организма.

Идентификация маркеров стволовых клеток молочной железы
Существует несколько подходов для изоляции, идентификации и обогаще­

ния МаСК. В начале исследований по идентификации таких клеток была исполь­
зована информация, полученная при изучении кроветворных, нейральных 
и эпидермальных СК. Например, белок Seal (Stem cell antigen 1) является мар­
кером СКК мышей, но также используется для изоляции и обогащения кле- 
ток-предшествеников молочной железы.

Связывание ДНК красителем Hoechst 33342 широко используется для иден­
тификации СК различных органов, включая костный мозг, сердце, легкие, ске­
летные мышцы, глаза и поджелудочную железу. Слабое поглощение красителя 
Hoechst 33342 используется для формирования так называемой краевой попу­
ляции «side population» (SP) из исходной популяции клеток, экспрессирующих 
Seal (Scal+), но не экспрессирующих маркеры дифференцированных клеток 
(Lin-SP+). Активное выведение красителя Hoechst 33342 выполняется белками 
семейства множественной лекарственной устойчивости, такими как Mdrl или 
гликопротеин «Р».

Большинство клеток молочной железы с фенотипом SP+ экспрессируют ци­
токератины 18 и 14, являющиеся маркерами соответственно люминальных 
(К18+) и миоэпителиальных (К14+) клеток. Таким образом, клетки SP+ обога­
щены бипотенциальными клетками, которые превращаются в люминальные 
клетки, экспрессирующие К18, и миелоэпителиальные клетки, экспрессирую­
щие К14 (рис. 10.4).

Локализация МаСК в ТКП была охарактеризована на основании их свойства 
долгое время находиться в состоянии покоя, т. е. не проявлять пролифератив- 
ной активности. В таких условиях МаСК могут включать предшественники 
ДНК, например BrdU или 3H-TdR только при условии длительного (пульсового) 
введения метки в организм животного. В течение последующего мониторинга 
(преследования, chase) можно установить распределение метки из исходной ма­
теринской клетки при ее делении. Клетки, находящиеся в состоянии покоя, со­
храняют метку более продолжительное время и называются «сохраняющие мет-
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Рис. 10.4. Схема дифференцировки стволовых клеток молочной железы 

(Shackleton М. [et al.], 2006)

ку клетки» (label retaining cells, LRC+). LRC+ располагаются вдоль базальной 
мембраны в терминальных концевых почках.

При мечении 4-недельных девственных мышей BrdU в течение 2 нед. (пери­
од жизни, в течение которого ТКП максимально активны) и последующем кон­
троле метки в течение 9 нед. (период жизни, в котором завершается морфогенез 
ТКП) в общей популяции эпителиальных клеток была идентифицирована мале­
нькая фракция клеток BrdU+LRC+. Очень немногие клетки этой популяции экс­
прессируют маркер дифференцированных клеток — рецептор прогестерона (Рг), 
и наоборот, они двукратно обогащены по клеткам SP+ по сравнению с популя­
цией Scal+. В общем, популяция SP+ представлена более примитивными клет- 
ками-предшественниками, чем большинство клеток Scal+. Но поскольку при­
мерно 75 % популяции SP+ экспрессируют маркер Seal, можно предположить 
существование клеток, которые несут оба маркера (см. рис. 10.4).

Использование антител к различным маркерам СК крови при флюоресцент­
но активированной сортировке клеток молочной железы показало, что эти 
клетки не экспрессируют специфические маркеры кроветворных (CD45, глико- 
форин А, Тег119) и эндотелиальных (CD31) клеток. Антитела к таким маркерам 
зрелых клеток были использованы для удаления экспрессирующих их клеток 
и обогащения оставшейся популяции по МаСК. В результате были получены 
эпителиальные клетки молочной железы, которые клонировались in vitro и 
не несли маркеров зрелых клеток (Lin-). Дальнейший анализ показал, что 
МаСК экспрессируют следующие маркеры: CD29 (pi-интегрин), CD24 (белок, 
устойчивый к нагреванию) и CD49f (аб-интегрин) (см. рис. 10.4). Экспрессия 
CD49f на МаСК снижается в культуре in vitro, что связано с потерей контактов 
клеток с базальной мембраной.
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Вероятно, у человека и мыши в молочной железе существуют две популяции 
МаСК, одна из которых контактирует с базальной мембраной (базальные ство­
ловые клетки), тогда как другая не имеет таких контактов и располагается 
вдоль внутренней поверхности базальной мембраны (люминальные стволовые 
клетки) (см. рис. 10.4). Базальные МаСК экспрессируют высокий уровень 
CD49f и ЕрСАМ (у человека) или CD24 (у мыши). Люминальные СК, которые, 
вероятно, обладают короткой продолжительностью жизни, показывают низкий 
уровень экспрессии CD49f и высокий уровень экспрессии CD24/EpCAM. Люми­
нальные клетки также экспрессируют маркер Mucl, специфический гликопроте­
ин апикальной мембраны, который не экспрессируется на более коммутирован­
ных бипотентных клетках-предшественниках, способных дифференцироваться 
в миоэпителиальные и альвеолярные клетки.

Использование для опытов с серийной трансплантацией нормальным синген- 
ным реципиентам клеток трансгенных мышей Rosa-26, повсеместно экспрессиру­
ющих маркер р-галактозидазу, подтвердило ранее найденный маркерный про­
филь МаСК. Наиболее ранние клетки-предшественники характеризовались как 
1Лп-СП29ыСП24+, причем часть этих клеток экспрессировала цитокератин 14. 
При иммунофлюоресценции большое количество этих клеток колокализовалось с 
клетками «Сар» в терминальных концевых почках. Более коммитированные 
МСК имели маркерный профиль Lin-CD29l0CD24+, и почти все клетки продуци­
ровали К18. В культуре in vitro эти клетки продуцируют белки молока. По мере 
коммутирования МСК переходят в отдел временно амплифицирующихся клеток, 
которые характеризуются способностью активно выводить краситель Hoechst 
(SP+). Эти клетки экспрессируют бипотенциальные маркеры, такие как 
К18+К14+, эстрогеновые (Ег) и прогестероновые рецепторы (Рг). Клетки SP+ по­
следовательно переходят в более коммитированные потомки, продуцирующие 
Seal. Популяция клеток Scal+ дифференцируется в люминальные и миоэпители­
альные клетки, маркированные соответственно К18 и К14 (см. рис. 10.4).

Опухолевые стволовые клетки молочной железы
Мутации, инициирующие рак молочной железы, накапливаюся в клетках, 

которые существуют в течение всей жизни, что подтверждается увеличением 
числа опухолевых заболеваний с возрастом, а также увеличением числа забо­
левших среди женщин, подвергшихся радиационному облучению за 20—30 лет 
до возникновения заболевания. Было предположено, что долгая отсрочка в воз­
никновении опухолей у облученных связана с тем, что при облучении повреж­
даются покоящиеся клетки с неограниченным потенциалом к самоподдержа- 
нию, которые неизбежно превращаются в опухолевые клетки в ответ на неизве­
стный пролиферативный стимул. Клетки молочной железы с фенотипом 
CD44+CD24- показывают повышенную способность формировать опухоли при 
инъекции в жировую подушку молочной железы иммунодефицитных мышей 
линии NOD/SCID. Введения 100 клеток с фенотипом CD44+CD24- достаточно 
для формирования опухоли, тогда как перенос 10 000 клеток другого фенотипа 
этой же опухоли не вызывает ее развития. Клетки с фенотипом CD44+CD24- 
могут жить неопределенно долго, воспроизводя опухолевые и неопухолевые 
клетки, т. е. они имеют свойства МаСК (см. рис. 10.4).
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Сигнальные пути, регулирующие функции МаСК
Среди сигнальных путей, регулирующих функции стволовых клеток молоч­

ной железы, наиболее изученными являются Wnt/p-катенин, Notch, Shh и 
PTEN. Стабилизация и активация р-катенина найдена более чем у 50 % боль­
ных раком молочной железы. Потеря ингибиторов сигналов Wnt, таких как 
sFrpl, и увеличенный уровень р-катенина ассоциируются с плохим прогнозом 
при раке груди. С другой стороны, даже временная инактивация гена MYC — 
мишени Wnt, может сопровождаться необратимой потерей злокачественных 
свойств опухолевых клеток. Ингибиция сигналов р-катенина в клетках-предше- 
ственниках альвеолярного эпителия останавливает развитие молочной железы 
и пролиферацию клеток при беременности, показывая, что р-катенин является 
фактором выживания МаСК.

Мыши, у которых ингибирована передача сигналов Wnt/p-катенин путем 
эмбрионального нокаута передатчиков этих сигналов — транскрипционных 
факторов семейства LEF/TCF, или путем экспрессии в эмбриогенезе Dkkl — ин­
гибитора сигналов Wnt, не способны формировать молочную железу. Фракция 
клеток, обогащенных по SP, увеличена в молочной железе трансгенных мышей 
MMTV/Wntl, конститутивно экспрессирующих одноименный рекомбинантный 
белок. Эктопическая экспрессия белка Wnt3a в эпителиальных клетках молочной 
железы приводит к увеличению фракции клеток SP. Фракция клеток SP увели­
чивается также в культуре эпителиальных клеток молочной железы, подвергну­
тых облучению, и этот эффект значительно усиливается, если используются 
клетки от трансгенных мышей MMTV/Wntl. В результате активации сигнального 
пути Wnt/p-катенин при помощи стабильной экспрессии рекомбинантного белка 
MMTV/Wntl у мышей отмечается повышенная частота возникновения рака мо­
лочной железы. Количественная оценка экспрессии фенотипа Lin-CD29hiCD24+ 
в популяции клеток молочной железы показывает, что число таких клеток в мо­
лочной железе трансгенных мышей в стадии предрака увеличивается в 6 раз.

Потеря гетерозиготности по опухолевому супрессору PTEN отмечается 
в опухолях, возникающих у трансгенных мышей MMTV/Wntl, спаренных с мы­
шами с генотипом PTEN+/-. Потеря гетерозиготности по PTEN найдена в лю- 
минальных и миоэпителиальных клетках молочной железы, имеющих фенотип 
К14+К18+, что указывает на бипотентность клеток-предшественников, подвер­
гающихся злокачественной трансформации. Опухолевый супрессор PTEN взаи­
модействует с несколькими сигнальными путями, важными для развития кле­
ток молочной железы. В частности, уменьшение его экспрессии может влиять 
на стабилизацию и активацию р-катенина.

Экспрессия белка Notch4 необходима для развития молочной железы, а его 
ген может служить инсерционным сайтом для вируса MMTV при возникновении 
опухолей молочной железы у мышей. Трансгенные мыши, которые конститутив­
но экспрессируют активный белок Notch4, склонны к развитию опухолей молоч­
ной железы. Ингибиция активности белка Notch4 антителами полностью отменя­
ет формирование маммосфер молочной железы, которые происходят из МаСК.

Сигнальный путь Shh участвует в эмбриональном развитии молочной желе­
зы, а компоненты этого сигнального пути подвергаются мутациям или сверхэксп- 
рессируются при многих видах рака, включая рак молочной железы. Изучение 
морфогенеза молочной железы дает основание утверждать значимость сигналов 
Shh для взаимодействия между стромой и эпителиальными клетками в развитии
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этого органа. Сигнальный путь Shh активируется в большинстве опухолей молоч­
ной железы человека, что является результатом сверхэкспрессии медиаторов сиг­
налов Shh — белков Ptc и GH (см. рис. 6.17). Ингибитор сигнального пути Shh — 
циклопамин, тормозит рост нескольких линий опухолевых клеток молочной же­
лезы in vitro. Вероятно, сигнальный путь Shh вовлечен в регуляцию самоподдер­
жания МаСК.

10.4. Стволовые клетки кишечника

Структура и функции желудочно-кишечного тракта

Желудочно-кишечный тракт состоит из тонкого и толстого кишечника, эпи­
телий которых выполняет функции переваривания и всасывания питательных 
веществ, защиты и выведения ненужных и токсичных продуктов. Эпителий тон­
кого кишечника состоит из чередующихся выпячиваний — ворсин и прилежа­
щих к ним инвагинаций — крипт, которые погружены в мезенхиму (рис. 10.5). 
В прямой кишке нет ворсин и эпителий имеет плоскую поверхность. Стволовые 
и коммитированные к дифференцировке временно амплифицирующиеся клетки 
кишечника расположены в криптах, тогда как эпителий ворсин состоит из фун­
кционально зрелых неделящихся клеток четырех типов: энтероцитов, энтероэн- 
докринных клеток, кубковидных клеток и клеток Paneth.

Функция энтероцитов заключается во всасывании и транспорте питатель­
ных веществ через кишечную стенку. Кубковидные клетки секретируют слизи­
стые вещества (муцины), которые необходимы для продвижения пищи вдоль
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Рис. 10.5. Схема строения и сигнальной регуляции в криптах и ворсинах кишечника: 
a — схема дифференцировки клеток тонкого кишечника; 

б — структура эпителия тонкого кишечника (Van Es J. Н., Clevers Н., 2005)
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кишечника, диффузии питательных веществ, защиты против стресса и химиче­
ских повреждений. Энтероэндокринные клетки координируют функции кишеч­
ника, печени и поджелудочной железы путем секреции гормонов. Эти гормоны 
регулируют секрецию пищеварительных ферментов, желчи и жидкости, богатой 
бикарбонатами. Энтероциты, кубковидные и энтероэндокринные клетки про­
должают дифференцироваться и созревать в ходе миграции клеток-предшест­
венников из крипты к верхушке ворсины и в конце жизненного цикла обязатель­
но подвергаются апоптозу. Продолжительность такой миграции составляет 
2—3 дня. Клетки Paneth секретируют антимикробные вещества, такие как де- 
фенсины, криптидины и лизоцим для контроля микробного содержимого ки­
шечника. В противоположность другим дифференцированным клеткам, клетки 
Paneth мигрируют к основанию крипты, где они находятся около 2 нед. до заме­
щения вновь образованными клетками.

Клеточная система желудочно-кишечного тракта полностью самообновляет­
ся за 2—7 дней. Самообновление зависит от сложных взаимодействий между 
процессами клеточной пролиферации, дифференцировки, миграции, адгезии и 
клеточной смерти. Клеточные взаимодействия регулируются несколькими сиг­
нальными путями, включая TGFp, Shh, Notch и Wnt/p-катенин. Нарушения 
в этих путях служат источником различных заболеваний, например опухолей 
кишечника, в возникновении которых важная роль принадлежит сигналам 
Wnt/p-катенин.

Передача сигналов Wnt/p-катенин в кишечнике
Сигнальный путь Wnt/p-катенин у зрелых организмов ассоциируется с регу­

ляцией функций соматических стволовых клеток в различных органах. В отсут­
ствии сигналов Wnt цитоплазматический белок р-катенин, который опосредует 
передачу сигналов Wnt в ядро, разрушается многокомпонентным белковым 
комплексом (см. цв. вклейку, рис. 8.6; рис. 8.7). Инициация сигналов вследствие 
связывания белков Wnt с рецепторным комплексом Fz—Lrp5/6 сопровождается 
накоплением в цитоплазме р-катенина и переносом его в ядро. В ядре р-кате­
нин связывается с транскрипционными факторами семейства LEF/TCF на про­
мотерах генов-мишеней р-катенина и способствует освобождению репрессор- 
ного комплекса, который тормозит активность генов-мишеней Wnt. Образова­
ние активного комплекса р-катенин—Lef/Tcf трансактивирует гены-мишени 
Wnt (см. рис. 8.8; 8.9).

В криптах кишечника у мышей экспрессируется Tcf4 — член семейства 
транскрипционных факторов LEF/TCF, а также р-катенин. У новорожденных 
мышей с эмбриональным нокаутом гена TCF4 крипты, заполненные в нормаль­
ных условиях клетками-предшественниками, выглядят опустошенными. Умень­
шение числа клеток-предшественников в криптах является следствием инакти­
вации сигналов Wnt/p-катенин, которые в нормальных условиях поддерживают 
популяцию СК кишечника (см. рис. 10.5). Такое заключение подтверждается и 
другими опытами, в которых экспрессия в клетках кишечника экзогенного бел­
ка Dkkl, ингибитора сигналов Wnt, сопровождается ингибицией пролиферации 
в криптах взрослого животного. Градиент сигналов Wnt контролирует экспрес­
сию белков семейства EphrinB, которые играют роль лигандов и рецепторов и 
контролируют как правильное расположение эпителиальных клеток в градиенте 
Wnt/p-катенин вдоль оси ворсина-крипта, так и правильное расположение кле­
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ток Paneth в основании крипты. Рецепторы семейства EphrinB активно супрес- 
сируют развитие рака прямой кишки, а сигналы Wnt необходимы для под­
держания популяции не только недифференцированных клеток-предшественни- 
ков, но также и клеток Paneth, что опосредовано экспрессией белков семейства 
EphrinB.

Сигнальный путь Wnt при раке толстого кишечника
Высокая частота рака толстого кишечника имеет в своей основе высокую ско­

рость делений в отделе стволовых клеток кишечника. Почти всегда возникнове­
ние опухолей кишечника сопряжено с активирующими мутациями в сигнальном 
пути Wnt, мишенью которых являются АРС, аксин или р-катенин. Потеря алле­
лей или соматические мутации опухолевого супрессора АРС являются наиболее 
частыми событиями при раке толстого кишечника. АРС был клонирован как ген, 
врожденные мутации которого наблюдаются при семейном аденоматозном поли- 
позе толстого кишечника (FAP). Все опухоли при FAP и 80 % спорадических 
опухолей толстого кишечника несут инактивирующие мутации гена АРС.

Обычно мутации АРС представлены делениями центрального его домена, 
который содержит сайт связывания р-катенина, что сопровождается увеличени­
ем уровня ядерного р-катенина. Около 10 % опухолей толстого кишечника не­
сут активирующие мутации в высококонсервативных остатках серин/треонин, 
которые фосфорилируются Gsk3p и необходимы для последующего распознава­
ния и фосфорилирования р-катенина убиквитиновой лигазой р-Тгср. В резуль­
тате, мутантный р-катенин становится стабилизированным. Мутации адаптор- 
ного белка аксин также наблюдаются при некоторых раках печени и толстого 
кишечника, вызванных нарушениями системы репарации ДНК. Инактивирую­
щая мутация аксина предотвращает нормальное функционирование деструктив­
ного комплекса и подобно мутациям АРС ведет к конститутивному повышению 
уровня р-катенина.

Общим звеном в механизме опухолей кишечника является образование 
ядерных комплексов Тс£4/р-катенин и последующая неконтролируемая транс­
крипция генов-мишеней Tcf4, что сопровождается появлением доброкачествен­
ных аденом и полипов. Прогрессия от доброкачественных к злокачественным 
аденокарциномам включает появление нескольких дополнительных мутаций.

