
VI Регуляция клеточного 
деления

1. Циклины и циклин-
зависимые киназы 



Клеточный цикл



Определение фаз КЦ
• Период между двумя делениями называется интерфазой.          В 

клетках млекопитающих интерфаза длится от 12 до 24 часов.  В это 
время в клетке постоянно синтезируется РНК, белки. Клетка 
увеличивается в размерах. Интерфаза делится на 4 периода:           Gap 
(интервал) 0 (G0), Gap 1 (G1), S (synthesis) phase, Gap 2 (G2).

• G1 фаза – период высокой метаболической активности и роста 
клетки между митозом и репликацией ДНК.

• S фаза – период синтеза (репликации ДНК). Количество ядерной 
ДНК увеличивается в два раза от 2n до 4n.

• G2 фаза– период подготовки к митозу. Продолжается клеточный 
рост и синтез необходимых белков

• M фаза – деление клетки на две дочерние с уменьшением в них 
количества ДНК от 4n до 2n. 



Сверочные точки КЦ



G1-сверочная точка

• Проверка повреждения ДНК
• Роль белка р53



G1 сверочные точки
G1-postmitotic,  G1-ps для G1-pre-S



G1 сверочные точки



Сверочные точки КЦ



Проверка завершенности S-фазы

Клетка мониторится 
на присутствие 
фрагментов Оказаки



Проверка повреждений ДНК (на 
примере дрожжей)-1



Проверка повреждений ДНК (на 
примере дрожжей)-2



Сверочные точки КЦ



Проверка веретена Формирование 
центросомы 



Центросома и система микротрубочек в профазной, 
метафазной и интерфазной клетках

Тройное иммунофлуоресцентное 
окрашивание выявляет 
микротрубочки (красный цвет), 
центросому (зеленый цвет) и 
ДНК (синий цвет). 
Положение центросом показано 
стрелками.



Упрощенная схема строения центросомы в 
интерфазных клетках млекопитающих в середине 

S-фазы клеточного цикла



Ультраструктура центросомы в 
митотической клетке млекопитающих



Роль BRCА1 в формировании 
центросомы 

• BRCA1 - обладает убиквитин-зависимой 
лигазной активностью. Контролирует 
локализацию гамма-тубулина в центросоме

• Активен в комплексе с белком BRCA1 associated 
ring domain (BARD1) 

• AURKA фосфорилирует BRCA1, вызывая  
ингибирование убиквитин-зависимой лигазной 
активности BRCA1.



Регуляция центросом BRCA1-зависимой 
убиквитиновой лигазой и 

Aurora A киназой

Результат потери функции BRCA1 и 
переэкспрессии AURRA (60% РМЖ) – 
амплификация центросомы



Фазы митоза



Разделение сестринских 
хроматид



Варианты КЦ



Циклины и их киназы



Циклины в КЦ



Циклины и их киназы в КЦ



Циклины в КЦ



Киназы в регуляции КЦ



Циклины и их киназы в КЦ
Циклины Циклин-зависимые 

киназы
(CDk)

Фаза КЦ

D1-4
2,4 (PSK-j3),6 G1

C 8 (K35) G1

E1-2
2,4,5,6 G1/S

G1-2
GAK (G-ассоциированная 
киназа)

G1/S

A1-2
1,2,3 S

A1-2
1,2,3 G2/M

F G2/M

B1-3 M



CDk, циклины и их 
субстраты-1



CDk, циклины и их 
субстраты-2



CDk, циклины и их 
субстраты-3



Активность CDk в тканях 
человека



Модель контроля G1 в стволовых 
клетках



Структура CDk2 человека, связанной 
с АТP

Небольшая N-терминальная 
доля содержит В-полоску и 
PSTAIRE спираль. Показан 
большой С-конец. Активный 
центр взаимодействует с АТP. 
Т-петля (146-170 ам.о.) 
выделена. Мономерный белок 
неактивен, так как Т-петля 
препятствует взаимодействию с 
субстратом. 



Структура циклина 
А(а) и Н(в) человека



Структура Cdk2-циклин 
А1-АТP комплекса человека 

Cdk2 расположена слева. Циклин А 
– справа. Т-петля обозначена 
черной стрелкой. Связывание Cdk2 
и циклина А включает 
взаимодействие между спиралью 
PSTAIRE Cdk-2 и  спиралями 3 и 5 
циклина А, а также между спиралью 
N циклина А и С-терминальной 
областью Cdk2. Связывание циклина 
вызывает значительные 
конформационные изменения в 
Cdk2. Спираль 1.12 Т-петли 
расположена в β-цепи, позволяя 
спирали PSTAIRE двигаться 
вовнутрь, чтобы корректировать 
расположение участка цепей, 
участвующих в ориентировке 
фосфата АТФ. Т-петля является 
уплощенной относительно ее 
позиции в мономере.



