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Ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ëàìèíèí-ñåôàðîçå èç ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïà-
òîìû Çàéäåëà âûäåëåíî íåñêîëüêî êîìïîíåíòîâ, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ ëàìèíèíîì. Èõ ìîë. ìàññû ñîñòàâèëè
îêîëî 80, 67, 60, 55, 52, 48 è 43 êÄà. Ïðè âûäåëåíèè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ê ëàìèíèíó èç ïëàçìàòè-
÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû â ïðèñóòñòâèè MnCl2 îáíàðóæåíî, ÷òî â ýòèõ óñëîâèÿõ ïðè ýëþöèè
áåëêîâ ñ êîëîíêè ÝÄÒÀ âûÿâëÿåòñÿ ëèøü îäèí îñíîâíîé êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà. Áåëîê ñ
ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà áûë èäåíòèôèöèðîâàí ìåòîäîì ìàcñ-ñïåêòðîìåòðèè êàê GRP78 (78 kDa gluco-
se-regulated protein precursor), ïðèíàäëåæàùèé ê ñåìåéñòâó áåëêîâ òåïëîâîãî øîêà 70 êÄà, êîòîðûé, êàê
ïîêàçàíî â ïîñëåäíèå ãîäû ðÿäîì èññëåäîâàíèé, ìîæåò áûòü ëîêàëèçîâàí íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê, â òîì
÷èñëå ãåïàòîöèòîâ.
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Ëàìèíèíû — ýòî ðàñòóùåå ñåìåéñòâî ãåòåðîòðèìåð-
íûõ ãëèêîïðîòåèíîâ âíåêëåòî÷íîãî ìàòðèêñà (ÂÊÌ), îá-
íàðóæèâàåìûõ â ñîñòàâå áàçàëüíûõ ìåìáðàí (ÁÌ) â òåñ-
íîì âçàèìîäåéñòâèè ñ ïîâåðõíîñòüþ êëåòîê. Ëàìèíèí
èãðàåò çíà÷èòåëüíóþ ðîëü â ïðîëèôåðàöèè ãåïàòîöèòîâ,
ñòàíîâëåíèè àðõèòåêòóðû ïå÷åíè è åå âàñêóëÿðèçàöèè.
Îòëè÷èòåëüíîé îñîáåííîñòüþ ÂÊÌ â çäîðîâîé ïå÷åíè
ÿâëÿåòñÿ îòñóòñòâèå áàçàëüíîé ìåìáðàíû â ïðîñòðàíñòâå
Äèññå — ìåæäó áàëêàìè ãåïàòîöèòîâ è ñèíóñîèäàìè, êî-
òîðàÿ íå ìîæåò áûòü ñôîðìèðîâàíà èç-çà îòñóòñòâèÿ ëà-
ìèíèíà è íèäîãåíà èëè èõ ñëèøêîì íåçíà÷èòåëüíûõ êî-
ëè÷åñòâ (Martinez-Hernandez, Amenta, 1993, 1995). Îò-
ñóòñòâèå ÁÌ â ïðîñòðàíñòâå Äèññå ÿâëÿåòñÿ
ôóíêöèîíàëüíî îïðàâäàííûì íåîáõîäèìîñòüþ â áûñò-
