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У всех многоклеточных животных сигнальный
путь JAK/STAT консервативен и представляет со�
бой относительно простой каскад реакций [1].
Находящиеся на поверхности клетки рецепторы
при связывании лиганда димеризуются и активи�
руют ассоциированные с рецептором молекулы
JAK�киназы, которые, в свою очередь, автофос�
форилируются (что повышает их каталитическую
активность), а также фосфорилируют субъедини�
цы рецептора по остаткам тирозина. На конечном

этапе происходит фосфорилирование основной
мишени пути – транскрипционных факторов
STAT по консервативному остатку тирозина.
Фосфорилированные факторы также образуют
димеры и транспортируются в ядро, где они за�
пускают транскрипцию генов�мишеней, связы�
ваясь со специфическими последовательностями
в геноме (рис. 1). 

В клетках многих высших эукариот на каждом
этапе сигнального пути задействовано целое се�

АКТИВИРОВАНИЕ СИГНАЛЬНОГО ПУТИ JAK/STAT В КУЛЬТУРЕ 
КЛЕТОК S2 Drosophila melanogaster

© 2013 г.   А. В. Шапошников*, А. С. Крындушкин, Ю. В. Николенко, В. В. Панов, 
Е. Н. Набирочкина, Л. А. Лебедева, Ю. В. Шидловский

Институт биологии гена Российской академии наук, Москва, 119334
Поступила в редакцию 26.12.2012 г.

Принята к печати 18.01.2013 г.

Сигнальный путь JAK/STAT играет важную роль в различных процессах онтогенеза у высших эукариот.
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рами транскрипции привлекается на регуляторные последовательности генов:мишеней и активирует их
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дящий в состав хроматин�ремоделирующего комплекса Brahma; S2 (Schneider 2 cells) – культура клеток Drosophla melano"
gaster; STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) – активатор транскрипции, участвующий в передаче сигнала;
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мейство факторов. Например, у млекопитающих
известно четыре киназы JAK и семь различных мо�
лекул STAT, но у некоторых эукариот, например, у
дрозофилы, основные участники представлены
единичными и уникальными факторами: рецепто�
ром является белок Domeless (DOME), JAK�кина�
зе соответствует белок Hopscotch (HOP), тран�
скрипционному фактору – STAT92E [3]. Более
простая система, характерная для дрозофилы, де�
лает ее более удобным объектом для изучения ука�
занного сигнального пути.

В организме дрозофилы JAK/STAT�путь акти�
вируется далеко не во всех клетках [2], что создает
дополнительные сложности в работах, требую�
щих значительного количества биологического
материала. Поэтому более целесообразно для ис�
следования этого сигнального пути использовать
культуры клеток дрозофилы. Одна из таких куль�
тур – эмбриональная линия клеток Schneider
(S2), относящаяся к клеткам гемопоэтического
ряда [4]. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Работа с культурой клеток S2. Клеточную ли�
нию Drosophila Schneider cell line 2 (S2) выращива�
ли при температуре 25°C в специальной среде для
этих клеток (“Sigma”, США), содержащей 10%
FBS (“HyClone”, США). Для активирования кле�
ток готовили свежий 10мМ раствор перванадата,
получаемый при смешении раствора ортованада�
та натрия до конечной концентрации 10 мМ и пе�
рекиси водорода – до 20 мМ. Раствор перванадата
затем обрабатывали каталазой (200 мкг/мл) для
удаления избытка перекиси.

Антитела к белкам STAT, TBP [6], TAF1 [6],
MOR [7] и РНК�полимеразе II [8] получали при
иммунизации кроликов [5]. Антитела к β�тубули�
ну (получены М. Климовски (M Klymkowsky)) и к
ламину Dm0 (получены А. Фишером (A. Fisher)
приобретены в Developmental Studies Hybridoma
Bank (США).

Выделение РНК и количественная ПЦР. То�
тальную клеточную РНК выделяли при помощи
тризола (“Invitrogen”, США) в соответствии с ре�
комендациями производителя. Для количествен�
ной ПЦР использовали ранее опубликованные
наборы праймеров [5].

Окрашивание клеток проводили по методике,
описанной ранее [6].