Направленная коррекция сигнального пути Wnt/p-катенин

Конститутивная активация сигнального пути W nt/p-катенин при опухолях 
толстого кишечника делает этот путь привлекательной мишенью с целью инги­
биции активности р-катенина путем предотвращения его накопления в ядре или 
путем предотвращения его взаимодействия с Tcf4. Надежность этого подхода 
была доказана в экспериментах в культуре ткани. Разрушение комплексов 
Тс£4/р-катенин или делеция мутантной аллели р-катенина в клетках, происхо­
дящих от больных раком прямой кишки, ведет к остановке пролиферации 
в этих клетках независимо от присутствия дополнительных мутаций. Для 
торможения сигнального пути р-катенин/Тс£4 успешно используются несколько 
различных подходов, включая ингибицию экспрессии р-катенина, индукцию 
его деградации, изменение внутриклеточной локализации, активацию онколи- 
тических вирусов или индукцию апоптоза в злокачественных клетках.
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Сигнальный путь Notch в кишечнике
Сигнальный путь Notch, как и сигнальный путь Wnt, в зрелом организме ас­

социируется с регуляцией функций соматических СК. Многие компоненты сигналь­
ного пути Notch экспрессированы в клетках крипт и вовлечены в контроль кле­
точного состава кишечника. Например, ген HES1, известная мишень сигналов 
Notch, экспрессируется в кишечных криптах. Анализ кишечника плода мыши, 
у которой ген HES1 инактивирован (фенотип H esl-/-), выявил относительное 
увеличение секретирующих муцин и энтероэндокринных клеток в ущерб энтеро- 
цитам. Ген, кодирующий фактор Mathl, транскрипционно репрессируется белком 
Hesl (см. рис. 10.5). В кишечнике мышей, дефицитных по белку Mathl, не изме­
няется число энтероцитов потому, что белок Mathl играет важную роль в диффе­
ренцировке СК в клетки секреторного ряда (кубковидные и энтероэндокринные 
клетки, клетки Paneth), но не энтероциты. Этот фенотип в какой-то степени аль­
тернативен тому, который наблюдается у мышей с отсутствием обеих аллелей 
гена HES1. Белки Hesl и Mathl участвуют в регуляции судьбы временно ампли- 
фицирующихся клеток при их дифференцировке в энтероциты или секреторные 
клетки. Таким образом, сигнальный путь Notch регулирует альтернативную диф­
ференцировку СК в энтероциты или секреторные клетки.

Понимание отдельных деталей роли сигнального пути Notch было получено 
при использовании мышей с тканеспецифической делецией гена CSL, опосредую­
щего передачу сигналов Notch. В течение нескольких дней после генетической 
ингибиции сигнального пути Notch у мышей отмечалась дерепрессия гена 
МАТН1 и усиленная экспрессия его продукта — белка Mathl на всей протяжен­
ности крипт (в нормальных условиях белок Mathl присутствует только в секре­
торных клетках кишечника). Гистологический анализ кишечника мышей на 5-й 
день после инактивации CSL выявил полное замещение временно амплифициру- 
ющихся клеток неделящимися, дифференцированными кубковидными клетками.

Сигнальный путь Wnt/p-катенин в этом случае не изменился, что следует из 
присутствия ядерного р-катенина в клетках с фенотипом H esl-/-. Более того, 
реципрокное повышение экспрессии внутриклеточного цитоплазматического до­
мена Notch (Nicd) в эпителии кишечника мыши препятствовало дифференциров­
ке секреторных клеток в условиях повышенной пролиферации клеток-предшесг- 
венников. Таким образом, в нормальных условиях роль сигнального пути Notch 
в кишечнике заключается в поддержании недифференцированного пролифера- 
тивного состояния клеток-предшественников в криптах (см. рис. 10.5).

Направленная регуляция сигнального пути Notch в эпителии кишечника
Непрямые доказательства участия сигнального пути Notch в патогенезе бо­

лезни Альцгеймера были получены при использовании ингибиторов фермента 
у-секретазы. Этот фермент после активации выполняет третье протеолитиче- 
ское деление рецептора Notch (см. рис. 7.17). Ингибиция сигналов Notch, в ча­
стности, путем применения ингибиторов у-секретазы, активно используется для 
лечения болезни Альцгеймера, при которой отмечается гиперактивация сигналь­
ного пути Notch. При таком лечении в кишечнике происходит значительное 
увеличение числа кубковидных клеток, секретирующих муцины. В случае при­
менения больших доз ингибиторов у-секретазы в кишечном эпителии отме-
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чаются полная остановка деления клеток и другие изменения, напоминающие 
таковые при тканевой инактивации CSL.

При опухолях кишечника, вызванных мутациями гена АРС, отмечается вы­
сокий уровень экспрессии белка Hesl, который выявляется не только в криптах, 
но и во всей ткани аденомы. Таким образом, сигнальные пути Wnt/p-катенин и 
Notch проявляют параллельное увеличение активности в клетках аденомы ки­
шечника. Обработка таких клеток ингибиторами у-секретазы сопровождается I 
экспрессией продукта гена МАТН1, остановкой деления клеток в криптах и 
конверсией активно пролиферирующих клеток в кубковидные клетки. Поэтому 
ингибиторы фермента у-секретазы можно рассматривать как потенциальные те­
рапевтические средства для лечения опухолей кишечника.

10.5. Стволовые кроветворные клетки 
Схема кроветворения
Клетки крови имеют различные функции, включая транспорт кислорода 

и продукцию антител. Некоторые клетки крови функционируют в пределах со­
судистой системы, тогда как другие используют сосудистую систему только для 
транспорта к месту, где они постоянно находятся и функционируют. Все клетки 
крови происходят от одного предшественника — стволовой кроветворной клет­
ки (СКК) костного мозга, которая дает начало некоторым клеткам некроветвор­
ной природы, например остеокластам (рис. 10.6).
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Рис. 10.6. Схема дифференцировки клеток кроветворной системы (Alberts В. [et al.], 2004). 
Круговой стрелкой отмечены клетки, обладающие способностью к самоподдержанию
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I Клетки крови включают три основные класса: красные клетки (эритроци- 
[ ты), белые клетки (лейкоциты) и тромбоциты, происходящие от мегакариоци-
■ тов. Функция эритроцитов заключается в переносе кислорода и углекислоты;
I функция лейкоцитов — в поддержании стабильности антигенного состава орга- 
I низма путем защиты от внешних воздействий с помощью фагоцитоза, выработ- 
I ки антител или прямого цитопатогенного воздействия на чужеродные клетки.
I Тромбоциты представляют собой безъядерные фрагменты больших клеток —

(мегакариоцитов, они участвуют в свертывании крови и продуцируют ростовые 
факторы. Дифференцировка СКК до образования функционально зрелых кле­
ток осуществляется путем нескольких последовательных шагов, на каждом из 
I которых происходит прогрессивное ограничение их дифференцировочного по- 

I тенциала (см. рис. 10.6).
К Способность к самоподдержанию в системе кроветворения изменяется по 
I другим законам. В отделе СКК найдено 3 разных типа клеток:

1) клетки с неограниченно длительным потенциалом самоподдержания;
2) клетки с ограниченной способностью к самоподдержанию;
3) клетки, не обладающие способностью к самоподдержанию (см. рис. 10.6).
Начальный этап дифференцировки СК называют коммитированием, подчер-

I кивая необратимый характер выбора судьбы дочерними клетками. На первом 
шаге коммитирования СКК выбирает лимфоидную или миелоидною судьбу, 
т. е. образуются общие лимфоидные и миелоидные клетки-предшественники, 
которые обладают способностью к самоподдержанию и дают начало всем соот- 

I ветствующим линиям кроветворных клеток.
На втором этапе из общих лимфоидных клеток-предшественников образу- 

ются клетки-предшественники Т-лимфоцитов, В-лимфоцитов, или NK-клеток, 
а также дендритные клетки. Из общих миелоидных клеток-предшественников 
образуются клетки-предшественники гранулоцитарно-макрофагального и мега- 

I кариоцитарно-эритроидного ряда.
На третьем этапе коммитирования лимфоидные клетки приобретают спо­

собность к взаимодействию со специфическим антигеном. При этом они прохо­
дят сложный процесс «обучения» в различных органах: Т-клетки — в тимусе; 
В-клетки — в костном мозге. Зрелые Т- и В-лимфоциты в форме клеток памяти 
живут неопределенно долго, т. е. они обладают способностью к длительному са­
моподдержанию, подобно СКК.

Гранулоцитарно-макрофагальные и мегакариоцитарно-эритроидные клет- 
ки-предшественники на следующем этапе дифференцировки дают начало, соот­
ветственно, функционально зрелым гранулоцитам, моноцитам, дендритным 
клеткам, мегакариоцитам и эритроидным клеткам, которые не обладают спо­
собностью к самоподдержанию.

Регуляция продукции лейкоцитов в костном мозге
При воспалении в ткани освобождается много сигнальных молекул, которые 

путем различных механизмов привлекают клетки крови к месту воспаления. 
Некоторые вещества, выделяемые при воспалении, способствуют сокращению 
эндотелиальных клеток и увеличению их адгезивных свойств, важных для взаи­
модействия с лейкоцитами крови. Начальное взаимодействие клеток крови 
с эндотелиальными клетками опосредуется рецепторами хоуминга, которые на­
зываются селектинами. Более прочные контакты этих клеток опосредуются
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интегринами. Хемокины, выделяющиеся эндотелиальными клетками, многими 
типами клеток поврежденной ткани, а также инфекционные частицы действуют 
как атграктанты для лейкоцитов крови, вызывая их выход из сосудов в повреж­
денную ткань.

Механизм хемоаттракции включает изменение мембраны и цитоскелета 
клеток крови. Другие сигнальные молекулы, распространяясь с кровью, дости- j 
гают костного мозга и активируют его к продукции лейкоцитов и освобожде- у 
нию их в кровяное русло. Такая активация может носить узкоспецифический t 
характер, например, способствуя увеличению образования эозинофильных гра- § 
нулоцитов при инфекции паразитами и простейшими или нейтрофильных гра- I 
нулоцитов — при бактериальной инфекции.

В условиях снижения содержания кислорода в воздухе увеличивается про- I 
дукция эритроцитов. В костном мозге кроветворные предшественники созрева- 1 
ют, находясь во взаимодействии со стромальными клетками, внеклеточным j 
матриксом, клетками сосудов и кости. Сигналы с периферии достигают СКК I 
или элементов их ниш, способствуя активации дифференцировки СКК и их 
миграции в кровеносное русло.

При рентгеновском облучении летальной дозой животное погибает вследст­
вие гибели клеток крови и инфекционных заболеваний, причиной которых яв­
ляется дефицит клеток крови, осуществляющих противоинфекционную защиту 
организма. Облученное животное можно спасти путем трансплантации ему ко- I 
стного мозга сингенного, т. е. иммуносовместимого, донора. Механизм восста­
новления кроветворной системы реципиента основан на репопуляции его кост­
ного мозга СКК донора.

СКК дифференцируются во все типы клеток крови
Введение ретровирусного вектора, который включается в геном практически 

всех клеток крови, дало возможность пометить СКК, число которых в общей 
популяции кроветворных клеток невелико и составляет примерно 10 6 от обще­
го числа кроветворных клеток. Векторная ДНК включается в геном СКК и при 
их дифференцировке передается клеткам-потомкам, являясь уникальной мет­
кой и предоставляя возможность оценивать происхождение дифференцирован­
ных клеток из меченых СКК. Схема подобного опыта включает перенос мечен­
ных ретровирусом кроветворных клеток летально облученному сингенному жи­
вотному. Дефицит собственных клеток крови вызывает в организме реципиента 
активную регенерацию и дифференцировку трансплантированных СКК в клетки 
различных кроветворных линий.

Плюрипотентность СКК можно оценить путем рестрикционного анализа и 
гибридизации ДНК, полученной из различных линий кроветворных клеток спа­
сенной мыши-реципиента, которой трансплантировали клетки, помеченные 
ретровирусной меткой. Поскольку вирусные векторы обладают высокой эффек­
тивностью проникновения в клетки, они инфицируют и СКК, число которых в 
общей популяции кроветворных клеток очень невелико. В этом можно убедить­
ся на основании того факта, что клетки различных кроветворных линий несут 
один и тот же уникальный ретровирусный маркер, т. е. все они происходят из 
одной и той же трансплантированной СКК (см. цв. вклейку, рис. 10.7).

Восстановление кроветворной системы пациентов после облучения, направ­
ленного на удаление лейкозных клеток, а также при генотерапии пациентов
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в медицинских клиниках происходит по такому же сценарию. Трансплантиро­
ванные и гистосовместимые СКК донора обеспечивают восстановление и пол­
ноценное функционирование всех кроветворных линий реципиента. В случае 
генотерапии донорские или аутологичные СКК модифицируются путем генети­
ческой коррекции гена-мишени, экспрессия которого обеспечивает репарацию 
генетического дефекта у реципиента.

Сигнальные пути, регулирующие самоподдержание и дифференцировку СКК
Существует определенная спецификация сигнальных путей в контроле того 

или иного типа линейной дифференцировки. Например, белок Gata-1 необхо­
дим для эритроидной дифференцировки. У животных, лишенных продукта гена 
Рах5, нарушается образование зрелых В-клеток. Клепси-предшественники с дефи­
цитом продукта гена РАХ5 при наличии соответствующих индукторов проявля­
ют способность к дифференцировке в гранулоциты, макрофаги и Т-лимфоциты. 
Эти результаты показывают, что продукт гена РАХ5 необходим как для актива­
ции генов В-лимфоцитарной дифференцировки, так и для ингибиции диффе­
ренцировки СКК в других направлениях.

Наличие коммитированных клеток-предшественников с ограниченным по­
тенциалом самоподдержания предохраняет СКК от лишних воздействий внеш­
ней среды и гарантирует их стабильность. Такая особенность соответствует и 
особенностям регуляции в различных отделах кроветворной системы. Напри­
мер, коммитированные предшественники регулируются с помощью раствори­
мых циркулирующих в крови факторов, которые способствуют быстрой проли­
ферации и мобилизации клеток в циркуляцию для поддержания их количества. 
Напротив, СКК находятся в состоянии покоя и регулируются короткодистант­
ными воздействиями, которые осуществляются при непосредственном контакте 
с клетками ниши, например сигналами, опосредованными интегринами.

Физиологической основой регуляции функций СКК при их контакте с эле­
ментами ниши являются специфические сигналы, активирующие выживание, 
деление или дифференцировку СКК. В отсутствие таких сигналов СКК погиба­
ют. Например, в культуре in vitro СКК способны активно функционировать дли­
тельный срок при культивировании на специальных «фидерных клетках» или 
при наличии в ростовой среде факторов типа Lif, которые выделяются клетками 
фидерного слоя. Установлено, что СКК экспрессируют рецептор Notchl и тиро- 
зинкиназный рецептор C-kit, которые связываются, соответственно, с лиганда­
ми Notch и Scf (stem cell factor, кодируется геном Steel) стромальных клеток 
(рис. 10.8).

Мутации генов с-КГГ или Steel ведут к аплазии костного мозга, что свидетель­
ствует о значимости этих факторов для выживания СК, тогда как сигналы Notchl 
важны для регуляции их дифференцировки. При потере такой связи, дочерняя 
клетка начинает коммитироваться к дифференцировке или погибает в зависимо­
сти от наличия или отсутствия соответствующих сигналов (см. рис. 10.8).

Гуморальные ростовые факторы, которые регулируют пролиферацию и диф­
ференцировку коммитированых клеток-предшественников, могут быть иденти­
фицированы и изучены в культуре in vitro, которая дает возможность добавлять 
их в среду и следить за поведением клеток-мишеней с помощью различных под­
ходов. Таким образом, были идентифицированы колониестимулирующие фак­
торы (CSF).
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Notch-1
Лиганд Notch-1

СКК, коммутированная 
к дифференцировке или апоптозу СКК, способная к самоподдержанию 

Рис. 10.8. Роль сигналов Notch и C-kit/Scf в регуляции функций СКК (Alberts В. [et al.], 2004)

Действие CSF может быть направлено на одну или несколько разных мише­
ней. Например, эритропоэтин действует на CFU-E (erythrocyte colony-forming 
unit). Другой колонистимулирующий фактор — интерлейкин-3 (IL-3) действует 
на клетки-предшественники разных кроветворных линий. В случае эритроид- 
ной дифференцировки его мишенью являются BFU-E (erythroid burst-forming 
unit), менее коммитированная по сравнению с CFU-E клетка-предшественник 
эритроцитов. BFU-E, как и CFU-E, обладает способностью образовывать коло­
нии, которые содержат только клетки эритроидной линии. IL-3 действует на 
множество мишеней, включая мультипотентные стволовые клетки, коммитиро- 
ванные клетки-предшественники и терминально дифференцированные клетки 
(табл. 10.1).

Существует около 10 различных CSF, которые, подобно эритропоэтину, дей­
ствуют более избирательно на определенный тип клеток-предшественников. 
CSF являются гликопротеинами, относятся к семейству локальных медиаторов, 
называемых цитокинами, и действуют в очень низкой концентрации, примерно 
10-12 М. Цитокины передают сигнал внутрь клетки путем взаимодействия с ре­
цепторами субсемейства цитокинов, которые по своей химической природе яв­
ляются рецепторными тирозиновыми киназами (см. табл. 10.1). Цитокиновые 
рецепторы воспринимают сигнал как от цитокинов, так и от других лигандов, 
например гормона роста и пролактина. Передача сигнала цитокиновыми рецеп­
торами внутрь клетки основана на их взаимодействии с киназами семейств Jak 
и STAT и подробно обсуждалась в главе 9 на примере передачи сигнала факто­
ром Lif (см. цв. вклейку, рис. 9.1).
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Таблица 10.1
Колониестимулирующие факторы, регулирующие образование клеток крови

(Alberts В. [et al.], 2004)
Фактор Клетка-мишень Продуцирующие клетки | Семейство рецепторов

Эритропоэтин

Интерлейкин-3
(IL-3)

Гранулоцитар- 
но-макрофагаль- 
ный CSF 
(GM-CSF)
Гранул оцитарный 
CSF (G-CSF)

Макрофагальный 
CSF (M-CSF)

Стальной фактор 
(Steel factor)

CFU-E

СКК, большинство 
клеток-предшествен- 
ников (BFU-E), мно­
гие терминально 
дифференцирован­
ные клетки 
Клетки-предшествен- 
ники макрофагов/ 
гранулоцитов

Клетки-предшествен- 
ники макрофагов/ 
гранулоцитов 
и гранулоцитов 
Клетки-предшествен­
ники макрофагов/ 
гранулоцитов 
и макрофагов 
СКК

Клетки почки

Т-лимфоциты, эпи­
дермальные клетки

Т-лимфоциты, эндо­
телиальные клетки, 
фибробласты

Макрофаги, фибро­
бласты

Фибробласты, мак­
рофаги и эндоте­
лиальные клетки

Стромальные клетки 
костного мозга

Рецепторы цитоки- 
нов
Рецепторы цитоки- 
нов

Рецепторы цитоки- 
нов

Рецепторы цитоки- 
нов

Рецепторные тирози- 
новые киназы

Рецепторные тирози- 
новые киназы

Маркеры СКК, и зо ля ц и я  и  концентрация СКК
Как у мыши, так и у человека изоляция СКК начинается с негативной им­

мунной селекции, в процессе которой из популяции костномозговых клеток 
удаляются все клетки, несущие маркеры различных кроветворных линий, эксп­
рессирующиеся на дифференцированных клетках. Для негативной селекции 
СКК используются антитела против следующих маркеров: CDllb, специфично­
го для макрофагов и гранулоцитов; CD3 — для Т-лимфоцитов; В220 — для 
В-клеток; Тег119 — для клеток эритроидного ряда (см. цв. вклейку, рис. 10.10).