ðîì äâóõíàïðàâëåííîì îáìåíå ìàêðîìîëåêóë ìåæäó
ïëàçìîé è ãåïàòîöèòàìè. Â íîðìàëüíîé âçðîñëîé ïå÷åíè
ëàìèíèí íàõîäÿò â îñíîâíîì â áàçàëüíûõ ìåìáðàíàõ
êðóïíûõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ â ðåãèîíå ïîðòàëüíîé è
öåíòðàëüíîé âåí è â áàçàëüíîé ìåìáðàíå æåë÷íûõ ïðî-
òîêîâ (Sell, Ruoslahti, 1982; Clement et al., 1988; Wewer et
al., 1992; Matsumoto et al., 1999). Îäíàêî ïðè ïðîëèôåðà-
òèâíûõ ïðîöåññàõ â ïå÷åíè — â ïåðèîä ýìáðèîíàëüíîãî
è ðàííåãî ïîñòýìáðèîíàëüíîãî ðàçâèòèÿ îðãàíà (Wewer
et al., 1992; Martinez-Hernandez, Amenta, 1995; Amenta,
Harrison, 1997), â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ òîêñè÷åñêèõ
âåùåñòâ, ïîñëå ÷àñòè÷íîé ãåïàòýêòîìèè è ðÿäå ïàòîëîãè-
÷åñêèõ ñîñòîÿíèé — â ïðîñòðàíñòâå Äèññå îáíàðóæèâà-
åòñÿ ëàìèíèí (Kato et al., 1992; Martinez-Hernandez,
Amenta, 1995; Matsumoto et al., 1999). Âàæíîñòü ýòîãî ñî-
áûòèÿ ïîä÷åðêèâàåò òîò ôàêò, ÷òî, íàïðèìåð ïîñëå ÷àñ-
òè÷íîé ãåïàòýêòîìèè, ñèíòåç ëàìèíèíà âûÿâëÿåòñÿ óæå
ñïóñòÿ 6 ÷ ïîñëå îïåðàöèè, è ýòî ïðåäøåñòâóåò àêòèâà-

öèè ñèíòåçà ÄÍÊ ãåïàòîöèòîâ, ðåãèñòðèðóåìîãî ëèøü
ñïóñòÿ 16 ÷. ×åðåç 24 ÷ ïîñëå îïåðàöèè íàáëþäàåòñÿ ìàê-
ñèìóì ñèíòåçà ëàìèíèíà, ñîâïàäàþùèé ñ ìàêñèìóì ñèí-
òåçà ÄÍÊ (Kato et al., 1992). Êàíöåðîãåíåç â ïå÷åíè òàê-
æå àññîöèèðîâàí ñ ñèíòåçîì ëàìèíèíà, êîòîðûé îáíàðó-
æèâàëè êàê â ïðåíåîïëàñòè÷åñêèõ óçåëêàõ, òàê è â óæå
ñôîðìèðîâàâøèõñÿ ãåïàòîöåëëþëÿðíûõ îïóõîëÿõ (Alb-
rechtsen et al., 1988; Rescan et al., 1990, 1991; Yoshida et
al., 1996; Giannelli et al., 2003). Òàêèì îáðàçîì, ïî-âèäè-
ìîìó, îáåñïå÷èâàåòñÿ ìèêðîîêðóæåíèå, íåîáõîäèìîå
êëåòêàì äëÿ ïðîëèôåðàöèè è, âîçìîæíî, âûïîëíåíèÿ
äðóãèõ ôóíêöèé, ñâÿçàííûõ ñ èõ æèçíåäåÿòåëüíîñòüþ;
ïðè ýòîì ïîâûøàåòñÿ òàêæå è àôôèííîñòü êëåòîê ê ëà-
ìèíèíó (Carlsson et al., 1981; Kato et al., 1992; Anilkumar,
Sudhakaran, 1993).