Регуляция Cdk активности 
фосфорилированием



Регуляция митоза



Polo-киназа в регуляции 
митоза



Ингибиторы Cdks

2 Семейства CKI:

• Cip/Kip (Cdk ингибиторные белки) р21, 
р27,р57 – ингибируют Cdk2 и Cdk4/6 (G1/S 
контроль)

• INK4 (ингибиторы киназ) р15, р16, р18 и 
р19 (узкоспецифичны для Cdk4/6) 



Структура связи комплекса Сdk2-циклин А1 с 
усеченным пептидом р27 

Пептид р27 (затемнен) протянут 
через вершину комплекса, причем 
N-конец связан с циклином А1, а С-
концевая область  на некотором 
протяжении взаимодействует с 
субъединицей Сdk2, разрывая β-
складку малой доли и внедряя 
малую спираль в АТФ-
связывающий  сайт. Сdk2  в этом 
комплексе фосфорилирована 
киназой CAK по Thr161 Т-петли. 
Представленная структура 
иллюстрирует эффект 
фосфорилирования, что приводит к 
дальнейшему сплющиванию Т-
петли относительно ее позиции в 
нефосфорилированном комплексе.



Контроль митоза киназой 
М фазы



Cdk-комплексы в G1 и S фазы



Регуляция циклинов
• - Транскрипция (E2F стимулирует ЦА и Е 

в S фазе) или ЦD RAS-RAF-MAP киназный 
каскад или сАМP.

• - Деградация протеолизом



Структура протеосомы
Коровая частица (CP)

• СР состоит из 2 копий 14 различных белков.
• Они объединены в группу из 7, образующих 

кольцо.
• 4 кольца складываются друг с другом

Регуляторная частица (RP)
• Есть 2 идентичные RP на каждом конце 

коровой частицы. 
• Каждая состоит из 14 различных белков. 
• 6 из них -  ATPases. 
• Некоторые субъединицы содержат сайты, 

распознаваемые убиквитином

Убиквитин
• Небольшой белок  (76 аминокислоты) 
• Высококонсервативный 
• Используется для разрушения белков-

мишеней



Убиквитинация



Выход из деления-1



Выход из деления-2



Деструкция митотических 
циклинов 

• Циклосома АРС (anaphase promoting 
complex) – метафаза-анафаза (Cdc20) и 
выход из митоза (Hct1).

• Субстрат для АРС-Cdc20 – белки секурин 
и сепарин, удерживающие сестринские 
хроматиды. Для 

• АРС-Hct1осуществляет 
убиквитирование ЦВ.

• APC инактивируется G1 циклинами



Регуляция циклинов в КЦ



Нобелевская премия по физиологии и медицине за 
2001 г.

• Присуждена американцу Леланду Хартвеллу и 
англичанам Тимоти Ханту и Полу Нерсу. Этой 
награды ученые удостоились за значительные 
достижения в области исследований 
клеточного цикла. В заявлении Нобелевского 
комитета говорится, что эти открытия “будут 
применяться при диагностике опухолей и в 
конце концов приведут к разработке новых 
способов борьбы с раком”. 



Сверочные точки в КЦ



Киназы КЦ в развитии рака-1 



Киназы КЦ в развитии рака-2 



Киназы КЦ в развитии рака-3



Экспрессия киназ КЦ в 
опухолях человека



Киназы КЦ в терапии рака



2. Раковые супрессорные гены или 
онкосупрессоры

• RB 

• р53 (ТР53)
   Развитие рака происходит из-за потери 

функции РСГ



•RB Белок



Развитие ретинобластомы 
(q14 делеция в 13-й хромосоме)



Роль вирусных онкогенов



Комплекс RB с вирусным белком



RB белок в регуляции КЦ



RB белок в регуляции КЦ



Фосфорилирование RB 
контролируется в КЦ

Блокирование КЦ прекращается, 
когда RB фосфорилируется (в 
норме) или когда это 
секвестируется опухолевым 
онкогеном (в раковых опухолях)



Структура RB белков

rb1 (encoding P105) {13q14.1–q14.2}, 
rb2 (encoding P130) {16q12.2}, 
rbl1 (retinoblastoma-like-1, encoding P107) {20q11.2}