Оставшиеся в популяции клетки определяются как Lin-, т. е. клетки, не экс­
прессирующие линейные маркеры. Негативная иммунная селекция позволяет 
сконцентрировать СКК в 10—100 раз. Последующая концентрация СКК из по­
пуляции клеток Lin- может выполняться с использованием нескольких подхо­
дов. Оказалось, что в клетках Lin-, которые активно выводят красители ДНК — 
родамин и хекст (hoechst) и содержат небольшое (1о) количество этих красите­
лей (hoechst-lo, rhodamine-lo), значительно увеличено число СКК. Эти клетки 
были названы «side population» (SP), так как они показывают уникальную спо­
собность выводить красители ДНК и в результате слабо окрашиваются этими 
красителями. Клетки SP экспрессируют транспортный белок ABCG2, который 
активно выводит краситель Hoechst.

Другим подходом к концентрации СКК является позитивная селекция кле­
ток Lin- с помощью антител к поверхностным маркерам, например, к CD34, 
Seal, C-kit и другим. Таким образом, фенотип СКК мыши, полученных в резуль-
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с помощью антител против 
CDllb. CD3, В220, Тег119

Негативная селекцш Позитивная селекция Характеристика 
с помощью антител против селектированных СКК 

CD34, Sea-1, C-kit по поверхностным
маркерам
Мышь

Lin- Lin- 
CD34+ Scal+ 

C-kit+ 
Thyl-

Человек
Рис. 10.9. Маркеры СКК и схема их концентрации путем 

негативной и позитивной селекции (Pardal R. [et al.], 2003) CD34+
CD38-

тате негативной и позитивной селекции, можно определить как Lin-CD34+, или 
Lin-Scal+C-kit+Thyll0 (рис. 10.9). У человека такой фенотип может быть опре­
делен как CD34+CD38-SP+.

Существуют доказательства, что выделенная из костного мозга мыши оди­
ночная клетка с фенотипом CD34+ может полностью восстановить летально об­
лученную мышь. При этом трансплантируемая клетка костного мозга участвует 
в репарации паренхиматозных тканей внутренних органов, имеющих различное 
эмбриональное происхождение. Эти данные предполагают, что в костном мозге 
содержатся СК, которые имеет более широкий дифференцировочный потенциал 
по сравнению со СКК.

10.6. Мезенхимальные стволовые клетки

Получение мезенхимальных стволовых клеток, их свойства и маркеры

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) привлекают сегодня все больше 
внимания благодаря их мультипотентности, пластичности, простоте получения 
и использования. Основные черты МСК включают:

1) способность поддерживать пролиферативный и дифференцировочный 
потенциал in vitro после 50 удвоений, т. е. после предельного количества деле­
ний, принятого для нормальных первичных диплоидных клеток;

2) способность дифференцироваться в клетки мезодермального (кость, 
хрящ, жир, мышцы и т. д.) и эктодермального (нейроны) происхождения;

3) пластичность, определяемая как способность принимать при определенных 
условиях необычный функциональный фенотип, например эпителиальный фено­
тип множественной тканевой специфичности, включая фенотип клеток эпителия 
легких, кишечника, прямой кишки, поджелудочной железы, печени и т. д.;

4) способность распластываться и расти на твердой поверхности, что облегча­
ет процедуру выделения и культивирования МСК (см. цв. вклейку, рис. 10.10).

МСК костного мозга получаются с помощью стандартной процедуры, кото­
рая включает следующие этапы: вымывание клеток из трубчатых костей, ресус- 
пензирование и фильтрацию через нейлоновые фильтры, культивирование на
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Рис. 10.11. Схема, иллюстрирующая биологическую роль мезенхимальных стволовых клеток. 
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) обладают способностью дифференцироваться 
в костные, хрящевые, мышечные, жировые и другие типы клеток соединительнотканного про­
исхождения. МСК также секретируют растворимые факторы, способствующие восстановле­

нию тканей, возникших из любого зародышевого слоя (Phinney D. G., 2007)

пластиковой поверхности в стандартной культуральной среде с 10 % фетальной 
бычьей сывороткой. Нераспластанные на твердой поверхности клетки удаляют, 
а распластанные — многократно пассируют путем их пересева после достиже­
ния насыщающей плотности роста в новые чашки с меньшей плотностью роста 
(рис. 10.11).

МСК не являются гомогенной популяцией, только 10 % всей популяции 
МСК проявляют клоногенные свойства. Характеристика поверхностных марке­
ров показала, что МСК экспрессируют CD29 (интегрин pi), CD44 (рецептор для 
гиалуроновой кислоты и фибронектина), CD90 (Thy-1 антиген), CD105 (эндог­
лин), CD106 (VCAM), CD166 (ALCAM), HLA класса I. МСК не экспрессируют 
маркеры кроветворнык клеток, например CD45. Таким образом, по экспрессии 
маркеров МСК характеризуются как клетки, подобные фибробластам. Пока не 
найдено никаких маркеров, специфических для МСК.

Дифференцировка и пластичность мезенхимальных стволовых клеток
Открытие МСК принадлежит нашему соотечественнику А. Я. Фриденштейну 

и его сотрудникам. Подобные клетки обладают свойством дифференцировки в 
костную и хрящевую линии. МСК человека и животных разных видов, включая 
обезьяну, свинью, кролика, мышь, крысу, обладают широким дифференциро- 
вочным потенциалом и могут специализироваться в клетки почти всех возмож-

10 зак. 172
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ных мезодермальных линий (исключая кроветворные клетки), а также в нейро- 
ны, которые имеют эктодермальное происхождение (см. рис. 10.11).

Хотя в опытах in vitro МСК, полученные в стандартных условиях, не выяв- | 
ляют способности дифференцироваться в клетки энтодермального происхожде­
ния, например в эпителиальные клетки внутренних органов, костный мозг со­
держит такие МСК. При культивировании в среде с низким содержанием сыво­
ротки в присутствии определенных ростовых факторов из костного мозга, 
головного мозга и поперечнополосатых мышц удалось выделить мультипотент- 
ные клетки-предшественники зрелого организма, которые в опытах in vitro и in 
vivo показывали способность дифференцироваться в клетки всех известных фе­
нотипов.

В научной литературе возрастает число доказательств того, что в специфиче- I 
ских дифференцировочных условиях in vivo МСК способны экспрессировать 
маркеры клеток печени, кишечника и поджелудочной железы. Расширение диф- 
ференцировочного потенциала МСК было названо пластигностъю. При опреде­
ленных условиях МСК индуцибельны в экспериментах in vivo и in vitro к диффе­
ренцировке в клетки энтодермального происхождения. Тканевое повреждение, 
вероятно, создает благоприятные условия для трансдифференцировки МСК 
в клетки с фенотипом поврежденной ткани. Возможно, что при повреждении 
ткани выделяют цитокины, молекулы внеклеточного матрикса, которые способ­
ствуют их трансдифференцировке в клетки нового фенотипа.

В начале широкого изучения функций МСК предполагалось, что МСК явля­
ются стволовыми клетками соединительной ткани. Это предположение наибо­
лее точно соответствует результатам современных исследований, свидетельству­
ющих, что лишь незначительная часть популяции МСК обладает свойством 
трансдифференцировки в клетки энтодермального и эктодермального проис­
хождения. Эффективность терапевтического применения МСК при восстанови­
тельном лечении органов и тканей энтодермального и эктодермального проис­
хождения намного превышает их способность к регенерации путем прямой 
дифференцировки в клетки пораженной ткани реципиента. Вероятно, эффек­
тивность терапевтического использования МСК не является результатом их ин­
теграции в ткани реципиента, а основана на секреции МСК растворимых факто­
ров, которые ингибируют апоптоз, воспаление, супрессию специфического им­
мунного ответа и стимулируют пролиферацию эндогенных стволовых клеток. 
Эти свойства в большей степени соответствуют способности МСК поддерживать 
кроветворение в костном мозге, чем их мультипотентному дифференцировоч- 
ному потенциалу (см. рис. 10.11).

10.7. Опухолевые стволовые клетки

Приложение принципов биологии стволовых клеток к возникновению рака

В течение продолжительного времени проводились параллели между СК 
и раковыми клетками. Оба типа клеток самоподдерживаются, хотя СК облада­
ют способностью точно изменять свое поведение в зависимости от регулятор­
ных сигналов окружения, тогда как опухолевые клетки в той или иной степени 
утрачивают чувствительность к внешним сигналам, регулирующим самоподдер-
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жание СК. Сравнение свойств нормальных стволовых клеток и опухолевых кле­
ток приведено ниже.

1. СК и опухолевые клетки способны к неограниченно долгому самоподдер­
жанию.

2. СК и опухолевые клетки мультипотентны.
3. СК и опухолевые клетки способны клонироваться.
4. Примерно 0,1 % опухолевых клеток способны переносить опухоль другим 

животным.
5. СК и опухолевые клетки экспрессируют одни и те же маркеры.
6. Активация одних и тех же сигнальных путей (Wnt/p-катенин, Notch, 

TGFp, PcG/Bmil, Shh) необходима для поддержания СК и опухолевых клеток.
7. Нарушение клеточного старения, апоптоза и дифференцировки характер­

но для рака, разобщение самоподдержания и дифференцировки, апоптоза и кле­
точного старения увеличивает число нормальных СК.

8. СК — наиболее вероятные мишени опухолевой трансформации, так как 
они имеют активную машину самоподдержания и являются долгоживущими.

9. Короткоживущие клетки-предшественники можно трансформировать 
в злокачественные клетки путем активации сигнальных путей, регулирующих 
самоподдержание, например Wnt/p-катенин.

Оба типа клеток также обладают способностью к дифференцировке. Однако 
СК образуют нормальные, зрелые клетки, тогда как опухолевые клетки часто 
показывают ненормальную дифференцировку. Например, тератокарцинома 
содержит хрящевые и костные клетки, но при определенных условиях, напри­
мер при пересадке в бластоцисту, ее клетки трансформируются в нормальные 
функционально активные потомки практически любой тканевой специфичности 
(см. цв. вклейку, рис. 1.14). Опухоль, происходящая из мозжечка (медуллобла- 
стома), содержит клетки, которые напоминают нейроны и глиальные клетки. 
Клетки миелоидного лейкоза дифференцируются в несколько линий кроветвор­
ных клеток.

Соответствие между СК и опухолевыми клетками становится очевидным 
при обсуждении трех вопросов:

1) подобия в механизмах регуляции самоподдержания нормальных СК и 
опухолевых клеток;

2) гипотезы возникновения опухолевых клеток из нормальных СК;
3) предположения, что опухоли могут содержать «опухолевые СК» — неболь­

шую популяцию клеток с неопределенно длительным пролиферативным потен­
циалом, которые отвечают за образование и рост опухоли.

1. Поскольку нормальные СКК и опухолевые клетки способны к самоподдер­
жанию, можно предположить, что вновь появляющиеся опухолевые клетки мо­
гут утилизировать машину самоподдержания нормальных СК. Существуют до­
казательства, что многие сигнальные пути, которые связаны с опухолевым рос­
том, могут регулировать развитие нормальных СК. Например, предотвращение 
апоптоза путем усиленной экспрессии онкогена Вс1-2 приводит к увеличению 
числа СКК in vivo, свидетельствуя, что клеточная смерть играет важную роль 
в регуляции активности СКК.

Другие сигнальные пути, связанные с онкогенезом, такие как Notch, Shh 
и Wnt, также могут регулировать самоподдержание СК. Активация сигналов 
Notch в культуре СКК с использованием лиганда Jagged-1 увеличивает количе­
ство примитивных клеток-предшественников, что наблюдается как in vitro, так
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и in vivo. Эти результаты доказывают, что активация пути Notch облегчает само­
поддержание СКК. В популяции обогащенных СКК человека (CD34+CD38-) 
увеличивается число самоподдерживающихся клеток после стимуляции сигналь­
ного пути Shh в опытах in vitro. Белки сигнального пути Wnt регулируют разви­
тие множества организмов и при нарушении регуляции способствуют возникно­
вению рака.

Сверхпродукция р-катенина в долгосрочных кроветворных культурах спо­
собствует увеличению числа клеток, экспрессирующих маркеры стволовых кле­
ток (Lin-ThylloScal+C-kit+), и повышает способность таких клеточных культур 
восстанавливать кроветворение у летально облученных реципиентов. Ингиби­
ция сигнального пути Wnt/p-катенин сопровождается торможением пролифера­
ции СКК и активирует их апоптоз in vitro.

2. Для большинства опухолей клетки-мишени злокачественной трансформа­
ции не известны, однако существуют доказательства, что определенные типы 
лейкозов возникают в результате мутаций, которые накапливаются в СКК. Клет­
ки человека, способные инициировать острый миелоидный лейкоз (OMJI) у им- 
мунодефицитных мышей NOD/SCID (nonobese diabetic/severe combined immuno­
deficiency), имеют фенотип CD34+CD38-, который подобен фенотипу нормаль­
ных СКК. Это предполагает, что нормальные СКК, а не коммитированные 
клетки-предшественники являются мишенью для лейкемической трансформации.

Наиболее частая хромосомная мутация при ОМЛ включает транслокацию с 
8-й на 21-ю хромосому (8; 21), которая сопровождается продукцией рекомби­
нантного химерного транскрипта AML1-ETO в лейкемических клетках. У паци­
ентов, находящихся в стадии ремиссии ОМЛ, транскрипты AML1-ETO были 
найдены во фракции нормальных СКК в костном мозге. Будучи изолированны­
ми, эти СКК и их потомки не проявляли свойств лейкемических клеток и могли 
дифференцироваться in vitro в нормальные миелоидные клетки. Эти результаты 
показывают, что транслокация AML1-ETO появляется в функционально нормаль­
ных СКК, в которых в дальнейшем происходит дополнительная мутация, веду­
щая к возникновению лейкоза.

Нормальные СКК имеют фенотип CD34+CD38-Thyl+, тогда как лейкемиче- 
ские клетки — CD34+CD38-Thyl-. Хотя транслокация AML1-ETO происходит 
в нормальных СКК, последующая трансформирующая мутация может появля­
ться или в потомках клеток с фенотипом Thyl-, или в СКК с фенотипом 
CD34+CD38-Thyl+. Идея, что СК являются очевидными мишенями прелейке- 
мических событий или лейкемической трансформации, также соответствует 
данным, что при лимфоидной и хронической миелоидной лейкемии хромосом­
ные перестройки происходят в клетках с фенотипом стволовых клеток 
(CD34+CD38-).

В некоторых случаях короткоживущие клетки-предшественники или даже 
дифференцированные клетки могут подвергаться злокачественной трансформа­
ции (рис. 10.12). Например, при направленной экспрессии в миелоидных клет- 
ках-предшественниках протоонкогена Вс1-2 происходит увеличение выживае­
мости этих клеток путем ингибиции апоптоза. Таким образом, экспрессируя 
в мышиных миелоидных клетках ген Вс1-2, можно создать экспериментальную 
модель, при которой миелоидный лейкоз возникает из клеток-предшественни- 
ков, не обладающих способностью к самоподдержанию.

Индукция дополнительных мутаций, повышающих выживаемость кровет­
ворных клеток подобно гиперпродукции Вс1-2, способствует развитию ОМЛ.
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Рис. 10.12. Сравнение способности к самоподдержанию в нормальных СКК и лейкозных кро­
ветворных клетках. В нормальных условиях только СКК обладают способностью к длитель­
ному самоподдержанию. При лейкозах способность к самоподдержанию могут приобретать 
клетки-предшественники, которые наравне со СКК могут служить мишенями злокачественной 

трансформации (Pardal R. [et al.], 2003)

Например, если трансгенных мышей с экспрессией экзогенного Вс1-2 скрестить 
с мышами, дефицитными по белку Fas, который опосредует апоптоз, то рожда­
ются животные со значительно более частым возникновением OMJI. Подобные 
результаты показывают, что накопление трансформирующих онкогенных мута­
ций может происходить не только в СК, но и клетках-потомках с ограниченной 
способностью к самоподдержанию.

Может возникнуть вопрос, почему OMJI возникает не у всех мышей с гипер­
экспрессией Вс1-2 и отсутствием продукции Fas. Вероятно, такие мыши должны 
приобретать дополнительные мутации, которые необходимы для активации са­
моподдержания СК. Например, дополнительная мутация может быть связана 
с гиперпродукцией стабилизированного р-катенина, который активирует само­
поддержание СКК. Кроме СКК, способность к длительному самоподдержанию 
проявляют два других дифференцированных типа клеток крови — Т- и В-лим- 
фоциты (см. рис. 10.6). Они подвергаются клональному размножению в ответ 
на стимуляцию антигеном и продуцируют клетки памяти, которые повторно 
подвергаются клональному размножению всякий раз, когда распознают специ­
фический антиген. Поэтому понятно, почему некоторые формы лейкозов возни­
кают из Т -  или В-лимфоцитов, в которых трансформирующие факторы могут 
стимулировать опосредованные антигенными рецепторами сигнальные пути, 
поддерживающие программу самоподдержания в стабильно активном состоя­
нии.

Зрелые клетки
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3. Небольшое число опухолевых клеток способны к продолжительной про­
лиферации (1—4 % лейкемических клеток клонируются при трансплантации 
облученным мышам). СК пациентов с OMJI могут быть идентифицированы ■ 
и сконцентрированы с использованием маркеров CD34+CD38-. Подобные клет­
ки составляют 0,2 % всех клеток при ОМЛ, но они являются единственными 
клетками, способными переносить ОМЛ человека иммунодефицитным мышам. 
Только одна из 1000—5000 опухолевых клеток легких, опухоли яичников или 
клеток нейробластомы способна формировать колонии в агаре, т. е. обладает 
клоногенными свойствами, присущими стволовым клеткам.

Особенности противоопухолевой терапии, основанной на концепции ОСК
Если рост опухоли действительно определяется опухолевыми СК (ОСК), то 

этот вывод может иметь очень серьезное значение для терапии опухолей. В по­
пуляции опухолевых клеток, которая является гетерогенной, небольшое число 
клеток обладает способностью к самоподдержанию, т. е. проявляет свойства 
ОСК (рис. 10.13).

Небольшое число опухолевых клеток может быть найдено в отдаленных от 
первичной опухоли местах у пациентов, которые никогда не проявляли метаста­
тической болезни, возможно, потому что только единичные опухолевые клетки 
могут формировать метастазы. Исходя из этой гипотезы, противоопухолевая те­
рапия должна быть направлена на идентификацию и уничтожение стволовых 
опухолевых клеток. Если бы СК опухоли могли быть идентифицированы и изо­
лированы, тогда противоопухолевую терапию следовало бы направить против 
клеток, экспрессирующих маркеры ОСК. С другой стороны, если опухолевый

Опухолевые стволовые клетки, 
обладающие способностью к самоподдержанию

Рис. 10.13. Модель, демонстрирующая гетерогенность клеток опухоли. Лишь небольшая по­
пуляция опухолевых клеток представляет собой опухолевые стволовые клетки (ОСК), кото­

рые клонируются и могут формировать новую опухоль при переносе другим животным
(Pardal R. [et al.], 2003)
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рост и метастазирование зависят от небольшой популяции ОСК, то эта гипотеза 
может объяснить неудачи при разработке терапии, направленной на эффектив­
ное удаление солидных опухолей.