Êëåòêè âçàèìîäåéñòâóþò ñ ëàìèíèíîì ÷åðåç ñïåöè-
ôè÷åñêèå èíòåãðèíîâûå è íåèíòåãðèíîâûå ðåöåïòîðû,
ðàñïîëîæåííûå íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Â ñîîòâåòñò-
âèè ñ ñèíòåçîì ëàìèíèíà ïðîèñõîäèò èõ êîëè÷åñòâåííîå
è êà÷åñòâåííîå èçìåíåíèå. Òàê, áûëî ïîêàçàíî, íàïðè-
ìåð, ÷òî óðîâåíü ìÐÍÊ íåèíòåãðèíîâîãî ðåöåïòîðà ëà-
ìèíèíà ñ ìîë. ìàññîé 67 êÄà (67 ÐË) ñóùåñòâåííî ïîâû-
øåí â ôåòàëüíûõ ãåïàòîöèòàõ êðûñ, â óçåëêîâûõ íîâîîá-
ðàçîâàíèÿõ ïå÷åíè êðûñ, ïîëó÷èâøèõ ãåïàòîêàíöåðîãåí
(Rescan et al., 1990), è â 10 ðàç âûøå â êóëüòèâèðóåìûõ
êëåòêàõ ãåïàòîì, ÷åì â íîðìàëüíûõ ãåïàòîöèòàõ (Rescan
et al., 1991). Êðîìå òîãî, êàíöåðîãåíåç â ïå÷åíè ñâÿçàí ñî
ñâåðõýêñïðåññèåé ðåöåïòîðà ëàìèíèíà è êîëëàãåíà —
èíòåãðèíà á1â1 è ñèíòåçîì de novo ðåöåïòîðà ëàìèíè-
íà — èíòåãðèíà á6â1 (Nejjari et al., 1999). Â öåëîì, îäíà-
êî, íåìíîãîå èçâåñòíî î ìåìáðàííûõ áåëêàõ ãåïàòîöè-
òîâ, ñâÿçûâàþùèõ ëàìèíèí (ðåöåïòîðàõ ëàìèíèíà), è èõ
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ðîëè êàê â ðåãåíåðàòèâíî-ïðîëèôåðàòèâíûõ ïðîöåññàõ,
òàê è ïðè êàíöåðîãåíåçå.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè àñöèòíîé ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà êðûñû õàðàêòåðèçóþòñÿ íàëè÷èåì íà èõ
ïîâåðõíîñòè ëàìèíèíà, êîòîðûé áûë èçíà÷àëüíî îáíàðó-
æåí ñ ïîìîùüþ àíòèïî÷å÷íîé îðãàíîñïåöèôè÷åñêîé èì-
ìóíîñûâîðîòêè ïðè èçó÷åíèè àíòèãåíîâ, ñèíòåç êîòîðûõ
àññîöèèðîâàí ñ ãåïàòîöåëëþëÿðíûìè îïóõîëÿìè, íî ÿâ-
ëÿþùèõñÿ íîðìàëüíûìè äëÿ òêàíåé äðóãîãî ãèñòîãåíåçà
(ãåòåðîîðãàííûå àíòèãåíû). Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëå-
äîâàíèÿ ñòàëî îïðåäåëåíèå ïîòåíöèàëüíûõ áåëêîâ ïëàç-
ìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, ïîñðåä-
ñòâîì êîòîðûõ îñóùåñòâëÿåòñÿ âçàèìîäåéñòâèå êëåòîê ñ
ýíäîãåííûì ëàìèíèíîì, è âûÿñíåíèå èõ ïðèíàäëåæíîñ-
òè ê ãåòåðîîðãàííûì àíòèãåíàì (àíòèãåíàì ïî÷êè êðû-
ñû). Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííîé çàäà÷è áûëè èñïîëüçîâà-
íû ìåòîä àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ñ ëàìè-
íèí-ñåôàðîçîé è ìåòîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Èññëåäîâàíèÿ ïðîâîäèëè íà áåëûõ áåñïîðîäíûõ
âçðîñëûõ êðûñàõ-ñàìöàõ ìàññîé 150 ã (ïèòîìíèê «Ðàï-
ïîëîâî» ÐÀÌÍ). Àñöèòíóþ ãåïàòîìó Çàéäåëà ïåðåâèâà-
ëè êðûñàì ïóòåì âíóòðèáðþøèííîé èíúåêöèè 0.5 ìë àñ-
öèòà, ìàòåðèàë ïîëó÷àëè ÷åðåç 5—6 ñóò. Îïóõîëåâûå
êëåòêè îòìûâàëè îò àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè 0.15 Ì
NaCl.

Ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà
è ãåïàòîöèòîâ ïîëó÷àëè ïî èçâåñòíîìó ìåòîäó (Haeffner
et al., 1980), à ïðåïàðàòû êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ïî÷êè
(«êëåòî÷íûå òåíè») áûëè ïðèãîòîâëåíû â ñîîòâåòñòâèè ñ
ðåêîìåíäàöèÿìè Áåëîøàïêèíîé è Àáåëåâà (Beloshapki-
na, Abelev, 1965) ïóòåì ðÿäà ýêñòðàêöèé ñ óâåëè÷èâàþ-
ùåéñÿ êîíöåíòðàöèåé NaCl è ñìåíîé pH. Êîíöåíòðàöèþ
áåëêà êëåòî÷íûõ ìåìáðàí îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Ìàðê-
âåëëà è ñîàâòîðîâ (Markwell et al., 1978).

Èììóíîñûâîðîòêó ïîëó÷àëè ïóòåì èììóíèçàöèè
êðîëèêîâ ïðåïàðàòàìè êëåòî÷íûõ ìåìáðàí ïî÷êè êðûñû
ñ àäúþâàíòîì Ôðîéíäà ñ ïîñëåäóþùèì èñòîùåíèåì åå
ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè êðûñû è âûäåëåíèåì ôðàêöèè èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ G ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
íà êîëîíêå áåëîê À—àãàðîçà (Òåðþêîâà, Èâàíîâ, 1993).
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ òàêèì æå îáðàçîì áûëà î÷èùåíà
ôðàêöèÿ IgG èç íîðìàëüíîé ñûâîðîòêè èíòàêòíîãî êðî-
ëèêà. Â äàëüíåéøåì ïîëó÷åííûå ïðåïàðàòû àíòèòåë áó-
äåì íàçûâàòü èììóíîñûâîðîòêîé (äëÿ îáîçíà÷åíèÿ àíòè-
ïî÷å÷íîé ñûâîðîòêè) è íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëè-
êà. Ñïåöèôè÷íîñòü àíòèïî÷å÷íîé èììóíîñûâîðîòêè
îöåíèâàëè ìåòîäîì òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà ñ ïîìîùüþ ôîòîìåòðà ñ âåðòèêàëüíûì ëó÷îì
(Titertek Multiscan, Ôèíëÿíäèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 492 íì
(Òåðþêîâà, Èâàíîâ, 1993). Óêàçàííàÿ èììóíîñûâîðîòêà
ïîñëå èñòîùåíèÿ ãîìîãåíàòîì ïå÷åíè êðûñû ïðîÿâëÿëà
âûñîêóþ ñïåöèôè÷íîñòü â îòíîøåíèè êëåòî÷íûõ ìåìá-
ðàí ïî÷êè êðûñû, íî ïðàêòè÷åñêè íå âçàèìîäåéñòâîâàëà
ñ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè ãåïàòîöèòîâ (ôîíîâîå
âçàèìîäåéñòâèå, ðàâíîå óðîâíþ âçàèìîäåéñòâèÿ ìåìá-
ðàí ñ ñûâîðîòêîé èíòàêòíîãî êðîëèêà). Ïðè ýòîì íàëè-
÷èå ðåàêöèè ñ ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè êëåòîê ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà äàæå íà á �îëüøèõ ðàçâåäåíèÿõ èììóíî-
ñûâîðîòêè ïîçâîëèëî ñäåëàòü âûâîä î ïðèñóòñòâèè
àíòèãåíîâ, ñâîéñòâåííûõ íîðìàëüíûì ïî÷êàì êðûñû
(Òþðÿåâà è äð., 2005).