Иммунопреципитацию хроматина проводили,
как описано ранее [9]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Содержание фактора STAT в клетках S2

Ранее показано, что гены, кодирующие ком�
поненты пути (гены рецептора dome, киназы hop и

транскрипционного фактора stat), экспрессиру�
ются в клетках S2 [10]. Мы подтвердили эти дан�
ные, определяя белок STAT в клетках при помо�
щи вестерн�блот анализа (рис. 2). В клеточном
лизате детектируется белок STAT, идентичный по
подвижности белку STAT тканей эмбрионов дро�
зофилы. Сравнение содержания STAT, β�тубули�
на и ТАТА�связывающего белка TBP в клеточном
лизате S2 и в общем белковом экстракте эмбрио�
нов позволяет сделать вывод, что относительный
уровень STAT в клетках очень высок и превышает
относительный уровень в общем эмбриональном
экстракте, несмотря на то, что именно на стадии

Рис. 1. Схема активации сигнального пути JAK/STAT
у дрозофилы [2]. 
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Рис. 2. Вестерн�блот�анализ содержания фактора
STAT и контрольных белков в общем белковом экс�
тракте эмбрионов дрозофилы и лизате клеток S2.
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развития эмбриона наблюдается один из основ�
ных пиков активности гена stat [11].

Фосфорилирование STAT при обработке клеток 
S2 перванадатом 

Транскрипционная активность белка STAT пу�
тем его фосфорилирования по остатку тирозина
может быть стимулирована перванадатом [12, 13].
Обработка клеток этим реагентом приводит к
увеличению доли белка STAT, фосфорилирован�
ного по остатку тирозина [13], причем при низких
концентрациях перванадата (50–100 мкМ) увели�
чения общего уровня фосфорилирования тирози�
на в клетке не происходит [14]. Вестерн�блот ана�
лиз показал, что при обработке клеток перванада�
том в концентрации 100 мкМ (2 ч) накапливается
белок STAT с меньшей подвижностью (рис. 3),
который, по литературным данным [13], соответ�
ствует его фосфорилированной форме.

Перенос STAT в ядро при обработке клеток 
S2 перванадатом

При активации сигнального пути фосфорили�
рованная форма STAT направляется в ядро, где за�
пускает транскрипцию соответствующих генов�
мишеней. Мы изучили распределение в клетке
белка STAT до и после обработки клеток первана�
датом (100 мкМ, 2 ч). До обработки белок обнару�
живается и в ядре, и в цитоплазме, причем – в
сравнимых количествах. Обработка перванадатом
приводит к заметному накоплению STAT в ядре,
что может свидетельствовать об активировании
сигнального пути (рис. 4).

В ядре клеток может быть локализована как
фосфорилированная форма STAT (благодаря нали�
чию эндогенной киназной активности HOP в клет�
ках), так и нефосфорилированная форма, выпол�
няющая специфические функции в поддержании
структуры гетерохроматина [12]. Для доказатель�
ства того, что после обработки перванадатом бе�
лок проявляет специфическую транскрипцион�
ную активность, требуется измерение уровня экс�
прессии его генов�мишеней.

Подбор нормировочных генов для измерения уровня 
экспрессии генов!мишеней JAK/STAT! пути

Для измерения уровня экспрессии генов�ми�
шеней сигнального пути необходимо выбрать нор�
мировочные гены, активность которых не изменя�
ется при обработке перванадатом. Мы определяли
уровень экспрессии генов актина 5C, гистона H1,
ras2 при различных концентрациях перванадата
(100, 300 и 500 мкМ) в зависимости от времени об�
работки (2, 4, 6 ч). Уровень экспрессии первых двух
генов не изменяется по отношению к общему ко�
личеству РНК, а уровень экспрессии ras2 непосто�

PV(–) PV(+)

Рис. 3. Вестерн�блот�анализ белка STAT в суммарных
лизатах клеткок S2 до обработки перванадатом (PV(–))
и после обработки (PV(+)). Стрелкой показано поло�
жение фосфорилированной формы STAT.
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Рис. 4. Микроскопия клеток S2 до и после обработки перванадатом. Окрашивание ядра красителем DAPI (а, г), ядер�
ной оболочки антителами к ламину (б, д) и антителами к STAT (в, е). 
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янен (данные не приведены). Подсчет соотноше�
ния активности генов актина 5C, гистона H1 и ras2
показал, что уровень экспрессии первых двух ста�
билен друг относительно друга при обработке пер�
ванадатом, в то время как уровень ras2 значитель�
но изменяется (рис. 5). Можно сделать вывод, что
гены актина 5C и гистона H1 подходят для норми�
ровки в изучаемой системе. В дальнейшей работе
в качестве нормирующего использовали уровень
экспрессии гена актина 5C.