Хотя имеющиеся в настоящее время лекарства способны уменьшить размер 
опухоли, этот эффект обычно является временным и не может существенно уве­
личить продолжительность жизни пациентов. Одна из причин неэффективности 
современной терапии опухолей заключается в ее неспособности эффективно 
уничтожать ОСК. Существующая терапия опухолей направлена против основной 
популяции опухолевых клеток, а ее эффективность оценивается по способности 
уменьшать размер опухоли. Поскольку большинство опухолевых клеток имеют 
ограниченный пролиферативный потенциал, способность терапии уменьшать 
размер опухоли в основном отражает ее свойство убивать эти клетки, тогда как 
ОСК являются более устойчивыми к подобным воздействиям. Даже терапия, ко­
торая вызывает полную регрессию опухоли, но не уничтожает единичные ОСК, 
оставляет возможность для повторного роста опухоли (рис. 10.14).

Напротив, терапия, которая специфически направлена против ОСК, может 
иметь более продолжительный положительный результат и быть успешной при 
лечении метастатических опухолей. С целью разработки эффективной противо­
опухолевой терапии нужно использовать микрочипы для определения экспрес- 
сионного профиля не всей опухоли, но небольшой популяции СК. Это важно, 
поскольку ОСК представляют собой небольшую часть общей популяции клеток 
опухоли и анализ экспрессионного профиля всей популяции опухолевых клеток 
не может выявить ключевых белков, которые могут служить маркерами и ми­
шенями противоопухолевой терапии.

Реагенты, убивающие ОСК 
■4-

Опухоль теряет способность 
образовывать новые опухолевые клетки

Реагенты, убивающие
дифференцированные ^  Опухоль исчезает

опухолевые клетки, но не ОСК

Опухоль уменьшается в размерах, 
но вскоре возобновляет свой рост

Рис. 10.14. Схема противоопухолевой терапии, основанной на концепции опухолевых стволо­
вых клеток. Терапевтический подход, основанный на гипотезе клоногенности каждой опухо­
левой клетки, оказывается неэффективным при лечении большинства солидных опухолей. 
Гипотеза, предполагающая, что только опухолевые стволовые клетки (ОСК) обладают клоно­

генными свойствами, может служить основой для эффективного лечения 
(Reya Т. [et al.], 2001)
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14-3-3 — семейство консервативных регуляторных белков, которые экспрес­
сируются во всех эукариотических клетках и связывают более 100 функциональ­
но различных сигнальных молекул, включая киназы, фосфатазы и трансмембран­
ные рецепторы. Название «14-3-3» связано с характерным рисунком белков этого 
семейства при электрофорезе. Известно семь генов, кодирующих белки семейства 
14-3-3 у большинства млекопитающих.

Альцгеймера болезнь — широко распространенное возрастное заболевание, 
основным проявлением которого является старческое слабоумие. Возникает 
вследствие нарушений в сигнальном пути Notch.

Апоптоз — программированная клеточная смерть, которая вызывается путем 
последовательной активации специфических клеточных протеаз (каспаз). Апоп­
тоз характеризуется конденсацией хроматина, деградацией белков и ДНК, поте­
рей асимметрии липидных мембран и дезинтеграцией клетки на фрагменты, со­
держащие участки мембран.

Бивалентные домены — участки хроматина, меченные двойной гистоновой 
меткой: присущим активному хроматину триметилированным лизином К4 гисто­
на НЗ (НЗК4теЗ) и связанным с неактивным хроматином триметилированным 
лизином К27 гистона НЗ (НЗК27теЗ).

Бромодомен (bromodomain) — белковый домен, который специфически 
взаимодействует с ацетилированными остатками лизина в гистонах НЗ и Н4. 
Присутствует во многих белках-регуляторах транскрипции, например в белке 
ТаЙ1250, субъединице базального транскрипционного фактора Tflld.

ВКМ — клетки внутренней клеточной массы бластоцисты, из которых образу­
ются ткани эмбриона.

Гаплоидные клетки — клетки, обладающие одной копией каждой хромосомы.
Гаплонедостаточность — инактивация одной аллели гена с сохранением ак­

тивности второй его аллели.
Ген дикого типа — нормальный ген, регуляция активности которого осуще­

ствляется немодифицированным промотером.
Ген доминантно негативный — вариант гена, продукт которого содержит 

ДНК-связывающий домен, но лишен функционального домена. При экспрессии 
доминантно негативный ген ингибирует активность функционально полноценно­
го белка путем конкурентного связывания специфического сайта на ДНК.

Гистоновый октамер — белковая часть нуклеосомы, состоящая из 8 моле­
кул гистонов (по две молекулы каждого из гистонов Н2А, Н2В, НЗ и Н4).

Гистоны (Н) — белки, специфически взаимодействующие с ДНК при образо­
вании хроматина.

Гомологичные рекомбинации — процесс замены последовательности гена 
на хромосоме близкородственными последовательностями или искусственной 
плазмидной ДНК.

Диплоидные клетки — клетки, обладающие двумя копиями гомологичных 
хромосом. Соматические клетки большинства многоклеточных организмов явля­
ются диплоидными.
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Жировая подушка молочной железы — область в основании молочной же­
лезы, в которой располагаются тканеспецифические мезенхимальные клетки, вы­
зывающие формирование эпителия молочной железы.

Зигота — диплоидная клетка, образующаяся при слиянии женской и мужской 
половых клеток с гаплоидным набором хромосом.

Интерлейкин 1 (IL-1) — секретируемый белок, который поддерживает взаи­
модействие между лейкоцитами в ходе воспаления и иммунного ответа.

р-катенин (armadillo у беспозвоночных) — белок, передающий сигналы Wnt 
из цитоплазмы в ядро в каноническом сигнальном пути W nt/p-катенин.

Кинетохоры — белковые комплексы в центромерах хромосом, к которым 
прикрепляются микротрубочки веретена в ходе митоза.

Клеточная линия — генетически гомогенная клеточная популяция, облада­
ющая способностью к иммортальности (бессмертию), что позволяет производить 
неограниченно долгое ее культивирование in vitro без изменения свойств состав­
ляющих ее клеток.

Клеточный цикл — последовательность событий, которые ведут к воспроиз­
ведению живой клетки.

«Лейциновая застежка» — аминокислотный мотив в димеризационном до­
мене некоторых транскрипционных факторов, который способствует взаимодей­
ствию с родственными белковыми молекулами и образованию функционально 
активных димеров.

Маммосферы — клоны, возникающие при размножении стволовых клеток 
молочной железы (МаСК) в культуре in vitro на неадгезивной поверхности. В мам- 
мосферах, подобно нейросферам, МаСК пролиферируют, но не дифференцируются.

Машина клеточного цикла (контрольная система клеточного цикла) — 
комплекс биохимических реакций, которые образуют и регулируют последова­
тельность отдельных событий клеточного цикла.

Микрочип — твердый носитель с нанесенными пробами для анализа с помо­
щью молекулярного дисплея.

миРНК (siRNA, small interfering RNA) — маленькая интерферирующая РНК; 
имеет размер 21—25 пар оснований, образуется из экзогенной или эндогенной 
двухцепочечной РНК, вызывает сайленсинг генов путем формирования комплек­
сов RISC.

Митоз — деление ядра; включает разделение удвоенного числа хромосом и 
их упаковку в ядро дочерних клеток.

мкРНК (miRNA, micro RNA) — микроРНК, которая имеет размер 21—25 пар 
оснований, образуется из эндогенной одноцепочечной РНК, вызывает сайленсинг 
генов путем формирования комплексов RISC.

Молекулярный дисплей (микродисплей) — метод автоматической оценки 
активности множества генов.

Нейросферы — колонии в культуре in vitro, происходящие из одиночных 
нейральных стволовых клеток.

Нуклеосома — основная единица структуры хроматина эукариотической 
клетки, состоящая из нити ДНК в 147 пар оснований, обернутой вокруг гистоно­
вого октамера.

Опухолевые стволовые клетки (ОСК) — небольшая популяция клеток 
опухоли, обладающих некоторыми свойствами нормальных стволовых клеток и 
поддерживающих воспроизведение ткани опухоли.

Опухолевые супрессоры — белки, потеря которых способствует возникно­
вению опухолей.

Первичная культура клеток — популяция клеток, полученных из нормаль­
ной ткани для культивирования вне организма. Клетки первичной культуры со-
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держат нормальный кариотип и способны совершать ограниченное число де­
лений.

Пластичность — способность соматических стволовых клеток одной ткани 
трансдифференцироваться в зрелые клетки иной тканевой специфичности.

Потеря гетерозиготности (LOH, loss of heterozygosity) — потеря второй ал­
лели одного и того же гена в форме делеции, которая может быть определена ци­
тогенетически. Потеря гетерозиготности часто сопровождается полной инактива­
цией гена опухолевой супрессии и ведет к возникновению опухоли.

Проксимальные и дистальные сайты в промотерах генов определяются по их 
расположению относительно точки инициации транскрипции. Проксимальные сай­
ты расположены ближе, дистальные — дальше от точки инициации транскрипции.

Протеасома — многокомпонентный ферментный комплекс, расположенный 
в цитозоле и катализирующий деградацию белков в короткие пептиды.

Ремоделирующие хроматин комплексы — многокомпонентные белковые 
комплексы, которые благодаря выделению энергии при гидролизе АТФ вызыва­
ют изменения в структуре нуклеосом и, таким образом, регулируют доступ к ДНК 
белков, влияющих на транскрипцию, репарацию и репликацию ДНК.

Рестрикционные (контрольные) точки (checkpoints) клеточного цик­
ла — точки перехода из одной фазы клеточного цикла в другую, в которых про­
грессия клеточного цикла может быть остановлена регуляторными негативными 
сигналами. Термин «контрольная точка» включает сигнальные механизмы, кото­
рые отслеживают события клеточного цикла и передают информацию эффектор- 
ным элементам машины клеточного цикла

РНК-полимераза I — фермент, участвующий в транскрипции рибосомаль- 
ных РНК.

РНК-полимераза III — фермент, участвующий в транскрипции РНК, осуще­
ствляющих транспорт белков в рибосомы.

Презенилин-1 и -2  (Presenilin-1, 2, Ps-1, 2) — протеиназы, входящие в со­
став комплекса у-секретазы. С мутацией гена PS-1, сопровождающейся его акти­
вацией и отложением продуктов протеолиза предшественника (3-амилоида, связы­
вают патогенез болезни Альцгеймера.

Сайленсинг — временная инактивация гена, возникающая в результате мо­
дификаций его регуляторной области, например путем метилирования остатков 
цитозина в сайтах связывания белков — транскрипционных регуляторов.

Секвестрирование — функциональная инактивация белка путем образова­
ния комплекса, в котором данный белок не может проявить свою активность.

Секретаза j (j-secretase) — многокомпонентный белковый комплекс, выпол­
няющий третье ферментативное разрезание молекулы Notch в липидном слое 
мембраны. Комплекс j -секретазы включает протеазы презенилин-1 и -2.

Стромелизин-1 (stromelysin-1) — ген, кодирующий металлопротеиназу, вы­
зывающую деградацию внеклеточного матрикса и ремоделирование тканей при 
клеточном старении.

Убиквитин — белок с небольшой молекулярной массой, обладающий спо­
собностью полимеризоваться на белках-мишенях и опосредовать их деградацию 
в протеасомах.

Факторы выживания — факторы, которые препятствуют активации апопто­
за и таким образом предотвращают гибель клетки.

Фоллистатин (follistatin) — антагонист белков семейства активина.
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Х ерегули н ы  (heregulins) — семейство ростовых факторов, подобных эпи­
дермальному фактору роста, которые накапливаются в тканях при клеточном ста­
рении.

Х ром одом ен (chromodomain) — белковый домен, который специфически 
связывает метилированные остатки лизина в гистонах НЗ и Н4. Хромодомены 
найдены в некоторых негистоновых регуляторных белках, например в белках се­
мейства НР-1.

Центросомы — белковые органеллы, которые служат в качестве организую- s 
щих центров микротрубочек митотического веретена в большинстве животных I 
клеток.

Цитокинез — окончание процесса клеточного деления. Включает разделение | 
цитоплазматических компонентов и формирование двух дочерних клеток.

Шванновские клетки (по имени Т. Шванна, немецкого биолога, основопо­
ложника клеточной теории) — клетки, которые образуют оболочки перифериче­
ских нервных волокон, выполняют опорную и трофическую функции.

Эмбриональный нокаут — полная функциональная инактивация белка 
в эмбриональном периоде путем генетической модификации обеих аллелей коди­
рующего его гена.

Эпигенетическое наследование — тип наследования, при котором передача 
наследственных свойств зависит не от последовательности ДНК, а от изменения 
ее формы или структуры хроматина.

A kt — семейство белковых киназ, члены которого также называются проте- 
инкиназами В (Pkb). У человека известно 3 гена семейства АКТ: АКТ1, АКТ2 и 
АКТЗ. Эти гены кодируют ферменты — серин/треониновые киназы, участвующие 
в регуляции деления, роста, апоптоза и выживания в различных клеточных попу­
ляциях, включая стволовые клетки. Akt содержат домен PH (Pleckstrin homology), 
который связывает с высоким аффинитетом PIP3 — продукт киназы Pi3k. Свя­
занная на мембране с PIP3, Akt фосфорилируется киназай Pdkl (phosphoinositide 
dependent kinase 1) no Thr308, a mTorc2 (mammalian target of rapamycin comp­
lex 2) no Ser473. Фосфорилирование Akt активирует ее и дает возможность вызы­
вать разнообразные клеточные «ответы».

ANT (altered nuclear transfer — перенос измененных ядер) — метод формиро­
вания бластоцисты с использованием ядер соматических клеток, несущих мута­
цию (например, мутацию гена CDX2), которая исключает возможность формиро­
вания эмбриона, но сохраняет способность клеток бластоцисты превращаться 
в нормальные ЭСК.

Apl (activator protein 1) — активаторный белок 1, транскрипционный фактор, 
представляющий собой гетеромерный комплекс, включающий мономерные белки 
семейств c-Fos, c-Jun, ATF или JDP. Apl изменяет экспрессию генов в ответ на 
разнообразные стимулы, включая цитокины и ростовые факторы, и участвует 
в регуляции пролиферации, дифференцировки и апоптоза. Связывает специфиче­
ский сайт ДНК с помощью мотива «лейциновая застежка».

Apafl (apoptotic protease activating factor 1) — адапторный белок, взаимодей­
ствующий с цитохромом С и прокаспазой 9, что способствует образованию апоп- |  
тосомы и активации внутриклеточного апоптоза.

АРС* (anaphase promoting complex) — комплекс, способствующий анафазе. 
Убиквитиновая лигаза, известная также как фермент ЕЗ, представляет собой мно­
гокомпонентный белковый комплекс, который катализирует распознавание бел­
ка-мишени и его убиквитинацию. Наиболее значительную роль АРС* играет при 
прохождение клеткой фазы М. АРС* распознает специфический мотив в субстра­



Словарь 301

те (например, деструктивный мотив или мотив KEN), что является сигналом для 
его убиквитинации.

АРС (Adenomatous polyposis coli) — ген, мутированный при аденоматозном 
полипозе толстого кишечника. Мутации АРС играют ведущую роль в возникнове­
нии семейного аденоматозного полипоза толстого кишечника (FAP).

Арр — белок-предшественник р-амилоида. Экспрессируется в нейронах, ак­
тивно протеолизируется презенилином-1 при болезни Альцгеймера, вызывая об­
разование бляшек, играющих патогенетическую роль при этом заболевании.

Argonaute (AGO) — семейство белков, взаимодействующих с мкРНК или 
миРНК с образованием комплексов RISC, ингибирующих активность мРНК.

Atf-1 (activating transcription factor-1) — член семейства транскрипционных 
факторов ATF/CREB, которые содержат домен типа «лейциновая застежка», 
взаимодействующий с консенсусным элементом цАМФ (CRE). Связывает ДНК 
как гетеродимер с транскрипционными факторами СгеЫ или Crem.

A tm /A tr — (ataxia teleangiectasia mutated/ataxia telangiectasia Rad 3 related) — 
киназы, мутации генов которых найдены при заболевании «атаксия телеангиэк- 
тазия». Эта болезнь характеризуется преждевременным старением и повышенной 
склонностью к развитию злокачественных новообразований. Киназы Atm/Atr иг­
рают важную роль в механизме контрольной точки повреждения ДНК.

Aurora — серин/треонин белковые киназы, которые активируются в начале 
фазы М клеточного цикла и участвуют в процессах конденсации хромосом, сбор­
ке митотического веретена, прикреплении хромосом к кинетохорам, разделении 
сестринских хроматид и цитокинезе.

Axin (аксин) — белок, играющий роль скелетного белка в комплексе, способ­
ствующем разрушению р-катенина.

ВСС (basal cell carcinoma) — базальная клеточная карцинома, опухоль, проис­
ходящая из клеток базального слоя эпидермиса.

Bd-9/Lgs — транскрипционный коактиватор белков семейства Wnt. Опосре­
дует физическое взаимодействие между белком Pygopus и р-катенином в ядре.

BFU-E (erythroid burst-forming unit) — эритроидная единица, формирующая 
крупную колонию эритроидных клеток, менее дифференцированных по сравне­
нию с клетками, образующимися из эритроцитарной колониеформирующей еди­
ницы (CFU-E). BFU-E, как и CFU-E, обладает способностью образовывать коло­
нии, которые содержат только клетки эритроидной линии.

ВН (Bel homology) — домены гомологии с Bel, консервативные белковые по­
следовательности, впервые обнаруженные в структуре белка Вс1-2, а затем най­
денные у всех членов семейства Bel, участвующих в регуляции апоптоза.

bHLH (basic helix-loop-helix) — семейство транскрипционных регуляторов, 
содержащих ДНК-связывающий домен (basic) и димеризационный домен (he- 
lix-loop-helix). В активном состоянии белки семейства bHLH образуют между со­
бой димеры, которые влияют на активность генов, регулируя клеточные функ­
ции, например мышечную дифференцировку. (Подробно разбираются в гл. 7.)

Bm il — член семейства транскрипционных факторов Polycomb (PcG), регули­
рующих активность хроматина (рассматривается в гл. 6).

BMP (bone morphogenetic proteins) — семейство транскрипционных факторов, 
которые входят в суперсемейство белков TGFp (рассматриваются в гл. 7).

Bmp antagonists — антагонисты белков семейства BMP. Белки этого семейст­
ва взаимодействуют с лигандами Bmp, препятствуют активации их рецепторов и 
передаче сигналов внутрь клетки. К антагонистам Bmp относятся noggin, chordin 
и белки семейства Dan (см. гл. 7). В нормальных условиях антагонисты Bmp ре­
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гулируют процессы органогенеза, участвуют в регуляции функций эмбриональ­
ных и соматических стволовых клеток. Например, белок Gremlin из семейства 
Dan ингибирует Bmp 2, 4, 7, что у мышей активирует экспрессию FGF и Shh. Ги­
перактивация Gremlin найдена при саркомах и многих видах карцином, включая 
рак шейки матки, легких, яичников, почек, молочной железы, толстого кишечни­
ка и поджелудочной железы.