Семейство RB белков



RB белки в клеточном цикле



Модель регуляции КЦ 
карманными белками



Взаимодействие регуляторных 
белков в G1-фазе



Семейство E2F млекопитающих



Экспрессия E2Fs во время КЦ



E2Fs и рак



Парадигма взаимодействия 
E2F-RB в раковых клетках



• В ядре непролиферирующих клеток остается RB 
гипофосфорилированным и формирует белковый 
комплекс E2F-RB, т.о. ингибируются гены, регулирующие 
вход в S1-фазу. Гипофосфорилированный RB также 
напрямую связывает и ингибирует активаторы E2F (E2F1- 
E2F3). RBинактивирован во многих типах рака, часто из-за 
мутации гена, локализованного на длинном плече 
хромосомы 13 (13q14.3) или из-за нарушения компонентов 
E2F-RB пути. Например, CCND1 переэкспрессируется или 
амплифицируется в раковых клетках, в итоге, нарушается 
функция E2F из-за активации CDK4 и CDK6 и RB 
гиперфосфорилируется. CDK4 и CDK6 часто 
переэкспрессируется, мутируют или амплифицируется в 
раковых клетках. Во многих раковых клетках ингибированы 
INK4A, p21, p27, в норме антагонисты фосфорилирования 
RB. 

• Диссоциация гиперфосфорилированного RB из комплекса с 
RB ведет к неконтролируемому накоплению  E2F,(E2F1 и 
E2F3.



p16 в регуляции КЦ



Р16 и старение



p21 и p27 в регуляции КЦ



Белок p53 – ключевой 
онкосупрессор. Роль в 

онкологии



Структура и функции р53

• - ДНК-связывающий белок (впервые описан в 1979 г.)

• - Фактор транскрипции (активация, 
супрессия генов) 

• Страж генома
• Локализация: 17 хромосома
• Размер - 20kb (11 экзонов)
• Белок р53 – олигомерный ФТ (393 о.ак),
   организован в 5 структурных и 

функциональных районов



Родословная семьи с синдромом 
Li-Fraumeni (1969)

Частота: 1:5,000 человек 



Последовательности, 
узнаваемые р53

PuPuPuC(A/T)(T/A)GPyPyPy



Доменная структура р53 белка



Доменная структура р53 белка



Структура корового домена р53



3D структура p53 



р53 регулирует рост



р53 отвечает на повреждение ДНК



Неспецифические последовательности ДНК, с 
которыми может связываться р53



р53 и апоптоз



p53 активирует несколько независимых путей. 
Активация ареста КЦ вместе с геномной 

нестабильностью – альтернатива апоптозу



Регуляция активности р53

• 1. В норме его экспрессия невелика и 
контролируется убиквинированием и 
протеосомной деградацией.

• 2. Индукция в ответ на стимулы 
(посттранскрипционная модификация)

• 3. Деградация белка SUMO-1                 + 
др. белки

• 4. Роль белка mdm2
• 5. Механизмы повреждения р53



Каждый путь, который активирует р53, вызывает 
модификацию определенных остатков аминокислот белка





MDM2 в регуляции р53

• 1991 г. - впервые показано его 
взаимодействие с р53



Структура белка Mdm2



Mdm2 регулирует p53-зависимый ответ 
на повреждение ДНК

Mdm2 связывается с p53, который 
регулирует многие гены. До 
повреждения ДНК Mdm2 
взаимодействует с p53 и 
рибосомным белком  RPL26, 
приводя к убиквитинации и 
протеосомной деградации. При 
повреждении ДНК
Mdm2 и  p53 модифицируется пост-
транскрипционно и не могут 
больше взаимодействовать.  Теперь 
p53 может регулировать экспрессию 
генов. Недавно показано, что Mdm2 
взаимодействует с mRNA  самого 
p53  и супрессирует трансляцию. 
Кроме того, белок RPL26 является 
также регулятором трансляции р53. 
При повреждении ДНК его 
взаимодействие с Mdm2 также 
прекращается, что приводит к 
увеличению уровня белка р53. 



Комплексный контроль р53



Убиквитин-E3-лигазы, 
регулирующие активность  p53



Активация р53 в ответ на 
стресс



Регуляция экспрессии гена Mdm2
У гена Mdm2 два 
промотора. P1 
контролирует базальную 
экспрессию,  P2 промотор  
использует стартовый сайт 
у первого экзона 1b.
P2 – индуцибельный 
протомор, регулируется 
многими ФТ, включая 
RXR, AP-1, семейство Ets, 
Smad2, Smad3 и сам p53.
Транскрипты с промоторов 
P1 and P2 имеют различные 
нетранслируемые регионы 
и разную длину. 