Оптимальные условия активирования 
JAK/STAT!пути

Далее подбирали оптимальные условия для
активирования JAK/STAT�пути. Определяя его
активность, мы измеряли уровень транскрип�
ции одного из основных генов�мишеней данно�
го пути – гена socs36E [15]. Варьировали кон�
центрацию перванадата (100, 300 и 500 мкМ) и
время инкубации (0.5, 1 и 2 ч) (рис. 6). Во избе�
жание вторичных эффектов при активации сиг�
нального пути, которые могли бы повлиять на
результаты, инкубацию более 2 ч не проводили.
Анализ активности гена socs36E показал, что оп�
тимум активации JAK/STAT�пути достигается
при обработке перванадатом в концентрации
100 мкМ в течение 2 ч. 

Специфическое активирование JAK/STAT!пути 
при обработка клеток перванадатом 

Мы определяли, изменяется ли активность
нескольких STAT�зависимых [16–21] генов при
обработке клеток перванадатом в концентрации
100 мкМ в течение 2 ч (рис. 7). Действительно,
экспрессия большинства изучавшихся генов
возрастает в несколько раз, при том что актив�
ность самого гена stat не изменяется. Также не

изменяется активность генов mor и Taf1, продук�
ты которых участвуют в активации транскрип�
ции. Белок MOR входит в состав основного хро�
матин�ремоделирующего Brahma�комплекса [22],
а TAF1 является субъединицей общего фактора
транскрипции TFIID [23]. Можно сделать вывод,
что наблюдаемая активация STAT�зависимых ге�
нов специфична и определяется эндогенным бел�
ком STAT, который фосфорилируется после обра�
ботки перванадатом.

Привлечение факторов транскрипции 
на промоторы STAT!зависимых генов 
при обработке клеток перванадатом 

Для подтверждения того, что STAT�зависимые
гены взаимодействуют с фактором STAT и други�
ми факторами транскрипции, поставлены опыты

Уровень транскрипции гена актина 5C
относительно гена гистона H1
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Рис. 5. Уровень экспрессии нормировочных генов друг относительно друга в присутствии перванадата. Количество
транскриптов измеряли при помощи количественной ПЦР и затем рассчитывали их соотношение. а – Соотношение
уровня транскрипции генов актина 5C и гистона H1; б – генов ras2 и гистона H1. За единицу принято соотношение в
клетках до обработки (точка 0 ч).
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Рис. 6. Анализ активности гена�мишени JAK/STAT�
пути socs36E при разных условиях обработки клеток
S2 перванадатом. Нормировка – на уровень тран�
скрипции гена актина 5C; за единицу принята актив�
ность гена в клетках до обработки (точка 0 ч).

9



490

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 3  2013

ШАПОШНИКОВ и др.

по иммунопреципитации хроматина. Фоновый
уровень оценивали по количеству осажденной
рибосомной ДНК (рис. 8). Содержание фактора
STAT, РНК�полимеразы II, а также белков MOR и
TAF1, значительно увеличивается на промоторах

генов после обработки перванадатом в концен�
трации 100 мкМ в течение 30 мин. На промоторах
контрольного гена актина 5C белок STAT не де�
тектируется ни до, ни после обработки первана�
датом. Не наблюдается также увеличения количе�
ства РНК�полимеразы II, белков MOR и TAF1 на
этом гене. Это свидетельствует о специфичности
наблюдаемых эффектов.

Приведенные данные подтверждают вывод,
что в клетках S2 присутствуют компоненты
JAK/STAT�пути, которые создают определен�
ный уровень активности соответствующих ге�
нов�мишеней. При обработке перванадатом в
концентрации 100 мкМ наблюдается дополни�
тельная специфическая стимуляция STAT�зави�
симых генов, что может оказаться полезным при
изучении молекулярных механизмов активации
указанного сигнального пути в клетках.

Работа получила финансовую поддержку Про�
граммы президиума Российской академии наук
“Молекулярная и клеточная биология”, а также
Министерства образования и науки Российской
Федерации (соглашение 8052) и Российского фон�
да фундаментальных исследований (13�04�00368). 

В работе использовали оборудование ЦКП
ИБГ РАН при финансовой поддержке Министер�
ства образования и науки Российской Федерации
(государственный контракт № 16.552.11.7067).
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