Bptf (bromodomain and PHD finger transcription factor) — транскрипционный 
фактор, содержащий бромодомен и растительный пальцеподобный гомеодомен. 
Является компонентом ремоделирующего хроматин комплекса NURF.

BRG1 (brahma-related gene 1) — ген 1, родственный brahma. Продукт гена 
BRG1 — АТФаза, которая является компонентом семейства комплексов SWI/SNF 
человека, ремоделирующих хроматин. Обладает способностью физически взаи­
модействовать с pRb.

B ubl (budding uninhibited by benzimidazoles 1 homolog) — гомолог 1, который 
не ингибируется бензимидазолом в процессе почкообразования у дрожжей; кина­
за, участвующая в регуляции контрольной точки митотического веретена. Фосфо­
рилирует белок, входящий в состав комплеса контрольной точки митотического 
веретена, и активирует выход из митоза. Мутации гена BUB1 являются причиной 
анэуплоидии и возникновения различных форм рака.

Cak (Cdk-activating kinase) — белковая киназа, которая активирует Cdk при 
фосфорилировании треонинового остатка (Thrl60 в Cdk2 человека) в ее Т-петле.

с-АЫ — тирозиновая киназа, активность которой регулируется в клеточном 
цикле путем взаимодействия с pRb. Функциональная активность с-АЫ связана с 
ее способностью фосфорилировать тирозиновые остатки С-концевого домена 
(CTD) РНК-полимеразы II. Фосфорилирование CTD способствует переключению 
полимеразы II со стадии инициации на стадию элонгации транскрипции.

CamKII — киназа II, зависимая от кальция и кальмодулина, передает сигналы 
в сигнальном пути Wnt/Ca2+.

C bf-al (core binding factor a l )  — основной связывающий фактор a l ,  транс­
крипционный фактор костной дифференцировки.

ССААТ — мотив в промотере генов, связывает транскрипционный фактор 
Nf-y.

CD24 — белок, устойчивый к нагреванию.
CD29 — p i-интегрин, одна из цепей интегринового рецептора клетки, взаи­

модействующего с лигандами внеклеточного матрикса.
CD34 — гликопротеин с молекулярным весом 34 кДа, маркер СКК и других 

клеток-предшественников различной тканевой специфичности.
CD38 — маркер поверхности лимфоцитов.
CD44 — рецептор для гиалуроновой кислоты и фибронектина.
CD49f — аб-интегрин, одна из цепей интегринового рецептора клетки, взаи­

модействующего с лигандами внеклеточного матрикса.
CD95 (Fas/Apol), Tnfrl и Dr3 (АроЗ/W s ll)  — рецепторные молекулы, при­

надлежащие семейству фактора некроза опухолей/фактора роста нервов 
TNF/NGF (tumor necrosis factor/nerve growth factor).

Cdc6 — белок, входящий в состав пререпликационного комплекса.
Cdc20 — активаторная субъединица комплекса АРС*, наиболее важная роль 

которой заключается в инициации метафазно-анафазного перехода.
CDE-CHR (cell cycle dependent element-cell cycle homology region) — олигонук- 

леотидная последовательность в промотерах генов клеточного цикла, которая
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регулирует их активность путем связывания супрессорных белков семейства E2F 
! и других пока не идентифицированных факторов.

Cdhl — активаторная субъединица комплекса АРС*, наиболее важная роль ко­
торой заключается в поддержании активности АРС* в позднем митозе и фазе G1.

Cdk (Cyclin dependent kinase) — циклинзависимые киназы; ферменты, актив­
ность которых зависит от их регуляторных составляющих — циклинов, синтези­
рующихся и разрушающихся в клеточном цикле с определенной периодичностью.

Cdkl (Cyclin dependent kinase inhibitors) — ингибиторы циклинзависимых ки­
наз; белки, взаимодействующие с Cdk или с комплексами циклин — Cdk и инги­
бирующие их активность.

CDX — семейство транскрипционных факторов, эволюционно консерватив­
ных по структуре и функции. В различных организмах они играют важную роль 
в формировании переднезаднего рисунка тела и кишечного эпителия. Гены се­
мейства CDX необходимы для экспрессии тканеспецифических кишечных генов и 
регуляции пролиферации, адгезии, апоптоза в клетках кишечника. В зависимости 
от специфического микроокружения продукты генов CDX могут проявлять свой­
ства опухолевых супрессоров или протоонкогенов.

С/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) — семейство ССААТ/инхансерсвязы- 
вающих белков, транскрипционных факторов, взаимодействующих с ССААТ-бок- 
сом в промотерной области генов-мишеней. Содержат распознающий ДНК основ­
ной домен, N-концевой трансактивационный домен и спиральную структуру типа 
«лейциновой застежки», обеспечивающую димеризацию белков этого семейства. 
Белки семейства С/EBP вовлечены в контроль клеточной пролиферации, роста, 
жировой дифференцировки и иммунного ответа.

Сер-1 — гомолог опухолевого супрессора р53 у червей С. elegans, действует на 
мишени подобно dp53 у мух Drosophila.

Сег (Cerberus) — группа белков-антагонистов сигнальных путей Wnt и BMP.
CFU-E (erythrocyte colony-forming unit) — эритроцитарная колониеформиру­

ющая единица, клетка-предшественник, дающая начало эритроидным элементам 
крови.

CGNP (cerebellum granular neural precursors) — гранулярные нейральные 
клетки-предшественники мозжечка. Являются мишенями белков Shh и Bmil, ко­
торые активируют их пролиферативную активность.

Chibby — ядерный белок, который физически взаимодействует с р-катенином 
и тормозит его транскрипционную активность. Chibby убиквитарно экспрессиру­
ется на ранних стадиях дифференцировки ЭСК, его уровень повышается в ходе 
кардиогенной специализации. Промотер гена Chibby содержит множественные 
сайты связывания кардиоспецифического фактора Nkx2.5 и позитивно регулиру­
ется Nkx2.5. Повышенная экспрессия Chibby усиливает, а инактивация — наруша­
ет кардиомиоцитарную специализацию ЭСК.

ChIP (chromatin immunoprecipitation) — иммунопреципитация хроматина, ме­
тод оценки взаимодействия ДНК с белками in vivo.

Chkl/Chk2 (checkpoint kinases) — киназы контрольных точек клеточного 
цикла, инициируют активацию механизма контрольной точки повреждения ДНК.

Cip/Kip — семейство белков-ингибиторов Cdk в клетках животных; включает 
р21а Р1, р27юР1, р57к‘Р2, которые взаимодействуют с обеими единицами комплекса 
циклин — Cdk.

C-kit (CD 117) — тирозин киназный рецептор, который связывается с лиган­
дом SCF (stem cell factor), кодируется геном Steel.
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Crafl — член семейства белков LEK, которые вовлечены в регуляцию митоза. 
Cmfl экспрессируется в сердечных и скелетных миоцитах. В клетках эмбриона 
и плода Cmfl находится в ядре, а в дифференцирующихся миобластах — в цито­
плазме. Функция Cmfl, возможно, заключается в регуляции накопления миозина 
в дифференцирующихся миоцитах.

Cntf — цилиарный нейротрофический фактор, активирующий киназу семей­
ства Jak. Действие Cntf ограничено нервной системой, где он облегчает синтез 
нейропередатчика и рост отростков нейронов в определенных клеточных попу­
ляциях.

CREB (cAMP response element-binding proteins) — семейство транкрипцион- 
ных факторов, связывающих мотив ДНК, называемый (CRE), и изменяющих 
транскрипцию генов. Белки Creb родственны по структуре и функциям факторам 
Crem (cAMP response element modulator) и Atf-1 (activating transcription factor-1). 
Белки Creb проявляют активность у человека и многих животных, действуют в 
клеточном ядре, где образуют транскрипционно активные комплексы с белками 
рЗОО/СЬр.

C rm l — белок, опосредующий экспорт из ядра транскрипционных факторов 
E2f4—5 путем взаимодействия с сигнальной экспортной последовательностью 
в их структуре.

CSF (colony stimulating factor) — колониестимулирующий фактор, поддержи­
вает рост кроветворных колоний различных линий.

Csl (suppressor of hairless) — супрессор фактора hairless, транскрипционный 
фактор, взаимодействующий с Nicd в регуляции транскрипции, изменяет свою ис­
ходную супрессорную активность на активаторную после образования комплек­
сов с Nicd.

Ctbp (C-terminus binding protein) — белок, связывающий С-концевой участок 
Ela ■аденовируса, взаимодействует со множеством транскрипционных факторов и 
опухолевых супрессоров, например с факторами семейства LEF/TCF, pRb; функ­
циональная активность соответствует опухолевой супрессии.

Ctip — супрессор транскрипции, действие которого опосредовано взаимодей­
ствием с белком Ctbp. Ctip связывается с «покетным» доменом pRb.

Cullin — одна из основных субъединиц комплексов SCF и АРС*.
Daam (Dishevelled-associated activator of morphogenesis) — активатор морфо­

генеза, связанный с Dishevelled, опосредует взаимодействие Dsh с белками семей­
ства Rho.

DAPI — краситель, используемый для окраски ДНК при иммунофлуоресцен­
ции.

Dapt — ингибитор у-секретазы, который препятствует протеолитическому 
разделению молекулы Notch ферментом Ps-1.

D-box (destruction box) — специфическая аминокислотная последователь­
ность — мотив (RXXLXXXXN) в белках-мишенях комплекса АРС*.

Delta — семейство белков, выполняющих функцию лигандов Notch, включа­
ют белки Dll 1, 3, 4 (Delta-like ligand 1, 3, 4) — лиганды 1, 3, 4, подобные Delta.

Dishevelled (Dsh) — белки, опосредующие передачу сигналов лигандов Wnt 
с плазматической мембраны в цитозоль во всех сигнальных путях, активируемых 
сигнальным путем Wnt.

Dkk (Dickkopf) — семейство антагонистов сигнального пути Wnt, препятству­
ющих образованию рецепторного комплекса Fz-Lrp5/6.

DNA damage checkpoint (DNA damage response) — контрольная точка по­
вреждения ДНК, комплекс биохимических реакций, которые активируются при
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повреждении или нарушении репликации ДНК, способствуя остановке клеточно­
го цикла и репарации ДНК.

Dnm t (DNA methyltransferases) — метилтрансферазы ДНК; метилируют остат­
ки цитозина в динуклеотиде CpG, что облегчает долгосрочный сайленсинг генов.

dp53 — гомолог опухолевого супрессора р53 у мух Drosophila; трансактивиру- 
ет промотер гена, который содержит консенсусный связывающий сайт р53 че­
ловека.

Dsh — см. Dishevelled.
E l а — онкопротеин аденовируса.
E2F — семейство транскрипционных факторов, регулирующих прогрессию 

клеточного цикла путем участия в различных механизмах, опосредующих репли­
кацию, репарацию и митоз (подробно рассматриваются в гл. 5).

E 2fl — белок семейства транскрипционных факторов E2F, опосредующий 
инициацию апоптоза, активируется в переходе G1/S.

Е7 — онкопротеин вируса папилломы человека (HPV).
Е47 — убиквитарный белок семейства bHLH, образующий функционально ак­

тивные димеры с одними транскрипционными факторами, например MyoD, и не­
функциональные димеры — с другими, например с Hesl.

EGF (epidermal growth factor) — эпидермальный ростовой фактор, играет важ­
ную роль в регуляции клеточного роста, пролиферации, дифференцировки путем 
связывания со специфическими рецепторами и активации внутриклеточных про- 
теинкиназ. EGF человека — полипептид с ММ 6,045 кДа, включающий 53 амино­
кислотных остатка и 3 внутримолекулярные дисульфидные связи.

EGL (external germinal layer) — внешний зародышевый слой мозжечка, в кото­
ром располагаются мозжечковые гранулярные нейральные клетки-предшествен­
ники (CGNP).

Elf-1 — лимфоидный транскрипционный фактор, родственный Ets. Подобно 
белкам семейства E2F, связывает гипофосфорилированные формы pRb через до­
мен, опосредующий транскрипционную активацию.

Elk — транскрипционный фактор, входящий в семейство ETS и опосредую­
щий немедленный клеточный ответ на митогенную стимуляцию. Активируется 
сигнальным путем МАРК и формирует комплекс с Srf (фактором сывороточного 
ответа). Этот комплекс конститутивно связывается со специфической последова­
тельностью ДНК, названной SRE (serum response element), которая обнаружена 
в промотерах гена FOS и других генов немедленного ответа.

EMGA (electrophoresis mobility gel shift assay) -  метод сдвига электрофорети­
ческой подвижности в геле; применяется для идентификации белков, связываю­
щих специфические нуклеотидные последовательности в промотерах генов.

E m il — ингибитор белка Cdc20, активатора АРС*. Предотвращает действие 
АРС* путем образования комплексов с его субстратами. Инактивируется в начале 
митоза.

EphrinB (EphB) — семейство белков тирозинкиназной природы, которые иг­
рают роль лигандов и рецепторов, контролирующих расположение эпителиаль­
ных клеток в градиенте W nt/p-катенин вдоль оси ворсина—крипта и клеток Pa­
neth в основании крипты (подробно охарактеризованы в гл. 7).

ER (endoplasmic reticulum) — эндоплазматический ретикулум, органелла эука­
риотических клеток, которая образует взаимосвязанную сеть трубок, пузырьков и 
цистерн внутри клетки. ER выполняет несколько функций: трансляцию белков; 
сборку и транспорт белков, функционирующих в клеточной мембране (например, 
трансмембранных рецепторов); секрецию белков из клетки (например, пищева­
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рительных ферментов); секвестрацию кальция; продукцию и хранение гликогена, 
стероидов и других макромолекул.

Erk (extracellular signal-regulated kinase) — киназа, регулируемая внеклеточ­
ными сигналами; эффекторная киназа сигнального пути МАРК, которая активи­
руется фосфорилированием киназы Мек, опосредует активацию генов немедлен­
ного ответа (c-JUN, c-FOS, c-MYC), одним из результатов действия которых яв­
ляется синтез циклинов фазы G1, инициирующих деление клетки.

Fadd (Fas receptor-associated death domens) — домены смерти, ассоциирован­
ные с рецептором Fas; адапторный белок, опосредующий передачу сигналов, ак­
тивирующих апоптоз.

Fak (focal adhesion kinase) — фокальная адгезионная киназа, активирует внут­
риклеточные сигнальные пути, облегчающие выживание, рост и деление клетки.

FAP (familial adenomatous polyposis of the colon) — семейный аденоматозный 
полипоз толстого кишечника, наследственное заболевание, возникающее вследст­
вие мутаций в гене АРС.

Fast (fusion-associated small transmembrane proteins) — трансмембранные бел­
ки (ММ 10 кДа), вызывающие слияние клеток; кодируются реовирусами. Содер­
жат в структуре консервативные домены, включая расположенный в центре моле­
кулы трансмембранный домен, цитоплазматический домен, гидрофобный мотив 
в N-концевом домене и четыре консервативных цистеиновых остатка.

F-box protein — белок, содержащий F-box, одна из 3 основных субъединиц 
комплекса SCF, ответственная за распознавание белка-мишени.

FGF (fibroblast growth factors) — семейство фибробластных ростовых факто­
ров, которое включает более 20 различных белков и более 4 типов рецепторов 
тирозинкиназной природы.

Flkl/Kdr/Vegfr2 (fetal liver kinase 1Д та$е insert domain receptor/vascular en­
dothelial growth factor receptor 2 — фетальная печеночная киназа 1/рецептор ки­
назного инсерционного домена/рецептор 2 типа сосудистого эндотелиального ро­
стового фактора) — рецептор тирозинкиназной природы, опосредующий боль­
шинство известных клеточных ответов на VEGF. Один из мезодермальных 
маркеров в эмбриогенезе и наиболее ранний дифференцировочный маркер эндо­
телиальных клеток. Экспрессируется на сердечных клетках-предшественниках 
эндотелия и гладких мышцах сосудов (рассматривается в гл. 1).

FOX (Forkhead box proteins) — семейство транскрипционных факторов, кото­
рые действуют путем фосфорилирования и ацетилирования мишеней и облегча­
ют доступ к хроматину других транскрипционных факторов. Содержат в структу­
ре мотив «forkhead», состоящий из 80—100 аминокислот и опосредующий связы­
вание с ДНК. Продукты генов FOX относятся к семейству белков HtH 
(helix-tum-helix). Участвуют в регуляции разнообразных клеточных функций, 
включая дифференцировку, рост, пролиферацию и выживание.

Fringe — семейство белков, которые селективно ингибируют ответ рецепто­
ров Notch к лигандам, подобным Serrate.

Frizzled (Fz) — семейство рецепторных белков, которые распознают лиганды 
семейства Wnt путем образования рецепторных комплексов с различными коре- 
цепторами.

sFrp (serum Frizzled related proteins) — сывороточные белки, подобные по стро­
ению рецепторам Frizzled, функциональные антагонисты Wnt. Благодаря своему 
подобию рецепторам Frizzled, взаимодействуют с белками Wnt и секвестрируют их.

Furin — протеаза, которая в аппарате Гольджи осуществляет первое протео- 
литическое разделение молекул рецептора Notch.
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Gabl (Grb2-associated binder protein) — адапторный белок, ассоциированный 
с Grb2, взаимодействует с тирозиновой фосфатазой Shp2, с липидной киназой 
Pi3k и стабилизирует положение комплекса Shp2/Gabl/Grb2, связанного с акти­
вированным тирозинкиназным рецептором.

Gal4 — белок дрожжевых клеток, играющий роль транскрипционного регуля­
тора. В структуре белка выделяют 2 домена, один из которых опосредует связы­
вание ДНК (ДБД), а другой — транскрипционную активацию (ТАД).

GATA — семейство транскрипционных факторов, включающее шесть различ­
ных белков. Факторы Gata содержат 2 высококонсервативных домена типа «цин­
ковые пальцы». С-концевой «цинковый палец» опосредует связывание фактора 
Gata с ДНК, а N-концевой — способствует взаимодействию с транскрипционным 
фактором Fog (Friend of Gata). В свою очередь, Fog взаимодействует с различны­
ми транскрипционными факторами, формируя комплексы, которые изменяют 
структуру хроматина и активность генов. Специфическая активность факторов 
семейства GATA заключается в регуляции энтодермальной и кроветворной диф­
ференцировки как на уровне стволовых клеток, так и с помощью активации тер­
минальных дифференцировочных программ в детерминированных кроветворных 
клетках. (Роль транскрипционных факторов Gata-4, -6 в регуляции функций ЭСК 
рассматривается в гл. 1.)

Gfap — глиальный фибриллярный кислый протеин, маркер нейральных ство- 
вых клеток.

gpl30 (гликопротеин 130) — белок семейства цитокиновых рецепторов; при 
взаимодействии с Rlif формирует димерный рецептор, который связывает лиганд 
Lif и передает его активирующее действие киназам семейства Jak.