Онкогенные пути усиливают 
экспрессию Mdm2



Онкосупрессоры контролируют 
функцию Mdm2

Белок p14ARF – негативный регулятор 
Mdm2, он транскрипционно 
регулируется  ФТ семейства E2F. Белки 
RB регулируют функцию 
E2F. Многие компоненты этого пути 
являются онкогенами  
(Cyclin D, Cdk4, and Cdk6)  или 
онкосупрессорами (p16INK4A и
pRB). TGFb-путь также осуществляет 
супрессорный эффект через 
p15INK4B.  Путь TGFb регулирует 
экспрессию  p14ARF напрямую через 
взаимодействие белков Smad  с 
геномным локусом ARF.



Р16 и ARF

Ген p16 
охватывает локус 
Ink4b/ARF/Ink4a на 
хромосоме 9p21. 
Две различных 
рамки считывания 
используются для 
транскрипции 
p14ARF 
(альтернативная 
рамка 
считывания) и р16 
ген-супрессор 
опухолей



РСГ осуществляют контроль КЦ



Р53 – мишень в химиотерапии
В нормальных клетках  p53 тонко 
регулируется. MDM2 стимулирует p53 к 
протеосомной деградации. 
Повреждение ДНК приводит к 
фосфорилированию  p53 и его 
диссоциации из  комплекса p53-MDM2 
и трансактивации downstream генов. 
Белок p73 принадлежит к  p53 
семейству и негативно контролируется 
iASSP. p73 также активируется 
химиотерапией и индуцирует апоптоз.   
Во многих опухолях мутантный p53 
связывается и инактивирует p73.  
Стратегия: (1) доставить wild-type p53 к 
раковым клеткам 
(rAd-p53), (2) удалить мутантный p53 
аденовирусом  (ONXY-015), (3) 
восстановление функции дикого  p53 
(CP-31398, PRIMA-1, CBD3, C-terminal 
peptides, Ellipticine), (4) ингибирование 
деградации  p53 (nutlins, RITA, MI-293),  
(5) активация других членов p53 
семейства для замены функции p53.



Гены-мишени р53



2011 г.: Согласно IARC, выявляется более, чем  26 000 соматических мутаций в 
(TP53 database version R14 (http://www-p53.iarc.fr/)



Наиболее часто встречаемые 
мутации р53



Относительная частота 
герминальных мутаций в p53



Изоформы р53



р63 и р53 белки 
(SAM – sterile alpha motive)



Экспрессия р63 в опухолях



Восстановление активности 
р53

• Введение в опухоль дикого p53 с помощью репликативно-дефектного 
аденовирусного вектора

•  CP-31398 – молекула на основе хиназолина, увеличивает 

термодинамическую стабильность мутантного р53.

• (PRIMA) –  p53 reactivation and induction of massive apoptosis -1 – небольшая 
молекула, ковалентно связывается с тиоловыми группами мутантного р53  и 
восстанавливает ДНК-связывающую активность.

• Пептид  53BP2, который связывают C-конец  p53 (остатки 490–498), или 

антитела, что стабилизирует  р53 и увеличивает его способность связываться с 
ДНК and showed that it could stabilize a p53 mutant and increase its capacity to bind

• DNA

• anti-mdm2 агенты
• Активировать апоптоз через p63 and p73



Маркеры РМЖ на 17-
хромосоме

Wei Zhang  and Yingyan Yu «The Important Molecular 
Markers on Chromosome 17 and Their Clinical Impact in Breast Cancer»
Int. J. Mol. Sci. 2011, 12, 5672-5683

TOP2A, TAU и  RDM1 гены, отвечающие на 
антрациклины, таксаны или цис-платин терапию 
соответственно, РСГ  p53, BRCA1 и HIC-1 важны в 
канцерогенезе МЖ



Функции маркеров



Примеры различных РСГ







Примеры нокаутных мышей с 
инактивированными РСГ или ПО



VHL онкосупрессор
Von Hippel-Lindau syndrome – наследственная 
мультисистемная болезнь, характеризующаяся 
ненормальным ростом кровяных сосудов.  

Часто сопровождается спорадической ренальной 
карциномой. 
Локализация – ядро и цитозоль.

Выполняет аналогичные р53 и RB функции