Grb2 — адапторный белок, связывающий рецепторные тирозиновые киназы 
с сигнальным путем, опосредуемым Ras. В клетках млекопитающих Grb2 взаимо­
действует с помощью домена SH2 со специфическими фосфотирозинами на акти­
вированных рецепторных тирозиновых киназах, а с помощью домена SH3 (Src 
homology region 3) — с богатым пролином мотивом в белке Sos. Мыши с инакти­
вированным белком Grb2 погибают в раннем эмбриональном периоде.

Groucho (TLE у млекопитающих) — семейство транскрипционных репрессо- 
ров, ингибирующих активность нескольких функционально различных семейств 
транскрипционных активаторов, например Wnt и Notch. Не обладают собствен­
ной ДНК-связывающей способностью.

Gsk30 (glycogen synthase kinase Зр) — киназа Зр гликоген синтетазы, гомолог 
у беспозвоночных называется shaggy/zeste white 3. Принимает участие в фосфо- 
рилировании р-катенина, которое придает ему специфический сигнал для убик- 
витинации.

Gsn5 — гистоновая ацетилтрансфераза, переносит ацетильную группу на ли- 
зины К9, К14, К18 гистона НЗ, является субъединицей ацетилтрансферазных 
комплексов ADA и SAGA.

HAT (histone acetyltransferases) — семейство гистоновых ацетилтрансфераз, 
ацетилирующих гистоны, что облегчает доступ к ДНК транскрипционных актива­
торов и повышает активность различных генов.

Hbpl — транскрипционный супрессор, принадлежащий семейству белков 
с высокой мобильностью, содержит два мотива LxCxE и взаимодействует с pRb 
или р130, опосредуя репрессию генов (например гена N-MYC).

HDAC (histone deacetylases) — семейство гистоновых деацетил аз, которые пу­
тем удаления ацетильных групп гистонов вызывают конденсацию хроматина 
и ингибируют транскрипционную активность генов.
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HGF (hepatocyte growth factor) — фактор роста гепатоцитов, относится к па- 
ракринным факторам, секретируется мезенхимальными клетками и действует 
преимущественно на эпителиальные и эндотелиальные клетки, регулирует кле­
точный рост и подвижность путем активации тирозинкиназного сигнального 
пути после связывания рецептора протоонкогенного фактора c-Met. Секретирует­
ся в форме одной неактивной полипептидной цепи, которая затем расщепляется 
сериновыми протеазами на a -цепь с ММ 69 кДа и p-цепь с ММ 34 кДа.

Hedgehog (НН) — сигнальный путь, активирующийся при взаимодействии 
лигандов Sonig Hedgehog (Shh), Indian или Disert с рецепторами Patched (Ptc). 
Лиганды НН являются секреторными внеклеточными молекулами. НН участвует 
в регуляции функций различных видов СК.

Негр (Hes related proteins) — семейство белков, родственных Hes.
HES (Hairy/Enhancer of Split) — ген-мишень сигнального пути Notch.
HEY, CHF, HRT — гены-мишени Notch, родственные генам HES.
Hmt (histone methyltransferases) — гистоновые метилтрансферазы, модифици­

руют гистоны путем переноса метильных групп.
НОХ — группа гомеотических селекторных генов, которые впервые были от­

крыты у мух Drosophila. В эмбриональном периоде регулируют формирование ри­
сунка тела, а у взрослых животных вовлечены в регуляцию функций стволовых 
клеток. Белки семейства НОХ содержат гомеодомен (HD) — высококонсерватив­
ную ДНК-связывающую последовательность типа helix-turn-helix, включающую 
60 аминокислот и найденную у всех эукариотических организмов.

НохЬ4 — член семейства транскрипционных факторов НОХ.
HP-1 (heterochromatin proteins-1) — семейство белков, участвующих в обра­

зовании гетерохроматина. Взаимодействуют с метилированным лизином 9 гисто­
на НЗ (НЗК9те) и опосредуют сайленсинг генов путем привлечения «покетных» 
белков.

HPV (human papilloma virus) — вирус папилломы человека.
Human cloning, animal cloning (клонирование человека, клонирование жи­

вотных) — клонирование целых организмов, основанное на технике переноса 
ядер соматических клеток (somatic cell nuclear transfer). В процессе клонирования 
ядро соматической клетки зрелого организма, например клетки кожи или слизи­
стой оболочки рта, переносят в яйцеклетку, лишенную ядра, таким образом фор­
мируя зиготу. После превращения in vitro зиготы в бластоцисту последнюю пере­
носят в матку приемной матери до рождения нового организма.

ICAT (interacting p-catenin proteins) — взаимодействующие с р-катенином 
белки, семейство белков с ММ 9 кДа, селективно ингибирующих in vivo связыва­
ние р-катенина с транскрипционными факторами Tcf, но не нарушающих взаимо­
действие р-катенина с кадхерином в межклеточных соединениях. Уровень белков 
Icat не изменяется при активации или ингибиции сигнального пути Wnt. В клет­
ках с повышенным уровнем Wnt определяется р-катенин, взаимодействующий 
с белками Icat.

Id (Inhibitors of differentiation) — ингибиторы дифференцировки, относятся 
к транскрипционным регуляторам суперсемейства bHLH, не экспрессируют домен 
«Ь». При взаимодействии с гомологичными белками формируют димеры, кото­
рые действуют как доминантно негативные регуляторы, ингибируя дифференци­
ровку клеток, но активируя их пролиферацию.

IGF-1 (insulin-like growth factor) — ростовой фактор, подобный по молеку­
лярной структуре инсулину. Регулирует рост, деление и дифференцировку клеток, 
состоит из одной 79-аминокислотной полипептидной цепи с ММ 7649 Да.
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IkB (Inhibitor of IkB) — ингибитор сигналов NF-кВ.
IL-1 — см. Интерлейкин 1.
INF (in vitro fertilization — фертилизация in vitro) — слияние вне организма 

f женской и мужской половых клеток с образованием зиготы, формированием in 
vitro бластоцисты и ее пересадкой в матку приемной матери.

Ink4 — семейство Cdkl млекопитающих, включающее белки p l5 Ink4b, p l6 Ink4a, 
plgink4c, pi9ink4d Белки p l5 Ink4b, p l6 Ink4a связывают Cdk4/6 и ингибируют их спо­
собность взаимодействовать с циклинами D.

1по80 — АТФаза, входящая в состав многокомпонентного комплекса, содер­
жащего актин и несколько родственных ему белков; обладает ремоделирующей 
хроматин активностью и 3 '—5' ДНК-геликазной активностью.

I s l l  (Islet 1 — «островок I») — транскрипционный фактор, содержащий доме­
ны LIM и HD. Играет критическую роль в развитии сердца, нервной системы и 
поджелудочной железы. Он получил название «островок 1», так как вначале его 
экспрессия была найдена в островковых клетках поджелудочной железы. Дефи­
цит или нарушение продукции Isll являются причиной нарушений развития, в 
частности, развития сердца. Экспрессируется на клетках-предшественниках раз­
личных линий сердечных клеток (рассматривается в гл. 1).

Iswi — нуклеосомная АТФаза, входящая в состав комплекса WSTF—ISWI, ре­
моделирующего хроматин.

Jagged — семейство белков, выполняющих функцию лигандов Notch.
Jak  (Janus associated tyrosine kinases) — семейство тирозиновых киназ, назван­

ных по имени двуликого римского бога Janus. Передают сигналы, инициирован­
ные цитокинами, с клеточной поверхности в ядро путем фосфорилирования и ак­
тивации белков семейства STAT.

j ncMAPK (jun N-terminal kinase) — одна из эффекторных киназ сигнального 
пути МАРК.

KEN-box — специфическая аминокислотная последовательность, мотив 
(KENXXXN) в белках-мишенях комплекса АРС*.

Ki67 — ядерный антиген, экспрессирующийся во всех фазах клеточного цик­
ла делящихся клеток (G l, S, G2, М), но отсутствующий в покоящихся клетках 
(фаза GO). Используется для оценки количества делящихся клеток в нормальных 
и злокачественно трансформированных тканях.

Klh (Keyhole limpet hemocyanin) — гемоцианин моллюска, высокомолекуляр­
ный белок, широко используемый в качестве белка-носителя при получении ан­
тител; обладает свойством передавать иммуногенность связанному с ним низко- 
иммуногенному антигену.

Knypek — белок, по биохимической природе относящийся к гепаринсульфат- 
протеогликанам. Knypek является модулятором неканонического сигнального 
пути Wnt и усиливает передачу сигналов белком W n tlla , играя важную роль 
в регуляции планарной клеточной полярности и конвергентного расхождения. 
Мутации гена KNYPEK у полосатых рыбок (zebrafish) ведут к сужению тела и уд­
линению его от головы к хвосту, но не влияют на выбор клеточной судьбы.

Кгш  (Kremen) — семейство рецепторных белков, связывающих лиганды Dkk.
Kuzbanian — фермент семейства металлопротеиназ Adam, у мух Drosophila 

выполняет второе протеолитическое разделение молекулы Notch.
LEF/TCF (Lymphoid enhancer factors/T-cell factors) — семейство транскрипци­

онных факторов, опосредующих передачу сигналов W nt/p-катенин в ядре.
LEK — семейство белков, повсеместно экспрессирующихся в тканях мыши 

в эмбриональном периоде. Белки Lek обладают способностью связываться с «по-
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кетным» доменом белков семейства pRb и рассматриваются как универсальные 
регуляторы их активности. Инактивация белков Lek ингибирует клеточную про­
лиферацию и вызывает апоптоз. Функция белов Lek заключается, вероятно, в ре­
гуляции взаимодействия «покетных» белков с их мишенями.

Lif (leukemia inhibitory factor) — фактор, ингибирующий лейкемию, белок семей­
ства цитокинов IL-6, поддерживает рост эмбриональных стволовых клеток мыши 
при их культивировании in vitro в присутствии фетальной бычьей сыворотки.

LIM homeodomain proteins (гомеобоксные белки, содержащие домен 
LIM) — семейство транскрипционных факторов, название которых произошло от 
первых букв трех генов семейства НОХ, кодирующих структурно подобные белки 
Lin 11, Isll и Мес-3. Эти белки содержат в дополнение к гомеодомену две копии 
консервативного мотива Cys-His типа «цинковый палец».

L k b l/S tk l — серин/треониновая киназа, которая регулирует клеточную по­
лярность, относится к опухолевым супрессорам. Мутации гена LKB1/STK1 и дефи­
цит его продукта вызывают синдром Peutz-Jeghers, аутосомально-доминантное за­
болевание, характеризующееся полипами желудочно-кишечного тракта, пигменти­
рованными пятнами на коже, слизистых рта и склонностью к другим неоплазиям.

Lrp5/6 (receptor related proteins) — белки, родственные рецепторам, выпол­
няют функцию корецепторов Fz при образовании комплексов, распознающих ли­
ганды Wnt.

MAM-L (Mastermind-like — подобный Mastermind) — семейство белков, 
транскрипционных коактиваторов Nicd (цитоплазматического домена Notch).

МАРК (mitogen activated protein kinases) — белковые киназы, активируемые 
митогенами. Сигнальный путь, активирующий деление клетки путем передачи 
в ядро сигналов с рецепторных тирозинкиназных рецепторов, взаимодействую­
щих с митогенами.

MASH1 (mammalian achaete-scute homolog 1) — ген нейрогенеза млекопитаю­
щих, является мишенью белков семейства Hes.

МАТН1 — ген сигнального пути Notch, продукт которого супрессирует диф­
ференцировку клеток-предшественников в клетки секреторного ряда кишечного 
эпителия: нейроэндокринные, кубковидные клетки и клетки Paneth.

Mem — семейство белков, входящих в состав пререпликационного комплекса.
М ст7 — белок семейства Mem, физически взаимодействующий с N-конце- 

вым участком pRb.
M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) — макрофагальный колониести­

мулирующий фактор, секретируемый цитокин, стимулирует деление и дифферен­
цировку СКК в макрофаги.

Mdm2 (mouse double minute 2) — убиквитиновая лигаза, инактивирующая 
р53.

Mef2c (myocyte enhancer factor 2c) — транскрипционный фактор семейства 
MEF2. Функция белков этого семейства заключается в контроле экспрессии тка­
неспецифических генов, в частности генов кардиогенной и скелетно-мышечной 
дифференцировки. Функциональная активность Mef2c регулируется pRb.

Mel-18 — член семейства транскрипционных факторов PcG, регулирующих 
активность хроматина.

MGC — глиальные тканеспецифические клетки Мюллера, расположенные 
в зрительной оболочке глаза.

MLL1/2 — ремоделирующие хроматин комплексы, выявляемые при лейке­
мии смешанного типа; содержат гистоновые метилтрансферазы семейства SET1.

MMTV (mouse mammary tumor virus) — вирус опухоли молочной железы мы­
шей.

Мр1 — ацетилтрансфераза, вызывающая ацетилирование и активацию р53.
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Mskl (mitogen- and stress-activated protein kinase) — белковая киназа, активи­
руемая митогенами и стрессорными факторами, например Erk и р38МАРК.

тТог (mammalian target of rapamycin) — мишень рапамицина у млекопитаю­
щих; серин/треониновая киназа, которая регулирует клеточный рост, пролифера­
цию, подвижность и выживание клетки.

MYC, FOS, JUN — так называемые гены «немедленного клеточного ответа», 
которые индуцируются в клетке в течение первых 15 мин после действия росто­
вых факторов в условиях отсутствия синтеза белка. Индукция этих генов сопро­
вождается активацией внутриклеточного каскада фосфорилирования различных 
белков, функциональным следствием которого является усиление пролиферации 
и роста клетки.

Nanog — транскрипционный фактор, экспрессия которого необходима для са­
моподдержания эмбриональных стволовых клеток (см. гл. 1).

Nf-at (nuclear factor of activated T-cells) — ядерный фактор активированных 
Т-клеток; семейство транскрипционных факторов, играющих важную роль в им­
мунном ответе, развитии сердца, скелетных мышц, нервной системы и регуляции 
различных функций стволовых и соматических клеток зрелого организма. Актив­
ность факторов N f-atl—4 опосредована сигналами, вызываемыми ионами Са2+ 
и передаваемыми кальмодулин-зависимой киназой и Ркс.

NF-kB — семейство убиквитарных ядерных факторов, контролирующих эксп­
рессию генов, продукты которых участвуют в иммунном ответе, апоптозе и воспа­
лительной реакции. Семейство NF-кВ состоит из 5 белков, приобретающих функ­
циональную активность после образования димеров. Активность белков Nf-кЬ 
индуцируется различными стимулами, включая Tnfa и IL-1, Т- и В-клетки, белки 
вирусов и стрессорные факторы. Нарушение регуляции в семействе NF-кВ может 
быть причиной воспаления, аутоиммунных и вирусных болезней, опухолей.

Nicd (Notch intracellular domain) — внутриклеточный домен Notch, эффектор- 
ная часть молекулы Notch, образующаяся при его протеолитическом разделении 
и передающая сигналы внутрь клетки.

NKX2.5 — ген, кодирующий белок семейства гомеобоксных транскрипцион­
ных факторов, который экспрессируется в сердечной мышце у эмбрионов, плодов 
и зрелых организмов. NKX2.5 был вначале клонирован у мышей, а затем иденти­
фицирован как ключевой регулятор развития сердца у позвоночных и более про­
стых организмов. У мышей с инактивацией обеих аллелей NKX2.5 развитие серд­
ца останавливается на стадии примитивной линейной трубки. Гомолог NKX2.5 
у мух Drosophila (tinman) абсолютно необходим для образования мышечных 
структур, подобных сердцу. Ген NKX2.5 находится на вершине генетической 
иерархии, ответственной за развитие сердца у позвоночных (см. гл. 1).

Nik/Nemo — серин/треониновая киназа; активируется в неканоническом сиг­
нальном пути W nt/Ca2+ белком Wnt5a, фосфорилирует белки семейства LEF/TCF 
и ингибирует их активность в каноническом сигнальном пути W nt/p-катенин.

NOD/SCID (nonobise diabetic/severe combined immunodeficiency) — нежиро­
вая диабетическая/тяжелая комбинированная иммунная недостаточность, вклю­
чает дефицит врожденного и приобретенного иммунитета. Мыши с такой формой 
иммунодефицита используются для переноса опухолей, экспрессирующих чуже­
родные антигены гистонесовместимости, включая опухоли человека.

Notch — сигнальный путь, участвующий в регуляции функций различных СК.
NSCLC (non-small-cell-lung carcinoma) — немелкоклеточный рак легких, про­

исходящий из легочного эпителия.
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NURF (nucleosome remodeling factor) — один из комплексов, ремоделирующих 
хроматин. Содержит белок Bptf, который распознает трижды метилированный 
лизин 4 гистона НЗ (НЗК4теЗ). Регулирует экспрессию генов семейства НОХ 
и генов белков температурного шока.

O ct3/4 — транскрипционный фактор, экспрессия которого необходима для 
самоподдержания эмбриональных стволовых клеток (описывается в гл. 1).

ORC (origin recognition complex) — комплекс, распознающий точки инициа­
ции репликации ДНК. Белковый комплекс, который связывает точки инициации 
репликации и рекрутирует другие белки, способствуя раскручиванию спирали 
ДНК и репликации.

p l6 lnk41, p l5 Ink4b, p i e 1"114* — продукты генов локуса Ink4, обладающие активно­
стью ингибиторов циклин-зависимых киназ (Cdkl) (см. гл. 2, 3).

p l9 Arf — продукт локуса Ink4, ингибитор Cdk4/6, опухолевый супрессор; 
мРНК p l9Arf транскрибируется путем сдвига рамки считывания с гена, который 
служит матрицей для образования p l6 Ink4a, поэтому р19 часто называют Arf (alter­
native reading frame). У человека имеет молекулярную массу 14 кДа, у мыши — 
19 кДа.

p 2 i cipi/w»n _ cdkl, регулирует активность киназы Cdk2 (см. гл. 2, 3). 
p300/C bp (Creb binding protein) — рЗОО/связывающий Creb белок. Семейст­

во, образованное двумя близкородственными белками, которые содержат гисто- 
нацетилтрансферазный домен, бромодомен, домен, опосредующий взаимодейст­
вие с белками Creb и МуЬ и являются коактиваторами многих транскрипционных 
факторов. Creb играет критическую роль в эмбриональном развитии, контроле 
роста и гомеостазе путем сопряжения ремоделирования хроматина и распознава­
ния транскрипционных факторов. Белки этого семейства обладают способностью 
ацетилировать гистоны и негистоновые белки и стабилизировать взаимодействия 
дополнительных регуляторных белков с транскрипционными комплексами. Му­
тации генов рЗОО/CREB обнаружены при различных злокачественных образовани­
ях, включая лейкозы, карциномы кишечника, молочной, поджелудочной и пред­
стательной желез.

р38МАРК — одна из эффекторных киназ семейства МАРК. 
р48 — адапторный белок, распознающий N-концевой домен pRb и опосреду­

ющий взаимодействие pRb с транскрипционными факторами, например с белка­
ми семейства E2F, Мус и др.

р53 — опухолевый супрессор, негативный регулятор деления клетки.
Раг-1, Раг-6, аРкс (атипичная протеинкиназа С) — члены семейства Par 

(partitioning-defective), которое включает семь негомологичных по структуре бел­
ков. Гены, кодирующие эти белки, были идентифицированы при скрининге мате­
риала, полученного из зиготы червей С. elegans с нарушением асимметричного де­
ления. Члены семейства Par и их гомологи вовлечены в регуляцию клеточной по­
лярности у червей С. elegans, мух Drosophila и позвоночных.

Parafibrom in (Нугах — у мух Drosophila, Cdc73p — у дрожжей) — компонент 
комплекса PAF1 (polymerase associated factor 1). Уменьшение продукции Parafib­
romin ингибирует активацию сигнального пути Wnt, индуцированную р-катени- 
ном. N-концевой домен Parafibromin способен физически взаимодействовать 
с С-концевой областью р-катенина. Рекрутирование комплекса PAF1 к р-катени- 
ну, связанному с транскрипционными факторами Lef/Tcf, необходимо для иници­
ации и элонгации транскрипции РНК-полимеразой II.

Patched (Ptc) — рецептор лигандов семейства Hedgehog.
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Pax — семейство транскрипционных факторов, которые в процессе эмбриональ­
ного развития участвуют в формировании глаз, нервной ситемы, а в зрелом орга­
низме регулируют дифференцировку клеток различных тканей. Например, белок 
Рах5 необходим для образования В-лимфоцитов.

P/Caf (p300/Cbp-associated factor) — фактор, взаимодействующий с рЗОО/СЬр, 
гистоновая ацетилтрансфераза, переносящая ацетильную группу на гистоны и ак­
тивирующая транскрипционную активность.

РСР-СЕ (planar cell polarity — convergent extension — планарная клеточная по­
лярность — конвергентное расхождение) — процесс в эмбриональном развитии, 
регулирующий положение клеток относительно оси тела и играющий ключевую 
роль в ее формировании.

Pena (proliferating cell nuclear antigen) — ядерный белок пролиферирующих 
клеток; участвует в контроле репарации ДНК. Синтез Репа регулируется фактора­
ми семейства E2F.

PDGF (platelet derived growth factor) — тромбоцитарный ростовой фактор.
PH (Pleckstrin homology — домен, гомологичный плекстрину) — аминокис­

лотный мотив, впервые обнаруженный в тромбоцитарном белке Pleckstrin, а за­
тем найденный более чем в 200 регуляторных белках человека, например в Sos, 
атипичных белковых киназах (аРкс), киназах Akt, Pdkl и др. Функциональная 
роль PH заключается в распознавании локализованных на мембране Р1(3, 4)Р2 
и Р1(3, 4, 5)РЗ — фосфатидилинозитол-2- и 3-фосфатов, продуктов киназы Pi3k, 
играющих роль сайтов связывания киназ.

Phcl, Rnf2, S uzl2 , Eed — белки семейства Polycomb (PcG), участвующие 
в эпигенетических модификациях хроматина.

PHD (plant homeodomain — растительный гомеодомен) — специализирован­
ный аминокислотный мотив для связывания метилированных гистонов.

Pi3k (phosphatidylinositol 3 kinase — фосфатидилинозитол-3 киназа) — ли­
пидная киназа, фосфорилирующая 3'-гидроксильную группу инозитольного кольца 
фосфолипидов. Передает сигналы от тирозиновых рецепторов цитоплазматичес­
кой мембраны внутрь клетки, регулирует клеточный рост, клеточное деление 
и выживание, играет важную роль в регуляции функций ЭСК.

Piml — серин/треониновая киназа; фосфорилирует и активирует фосфатазу 
Cdc25a, усиливая накопление активной киназы — циклин Е—Cdk2.

Pkc (protein kinase С) — серин/треониновая киназа; активируется ионами 
Са2\  которые освобождаются из эндоплазматического ретикулума под действием 
инозитол 1, 4, 5-трифосфата (IP3). В активном состоянии связывается на цитозо­
льной стороне плазматической мембраны с диаглицеролом, образующимся, как и 
IP3, под действием Р1с. В активном состоянии Pkc действует на множество мише­
ней, отличающихся в клетках различных линий.

Pic (phospholipase С) — внутриклеточный передатчик внеклеточных сигналов. 
Локализуется на цитозольной стороне клеточной мембраны и при активации вне­
клеточным сигналом протеолитически делит инозитольные фосфолипиды в цито­
зольном слое плазматической мембраны на 2 фрагмента, один из которых остается 
в мембране, способствуя активации Pkc, тогда как другой освобождается в цито­
золь и стимулирует освобождение ионов Са2+ из эндоплазматического ретикулума.

Plkl (Polo kinase 1) — киназа, активирующая M-Cdk в ходе митоза путем 
фосфорилирования фосфа^азы Cdc25c.

Polycomb (PcG) — семейство белков, регулирующих активность генов путем 
модификации хроматина. Формируют стабильные комплексы, которые связыва­
ют хроматин и поддерживают супрессивное состояние генов семейства НОХ
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в клетках, в которых гены НОХ не были активированы. Играют важную роль 1 
в эмбриональном развитии, в регуляции самоподдержания эмбриональных и со- |  
матических стволовых клеток.

Porcupine (mom-1 -  у червей, hWls -  у человека) -  белок, катализирующий I 
пальмитилирование и активацию факторов семейства Wnt.

Рр2а (Protein phosphatase 2а — белковая фосфатаза 2а) — серин/треониновая 
фосфатаза с широкой субстратной специфичностью и разнообразными клеточны- 1 
ми функциями. Рр2а состоит из 3 субъединиц, при взаимодействии которых фор- 1 
мируются голоферменты с разными функциями и характеристиками. К мишеням 
Рр2а относятся белки Raf, Mek и Akt, гиперактивация которых вызывает онко- I 
генные заболевания.

PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors) -  семейство регуляторных I 
белков, известных, прежде всего, как тканеспецифические транскрипционные ре- I 
гуляторы жировой дифференцировки. Вместе с белками семейства С/Ebp активи- I 
руют и поддерживают дифференцировку фибробластов в жировые клетки путем I 
регуляции синтеза различных тканеспецифических ферментов.

PPP(S/T)P (пролин-пролин-пролин-(серин/треонин)-пролин) — сайт фос- I 
форилирования в цитоплазматическом домене Lrp5/6 и других белках.

pRb — продукт гена ретинобластомы, опухолевый супрессор, играющий клю­
чевую роль в регуляции клеточного цикла и дифференцировки. Является основа­
телем семейства pRb, в которое входят также белки р130 и р107.

PRC1, PRC2 (Polycomb repressive complex) — репрессивные комплексы, фор­
мирующиеся белками семейства Polycomb; инициируют и поддерживают сайлен­
синг генов, в частности генов семейства НОХ.

Рге-RC (pre-replication complex — пререпликационный комплекс) — комп­
лекс, служащий основой для инициации репликации ДНК.

Prickle — белок, участвующий в сигнальном пути Wnt, регулирующем пла­
нарную клеточную полярность и конвергентное расхождение. У позвоночных 
найдено 2 гена, родственных гену Prickle мух Drosophila. У мышей белок Prickle-2 
обнаружен в нейронах головного мозга в тех же участках, где и белок Dischevel- 
led. Prickle рекрутируется к клеточной мембране белком Strabismus и обладает 
способностью взаимодействовать с белком Dishevelled, таким образом участвуя в 
передаче сигналов Wnt, контролирующих клеточную полярность.

Pten — опухолевый супрессор, липидная фосфатаза; действует как негативный 
регулятор сигнального пути PI3K путем удаления З’-фосфатной группы фосфоино- 
зитов — продуктов Pi3k, Р1(3, 4)РЗ и Р1(3,4, 5)РЗ (рассматривается в гл. 9).

Pygopus (Pygo) — транскрипционный коактиватор белков Wnt, конститутив­
но локализуется в ядре и служит в качестве якоря для ядерной локализации р-ка­
тенина.

Pu.l — транскрипционный активатор, член семейства Ets; обладает свойством 
взаимодействовать с основными транскрипционными факторами ТЬр и Tflld. 
pRb распознает трансактивирующий домен Ри.1 и отменяет его взаимодействие 
с основными транскрипционными факторами.

PSTAIRE — а-спираль в аминоконцевом домене Cdk, названная по высоко­
консервативной аминокислотной последовательности ее первичной структуры, 
известная также как a l -спираль. Опосредует взаимодействие Cdk2 с циклином и 
вызывает молекулярную перестройку молекулы Cdk, играющую важную роль в ее 
активации.

Rad21 — белок, кодируемый геном RAD21, гомологичным одноименному 
гену дрожжей Schizosaccharomyces pombe, который вовлечен в репарацию двуните-
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вых разрывов ДНК. Rad21 фосфорилируется в фазе М клеточного цикла. Связан с 
митотическим хроматином в центромерной области, что предполагает его участие 
в контроле слияния сестринских хроматид в митотических клетках.

Ras — суперсемейство гуанозиновых трифосфатаз (ГТФаз), содержащих кова­
лентно связанную липидную группу, опосредующую прикрепление белков семей­
ства к внутренней стороне цитоплазматической мембраны. Функционируют как 
переключатели, переходя из активного состояния, в котором они связывают ГТФ, 
к неактивному состоянию, в котором они связывают ГДФ. Функции белков Ras 
заключаются в передаче сигналов, активирующих клеточное деление, дифферен­
цировку и подвижность, с плазматической мембраны в различные части клетки.

Rbf — гомолог опухолевого супрессора pRb у мух Drosophila.
R bp l, Rbp2 — белки, супрессирующие трансактивацию E2f и пролиферацию 

клеток в случае сверхэкспрессии. Связывают «покетный» домен pRb, содержат 
два репрессорных домена, один из которых связывает Hdac с «покетным» доме­
ном pRb, что необходимо для активной репрессии, зависимой от Hdac.

Replication origin — точки инициации репликации, последовательности на 
хромосоме, в которых инициируется синтез ДНК путем раскручивания ее спира­
ли и сборки машины репликации.

Rex-1 — транскрипционный фактор, имеющий в структуре домены типа 
«цинковые пальцы», является маркером ЭСК и экспрессируется в клетках ВКМ. 
Rex-1 обнаружен также в сперматоцитах и первичных овоцитах, в мезенхималь­
ных стволовых клетках, нормальных и трансформированных эпителиаль­
ных клетках. Экспрессия Rex-1 регулируется продуктами генов SOX2, ОСТЗ/4 
и Nanog.

Rho — семейство белков типа G, включающее три ГТФазы: Cdc42, Rac и Rho; 
опосредуют связь активированных рецепторов клеточной мембраны с разнооб­
разными сигнальными путями, связанными с активацией клеточной подвижности 
и опосредованными киназой Jun.

RING finger — домен в структуре комплексов SCF и АРС*, связывающий 
ионы цинка и опосредующий взаимодействие убиквитиновых лигаз с ферментом 
Е2, катализирующим перенос убиквитина на белок-мишень.

RISC (RNA induced silencing complex) — комплекс, вызывающий сайленсинг 
генов путем инактивации мРНК гена-мишени. Регуляторную роль в комплексе 
RISC выполняет миРНК или мкРНК.

Rlif (рецептор ростового фактора Lif) — белок семейства цитокиновых рецеп­
торов; при взаимодействии с gpl30 формирует димерный рецептор, который свя­
зывает лиганд Lif и передает его активирующее действие киназам семейства Jak.

Rsk-2 — киназа, передающая сигналы EGF.
R-spondin 1 — агонист сигналов Wnt, который имеет в своей структуре доме­

ны тромбоспондина.
RUNX (Runt-related proteins) — семейство белков, родственных Runt, которые 

локализуются в ядерном матриксе, взаимодействуют с Groucho и Hesl, ингибиру­
ют взаимодействие между ними и отменяют транскрипционную репрессию, опо­
средованную Hesl.

SAHF (senescence associated heterochromatin foci) — фокусы гетерохроматина, 
связанные со старением.

Sa-p-gal (senescence-associated (3-galactosidase) — р-галактозидаза, ассоцииро­
ванная с клеточным старением, которая экспрессируется в клетках, подвергаю­
щихся клеточному старению.
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SAGA (Spt-Ada-Gcn5-acetyltransferase) — один из наиболее хорошо изучен­
ных ремоделирующих хроматин комплексов, модифицирует гистоны НЗ и Н2В, 
обладает ацетилирующей и деубиквитинирующей активностью, регулирует ак­
тивность РНК-полимеразы II.

S eal (Stem cell antigen 1) — антиген 1 стволовых клеток, маркер стволовых 
кроветворных клеток мыши, который также экспрессируется в клетках-предшест- 
венниках другой тканевой специфичности.

SCF — убиквитиновая лигаза, представляющая собой белковый комплекс, со­
стоящий из 3 основных субъединиц: F-box, cullin и Skp-1. Опосредует деструкцию 
многих регуляторных белков фазы G1 и S клеточного цикла.

SCF/p-Trcp — убиквитиновая лигаза, включающая в качестве компонента 
F-box — р-Тгср; опосредует протеасомную деградацию некоторых белков, в част­
ности, р-катенина, ингибитора АРС* белка Emil (принято приводить название 
субъединицы F-box после SCF, чтобы показать специфичность комплекса SCF).

SCF/Skp2 — убиквитиновая лигаза, включающая в качестве компонента 
F-box — Skp2; опосредует деградацию ингибиторов Cdkl — р27К|Р1, р г !0?1 и спо­
собствует входу клетки в фазу S клеточного цикла.

Sel-Ю  — убиквитиновая лигаза, процессирующая молекулу Notch, фосфори- 
лированную в домене PEST.

Serrate — семейство белков, выполняющих функцию лигандов Notch.
SET — группа метилтрансфераз, вызывающих триметилирование лизина 4 ги­

стона НЗ (НЗК4МеЗ), относятся к семейству генов Trithorax.
Shh (Sonig hedgehog) — один из трех членов семейства транскрипционных 

факторов Hedgehog (Hh) у млекопитающих. Сигнальный путь НН играет ключе­
вую роль в развитии животных различных видов от мух до человека. Название 
Hedgehog (еж) происходит от гена, мутация которого у мух Drosophila ведет к по­
явлению на поверхности тела личинки иглообразных отростков. В эмбриогенезе 
сигналы НН регулируют активность генов полярности тела и влияют на форми­
рование плана тела. У мышей с нарушением передачи сигналов НН возникают де­
фекты формирования головного мозга, скелета, мускулатуры, желудочно-кишеч­
ного тракта и легких. В зрелых организмах белки Hh участвуют в регуляции ак­
тивности ССК, поддержании клеточного состава и регенерации различных 
тканей. Нарушение в передаче сигналов НН сопровождается возникновением 
ВСС, происходящей из стволовых клеток базального слоя эпидермиса.

S hpl, Shp2 — цитоплазматические тирозиновые фосфатазы, содержат в своей 
структуре домены SH2, взаимодействуют с тирозинкиназными рецепторами и регу­
лируют их активность путем удаления активных фосфатных групп. Shp2 обладает 
способностью связывать адапторные белки Grb2 и Gabl и усиливать взаимодействие 
активированного тирозинкиназного рецептора с сигнальными путями Ras и PI3K.

Sir (Sirtuins) — семейство белков, вовлеченных в организацию гетерохрома­
тина в теломерах дрожжей; участвуют в эпигенетической форме передачи наслед­
ственных свойств, в частности структуры гетерохроматина. Белок Sir2 обладает 
деацетилазной активностью.

S11 — фактор селективности 1, транскрипционный фактор, усиливающий 
транскрипцию РНК-полимеразой I.

Smoothened (Smo) — трансмембранный белок, активирующий передачу сиг­
налов Shh внутрь клетки.

Sm urf — семейство убиквитиновых лигаз, инактивирующих белки Smad, 
которые передают сигналы транскрипционных факторов суперсемейства TGFp.
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SnoN — убиквитиновая лигаза, которая ингибирует активность сигнального 
пути TGFp, препятствуя образованию ингибиторов киназ — pH 0*1, p l5 Ink4b. Ак­
тивность SnoN ингибируется комплексом АРС*—Cdhl, что используется клеткой 
для негативной регуляции прогрессии клеточного цикла.

SOX — семейство транскрипционных факторов, содержащих домены высоко­
подвижных групп (HMG). Белки Sox связывают маленькую бороздку ДНК и вы­
зывают изгибы нити ДНК. Функция белков Sox заключается в изменении трех­
мерной структуры регуляторной области генов и придании ДНК конформации, 
в которой она может физически взаимодействовать с транскрипционными факто­
рами далеко от сайта связывания белков Sox.

Sox9 — белок семейства SOX, который играет критическую роль в регуляции 
хондрогенеза, остеогенеза и детерминации мужского пола.

SP (side population) — популяция клеток, активно выводящих красители ДНК 
и поэтому слабо окрашивающихся такими красителями. Содержит больше тка­
неспецифических СК относительно нефракционированных клеток той же ткани.

Src (Src, Yes, Fgr, Fyn, Lck, Lyn, Hck и Blk) — суперсемейство цитоплазматиче­
ских тирозиновых киназ, основателем которой является протоонкоген SRC, вхо­
дящий в состав вируса, вызывающего саркомы у птиц. Киназы этого суперсемей­
ства включают два домена, содержащих гомологичные последовательности и 
впервые обнаруженные в белке Src — SH2 и SH3 (Src homology region 2 и 3).

STAT (signal transducers and activators of transcription) — семейство белковых 
транскрипционных активаторов, которые после фосфорилирования и активации 
киназами семейства Jak транслоцируются в ядро и активируют группу специфи­
ческих генов-мишеней. Содержат домен SH2, который наделяет их способностью 
взаимодействовать со специфическими фосфорилированными сайтами тирози­
на на рецепторных тирозинкиназах, минуя взаимодействие с киназами семейст­
ва Jak.

Stbm (Strabismus) — белок, который модулирует сигналы планарной клеточ­
ной полярности и конвергентного расхождения (РСР-СЕ).

S uv39h l-2  — гистоновые метилтрансферазы, опосредующие формирование 
комплекса «покетных» белков с белками семейства НР-1 и формирование гетеро­
хроматина.

SWI/SNF (SWItch/Sucrose NonFermentable) — семейство комплексов, ремоде­
лирующих нуклеосомы у дрожжей, которые включают несколько белков-продук- 
тов генов SWI и SNF (Swil, Swi2/Snf2, Swi3, Swi5, Swi6), а также несколько 
других белков. Комплексы SWI/SNF обладают АТФазной активностью, стимули­
рующей ДНК, и способны дестабилизировать взаимодействие между ДНК и гис- 
тонами в нуклеосомах в обратимой манере.

SWR1 — комплекс, ремоделирующий хроматин путем зависимой от АТФазы 
замены гистонового димера Н2А-Н2В в нуклеосомах на димер, содержащий вари­
антный гистон HTZ1 (в клетках млекопитающих называется H2Az). Комплекс 
SWR1 содержит АТФазу Tip49a/Pontin52.

Tage — металлопротеиназа, модифицирующая белок Tnfa, осуществляет про­
теолиз Notch на стадии S2.

Tfe3 (transcription factor binding to IGHM enhancer 3) — транскрипционный 
фактор, связывающийся с инхансером 3 IGHM, член семейства транскрипцион­
ных факторов HLH. Связывает мотив mu-ЕЗ в инхансере гена тяжелой цепи им­
муноглобулинов, экспрессируется во многих клеточных типах.

TGFp (transforming growth factor P) — суперсемейство ростовых факторов, 
участвующих в регуляции функций различных СК (см. гл. 7).
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T hy l (CD90) — гликопротеин, экспрессирующийся на клетках тимуса и ССК 
различной тканевой специфичности.

T ip49a/Pontin52 — АТФаза/геликаза ДНК, которая представляет собой ка­
талитическую единицу в нескольких комплексах, ремоделирующих хроматин у 
различных видов животных, например Trrap/p400/Tip60, Ino80, SWRCAP/SWR1, 
Brg-1 и Cbp/p300.

TIP60 — белок, принадлежащий к семейству гистоновых ацетилтрансфе- 
раз. Функционирует как линейно-специфический транскрипционный регулятор, 
обладает способностью рекрутировать дополнительные тканеспецифические ко­
факторы.

ТКО — тройной нокаут всех трех членов семейства продукта гена ретинобла­
стомы. Эмбриональные фибробласты с ТКО получают от плодов мышей после 
скрещивания линий с генотипом RB-/+ и р 1 0 7 -/-  р130—/ —.

Т-loop (Т-петля) — подвижный участок аминокислотной последовательности 
С-концевой части Cdk, получивший свое название из-за наличия треонинового 
остатка Thrl60, фосфорилирование которого необходимо для активации Cdk.

Tie (transducin-like enhancer of split) — транскрипционный супрессор, гомоло­
гичный белку Groucho у млекопитающих.

Tnf-a (tumor necrosis factor-a) — a -фактор некроза опухолей, белок семейства 
цитокинов. Вызывает острую фазу воспалительной реакции, апоптоз, ингибирует 
туморогенез и репликацию вирусов. Сверхпродукция Tnf-a у человека может вы­
звать возниковение опухолей.

TR — РНК-овый компонент теломеразного комплекса.
Trithorax (TrxG) — многокомпонентный белковый комплекс, поддерживаю­

щий в активном состоянии экспрессию генов семейства НОХ в эмбриональном 
периоде и вместе с семейством PcG регулирующий самоподдержание и выбор су­
дьбы в эмбриональных и соматических стволовых клетках.

Тгтар (transformation/transcription domain-associated protein) — белок, взаи­
модействующий с трансформационным/транскрипционным доменом. Адаптор­
ный белок, входящий в состав различных многокомпонентных комплексов с ак­
тивностью гистоновых ацетилтрансфераз и придающий этим комплексам специ­
фическую метку, означающую их участие в эпигенетической транскрипционной 
активации. Играет центральную роль в активации и трансформации, опосредо­
ванной Мус, опосредует транскрипционную активацию, вызываемую р53, E2fl, 
E2f4, р-катенином и другими белками.

Ubf (upstream-binding factor) — фактор, усиливающий транскрипцию РНК-по- 
лимеразой I. Содержит мотив LxCxE, с помощью которого он взаимодействует 
с pRb в регуляции транскрипции.

UTR (untranslated region) — нетранслируемая область гена или мРНК.
VEGF (vascular endothelial growth factor) — сосудистый эндотелиальный рос­

товой фактор. Представляет семейство ростовых факторов, родственных PDGF, 
сигнальных белков, регулирующих рост сосудов путем активации тирозинкиназ- 
ных рецепторов.

Xkid — белок, подобный кинезину, который способствует движению хромо­
сом от полюсов веретена к экватору метафазной пластинки, препятствуя расхож­
дению хромосом.

Y yl — убиквитарный транскрипционный фактор, содержащий домен типа 
«цинковый палец». Участвует в репрессии и активации множества промотеров. 
Yyl способен опосредовать взаимодействие белков семейств HAT и HDAC с про- 
мотерами генов, активируя или супрессируя их активность.
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Wifi (Wnt inhibiting factor 1) — фактор 1, ингибирующий активацию сигналь­
ного пути Wnt; физически связывает лиганды Wnt, препятствуя их взаимодейст­
вию с рецепторами Fz.

Wigl — белок, связывающий двухцепочечную РНК. Ингибирует рост опухо­
лей in vitro, опосредует функцию р53 при повреждении ДНК.

Wnt/p-катенин — сигнальный путь, участвующий в регуляции функций раз­
личных типов СК (рассматривается в гл. 8).

Wntless/evenness interrupted (WLS/EVI) — ген, продукт которого регулиру­
ет секрецию белков Wnt во внеклеточное пространство.
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Стволовая клетка

о

Л "
(D Ш 

I

Асимметричное деление

/ ( § ) Коммутированные временно 
амплифицирующиеся клетки

Дифференцировка

Разобщены -> СопряженыСигнальные пути деления, старения, 
дифференцировки или апоптоза

Рис. 1.2. Иммортальность и дифференцировочный потенциал стволовых клеток регулируется 
путем сопряжения самоподдержания с убиквитарными функциями клеток



Ось полярности тела

дифференцирующиеся
клетки

Рис. 1.7. Различные механизмы контроля асимметричного деления стволовых клеток: 
а — асимметричное деление регулируется путем асимметричной локализации белкового комплекса 
Раг-3/6; б — белок Numb локализуется в той дочерней клетке, которая дифференцируется; в — до­
черние клетки наследуют различную судьбу благодаря действию факторов ниши (Betschinger J.,

Knoblich J. А., 2004)

Эмбриональные стволовые клетки Бластоциста
Внутренняя
клеточная

масса
Оплодотворенная 

яйцеклетка

Дифференцирующиеся 
клетки сперматогония

Сперма­
тозоид /

Зародышевые стволовые клетки

Кожа Почки Печень Легочный Кровь Соедини- 
эпителий тельная

ткань

Рис. 1.9. Классификация стволовых клеток

Нервная ткань



Желевидная Полярное тельце 
оболочка

Материнский 
и отцовский 
пронуклеусы

Оплодотворенное
яйцо

Две клетки,
1,5 дня

Морула, содер­
жащая восемь 
клеток, 2,5 дня

Морула, содер­
жащая шестнад­

цать клеток, 3 дня

Внутренняя клеточная масса
Бластогель

Трофобласт

Бластоциста, 4 дня 

Рис. 1.11. Ранние стадии развития мыши

Перенос клеток внутренней 
клеточной массы под капсулу 

яичка или почки зрелой мыши

Трансформация клеток 
и возникновение 

тератокарциномы

Анэуплоидный рост 
с признаками разнонаправ- 

*■ ленной дифференцировки

Бластоциста

Культура клеток 
эмбриональной карциномы

I Нормальный диплоидный рост 
С Е 1 L ®  без признаков

Культура эмбриональных дифференцировки 
стволовых клеток

Рис. 1.13. Схема получения эмбриональных стволовых клеток и клеток эмбриональной
тератокарциномы



129SLJ/ +

9

1967 1
Асцитная

форма
тератомы

129+/+

X

1975
-► 200 трансплантаций до образования 

«эмбриоидных телец»

C57b/b

9 Клетки введены в бластоцисту 
мыши с генотипом C57b/b гаем Эмбриоидное

тельце

C57b/b

Бластоциста перенесена 
псевдобеременной самке

Рис. 1.14. Схема получения химерных мышей из клеток злокачественной тератокарциномы
(Mintz В., Illmensee К., 1975)

Внутренняя 
клеточная масса

Бластоциста ЭСК в культуре 
in vitro

Ретиноевая Инсулин, тиреоидные 
кислота гормоны

— 1 ---------------------► Жировые клетки

Ретиноевая кислота

M-CSF, IL-3, IL-1
-> Макрофаги

Дибутирил сАМР, 
ретиноевая кислота

Гладкомышечные
клетки

*
FGF-2, FGF-2, 

FGF EGF PDGF 
------► ------- ►

Астроциты Олигодендроциты

Рис. 1.19. Получение тканеспецифических клеток из ЭСК в опытах in vitro: cAMP — цикличе­
ский AMP; FGF — фибробластный ростовой фактор, FGF-2 — фибробластный ростовой фак­
тор 2. EGF — эпидермальный ростовой фактор, PDGF — тромбоцитарный ростовой фактор, 
M-CSF — макрофагальный колониестимулирующий фактор, IL-1 — интерлейкин-1, IL-3 — 

интерлейкин-3 (Alberts В. [et al.], 2004)
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Вход в фазу М
Выход из фазы М

Дифференцировка
----------------------►

Цитокератины 1,2,6,7,13,18,19, 
щелочная фосфатаза кишечника

Рис. 1.24. Klf4 ингибирует клеточный цикл и активирует эпителиальную дифференцировку
(Chen X. [et al.]. 2003)

Митотическое

Рис. 2.2. Фазы клеточного цикла (Morgan D.O., 2007)



Соматические
клетки
человека

Эмбрионы
Xenopus

Пивные
дрожжи

D H  Ж  Ш Ж ;:Л 8 'Л  Щ Ш Я  Ш'ШШШШ.  ■  Шзь
часы

шш ■  ■  тя т я  я м
ш  ̂ | Ш

tt 1 2 Я
часы

о 1
часы

Пекарские
дрожжи —(.I Я Н й Г1 fc И Я

т 1 т 1
часы

Рис. 2.3. Различия в структуре клеточного цикла в клетках различных типов. Продолжитель­
ность фаз клеточного цикла показана различными цветами: фазы S — красным, митоза -  зе­
леным, цитокинеза — синим. Шкала времени в часах показана ниже каждого клеточного типа. 
У пекарских дрожжей цитокинез не показан для упрощения, так как клетки этого типа начи­
нают формировать почку в поздней фазе G1 и завершают разделение дочерних клеток после 

первой половины следующего клеточного цикла (Morgan D.O., 2007)

Пивные дрожжи

С Ю
G1

б

Пекарские дрожжи

G1

Рис. 2.4. Сравнение клеточного цикла у пивных (а) и пекарских (б) дрожжей
(Alberts В. [et al.], 2004)

i



Рис. 2.5. Изучение клеточного цикла у дрожжей с помощью температурно-чувствительных
мутантных генов:

а — в пермиссивных условиях клетки с мутантным геном CDC делятся нормально и проходят все 
фазы клеточного цикла; б — в рестриктивных условиях клетки останавливаются в той точке клеточ­
ного цикла, для прохождения которой необходим нормальный продукт мутантного гена, например

в точке R1 (Alberts В. [et al.], 2004)

В

Митотический цикл в бесклеточной системе длится 40—60 мин

Рис. 2.7. Воспроизведение клеточного цикла в бесклеточной системе (Alberts В. [et al.], 2004)



Специфические последовательности ДНК 

Амплификация путем ПЦР 

Нанесение на стекло с помощью робота

Проба мРНК нормальной 
ткани, конвертированная 

в кДНК и меченная 
красным флюорохромом

Л/ Л/ /Ч/ ■ 
/Ч/ Л/ 
Л/ А/ t

*4/ 
✓Ч/ Л/ Л / / \ /  
/V /V

Проба мРНК опухоли той же 
ткани, конвертированная 

в кДНК и меченная 
зеленым флюорохромомГибридизация

I
Отмывка

• • • • • • С

Позитивные, негативные 
и промежуточные рисунки связывания

Рис. 2.23. Использование молекулярного дисплея для анализа роли транскрипционной актива­
ции генов, связанных с клеточным циклом (Alberts В. [et al.], 2004)

G1 S — —  G2

Гибридные
клетки

Рис. 3.1. Схема опыта, доказывающего существование механизма контроля инициации 
репликации ДНК. G l, G2. S -  клетки, находящиеся в одноименных фазах клеточного цикла

(Alberts В. [et al.], 2004)



Точка контроля репликации — фосфорилирование 
и инактивация Cdc25c препятствует активации М —Cdk

Киназы, ингибирующие C dkl

Негативная обратная связь 

Рис. 3.5. Механизм активации М—Cdk (Alberts В. [et al.], 2004)

Кинетохор 
с неприкрепленной 

хромосомой

Активация 
транскрипции 

гена CDC20

Ингибиторный 
* комплекс Контрольная точка 

митотического веретена

Циклин М —

Неактивный 
Sicl

Деградация циклина М 
в протеасомах

Рис. 3.8. Механизм активации АРС* и инактивации М—Cdk в ходе митоза (Peters J. М., 2002)
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расхождение хромосом

Диссоциация комплекса, 
расхождение хромосом

Рис. 3.10. Механизм контрольной точки митотического веретена 
(May К. М., Hardwick К. J., 2006)

Atr

Фаза S

Mdm2 — I  а
Убиквитинация 
в протеасомах

Деградация Cdc25a f
в протеасомах

Активация 
транскрипции

Остановка 
клеточного цикла

Остановка 
клеточного цикла

Рис. 3.14. Механизм остановки клеточного цикла в фазе G1 при повреждении ДНК
(Morgan D. О., 2007)
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Рис. 3.15. Механизм остановки клеточного цикла в фазе G2/M при повреждении ДНК
(Morgan D. О., 2007)

Амплификация ДНК 
ddATP ddTTP ddCTP ddGTP

0
1

CH

Основание

2 О

Основание
CH2 о

3' ОН 3'
Дезоксинуклеотид- Дидезоксинуклеотид- 
трифосфат (dNTP) трифосфат (ddNT)

б'-праймер4

3'

IGGTAGCA 
ICCATCGTGGI

Электрофорез ДНК

Рис. 4.4. Схема секвенирования ДНК по Сэнджеру (Sanger F. [et al.]. 1977)
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Фактор выживания Прокаспаза 9

I Плазматическая 
( PRI)w  \ л  мембрана

т

Остановка клеточного цикла

Интегрин —

Белок 14—3—3

Активный Вс1-2

Й | - *  ф

Каспаза 9

Неактив­
ный Bad

Фактор 
семейства 

Активный Bcl-2 FOX

Ген лиганда Fas

Апоптоз

1

Лиганд Fas
Белок

1 4 - 3 - 3

Рис. 4.22. Механизмы активации выживания клетки путем супрессии апоптоза
(Alberts В. [et al.|. 2004)

Н4 Н2В

Хроматиновая нить типа «бусы на нитке»

Нить хроматина 
диаметром 30 нм *

Белки, связывающие 
специфические 

последовательности ДНК

Рис. 5.1. Схема строения отдельной нуклеосомной частицы и регулярной структуры хроматина:

а — схема строения отдельной нуклеосомной части; б — схема строения регулярной структуры 
хроматина (Santos-Rosa Н., Caldas С., 2005)



Н4 N | I Ь =Г  Ч-/ С 
, «Хвост» , ,  Мотив «гистоновая укладка» ,

ГистонШ Гистоновые 
«хвосты»

Рис. 5.2. Схема строения основных гистонов и их взаимодействие между собой 
в 30-нанометровой нити хроматина: 

а — схема строения гистонов:
6 — схема формирования 30-нанометровой структуры хроматина (Morgan D. О., 2007)

Рис. 5.3. Механизмы специфического взаимодействия регуляторных белков с нуклеосомами
(Kouzarides Т., 2007)
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Факторы базальной транскрипции 
и РНК-полимераза II

Транскрипционная активация

Рис. 5.4. Белки, регулирующие активность генов, вызывают локальные изменения структуры
хроматина (Alberts В. [et al.], 2004)

_ —  ДБД

Рис. 5.8. Схема инициации транскрипции у эукариот с помощью РНК-полимеразы: 
а -  область контроля гена включает последовательность ДНК. вовлеченную в регуляцию

его транскрипции;
б -  транскрипция инициируется после привлечения к промотерной области гена комплекса 

РНК-полимеразы (Alberts В. [et al.). 2004)
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Рис. 5.16. Метод иммунопреципитации хроматина (Hatzis P., Talianidis I., 2002)
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Рис. 5.18. Молекулярная характеристика Lin-4, основателя семейства мкРНК 
(Не L., Hannon G. J., 2004)
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Рис. 5.19. Модель биогенеза и посттранскрипционной супрессии мкРНК и миРНК 
(Filipowicz W. [et al.], 2008)
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Рис. 6.4. Механизм формирования структуры гетерохроматина в теломерах пекарских 
дрожжей (Morgan D. О., 2007)
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Рис. 6.12. Модификации гистонов комплексами, формирующимися из факторов 
семейств PcG и TrxG (Pietersen А. М., van Lohuizen М., 2008)
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В нормальных условиях комплекс Nicd/Csl 
активирует транскрипцию гена HES 1 

мишени N otchl

Рекомбинантный белок 
Creb-Maml2

Рекомбинантный белок СгеЬ-Маш12 
супрессирует транскрипцию 

генов-мишеней N otchl

При слизисто-эпидермоидной форме карциномы слюнной железы отмечается 
специфическая транслокация, лежащая в основе образования 

рекомбинантного белка Creb-Maml2

у К

Рекомбинантный белок
Creb-Maml2 Транскрипция

активирована

ДНК-связывающий сайт Creb

Рис. 7.24. При раке слюнной железы ингибиция сигнального пути Notch сочетается с актива­
цией экспрессии транскрипционного фактора Creb: 

а — в нормальных условиях Nicd образует транскрипционный комплекс с Csl и Маш12;
б -  рекомбинантный белок СгеЬ-Маш12 активирует транскрипцию с промотера гена, содержащего

сайт связывания Creb;
в -  образование рекомбинантного белка Creb-Maml2 ингибирует экспрессию генов-мишеней Notchl

(Lefort К., Dotto G. P., 2004)
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Плазматическая
мембрана

Сег | wnt

Lrp5/6
О
С

Lrp5/6

Рис. 8.5. Рецепторы и антагонисты Wnt:
— белки Wnt инициируют передачу сигналов в каноническом сигнальном пути путем связывания 

с рецепторами Frizzled и корецепторами Lrp; 
б — антагонисты Wnt, предотвращающие взаимодействие между Wnt и Frizzled; 

в — антагонисты Wnt, предотвращающие взаимодействие между Frizzled и Lrp 
(Kawano Y„ Kypta R., 2003)
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Введение летально облученной сингенной мыши 
костномозговых клеток, меченных ретровирусным вектором

Летальное
облучение

Рестрикционный и гибридизационный анализ 

Т-клетки В-клетки циты Макрофаг

Получение костномозговых 
клеток мыши-донора

Введение в кроветворные клетки 
ретровирусного вектора

<э о  © Рестрикция по сайтам введенной 
ретровирусной ДНК, 

электрофорез и ДНК-гибридизация

----- Уникальный фрагмент векторной ДНК

Рис. 10.7. Схема опыта, доказывающего мультипотентность СКК

Трансгенная мышь, 
экспрессирующая Gfp Костномозговые клетки МСК, экспрессирующие Gfp 

в культуре in vitro

Рис. 10.10. Схема получения и свойства мезенхимальных стволовых клеток. Мезенхимальные 
стволовые клетки получают с помощью культивирования клеток костного мозга трансгенных 

мышей, повсеместно экспрессирующих зеленый флюоресцирующий белок (Gfp)
(Popov В. V. [et al.], 2007)
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