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ àôôèííîé êîëîíêè 1.7 ã
CNBr-ñåôàðîçû (Sigma, ÑØÀ), ïðåäâàðèòåëüíî âûäåð-
æàííîé â òå÷åíèå 15 ìèí â 1 ìÌ HCl è ïðîìûòîé 0.1 Ì
NaHCO3 ñ 0.5 Ì NaCl, pH 8.3, ñîåäèíÿëè ñ 2.1 ìã ëàìè-
íèíà-1, íàõîäÿùåãîñÿ â òîì æå áóôåðíîì ðàñòâîðå, êîòî-
ðûé èñïîëüçîâàëè äëÿ ïðîìûâàíèÿ ñåôàðîçû. Èíêóáà-
öèþ ëàìèíèíà ñ CNBr-ñåôàðîçîé ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
íî÷è ïðè 4 °C, áëîêèðîâàíèå îñòàâøèõñÿ àêòèâíûõ öåíò-
ðîâ ñîðáåíòà îñóùåñòâëÿëè 0.2 Ì ãëèöèíîì, pH 8, ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 2 ÷. Çàòåì ñîðáåíò îò-
ìûâàëè ïîïåðåìåííî 0.1 Ì àöåòàòíûì áóôåðíûì ðàñ-
òâîðîì ñ 0.5 Ì NaCl, pH 4, è 0.1 Ì NaHCO3 ñ 0.5 Ì
NaCl, pH 8.3.

Áåëêè ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû è
ãåïàòîöèòîâ ëèçèðîâàëè íà ëüäó â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì
25 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.4 è 1%-íûé Òðèòîí X-100 ñ äî-
áàâëåíèåì ïðîòåàç — 50 ìêã/ìë ôåíèëìåòèëñóëüôîíèë
ôòîðèäà è 50 ìêã/ìë N-ýòèëìàëåàìèäà, â òå÷åíèå 30 ìèí.
Íåðàñòâîðèâøèéñÿ ìàòåðèàë îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâà-
íèåì ïðè 5000 îá/ìèí â òå÷åíèå 15 ìèí. Èçáûòîê äåòåð-
ãåíòà óäàëÿëè èíêóáàöèåé ðàñòâîðà ìåìáðàííûõ áåëêîâ
ñ àäñîðáåíòîì SM-2 Biobeads (BioRad, ÑØÀ), êîòîðóþ
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí íà ëüäó, çàòåì SM-2 Biobeads
óäàëÿëè ñ ïîìîùüþ íèçêîñêîðîñòíîãî öåíòðèôóãèðîâà-
íèÿ. Ñâÿçûâàíèå ìåìáðàííûõ áåëêîâ ñ ëàìèíèí-ñåôàðî-
çîé ïðîâîäèëè â îáúåìå (batch method) â òå÷åíèå íî÷è
ïðè 4 °C. Ïîñëå ýòîãî ñìåñü ïåðåíîñèëè â êîëîíêó è ïðî-
ìûâàëè 25 ìÌ Òðèñ-HCl ñ 0. %-íûì Òðèòîíîì X-100,
pH 7.4. Ñâÿçàâøèåñÿ ñ ëàìèíèíîì áåëêè ýëþèðîâàëè
0.1 Ì ãëèöèíîì, pH 2.4, ñ íåìåäëåííîé íåéòðàëèçàöèåé
ôðàêöèè 0.5 Ì NaOH.

Äëÿ âûäåëåíèÿ èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ìåìáðàíû
îïóõîëåâûõ êëåòîê ëèçèðîâàëè â ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì
0.15 Ì NaCl, 1 ìÌ MnCl2 è 1%-íûé Òðèòîí X-100 â
10 ìÌ Òðèñ-HCl, pH 7.4, ñ äîáàâëåíèåì èíãèáèòîðîâ
ïðîòåàç, óêàçàííûõ âûøå. Ñâÿçûâàíèå ìåìáðàííûõ áåë-
êîâ ñ ëàìèíèíîì ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì êîëîíêó
îòìûâàëè îò íåñâÿçàâøåãîñÿ ìàòåðèàëà 0.15 Ì NaCl,
1 ìÌ MnCl2 è 0.1%-íûì Òðèòîíîì X-100 â 10 ìÌ
Òðèñ-HCl, pH 7.4. Ýëþèðîâàëè áåëêè ñ êîëîíêè 10 ìÌ
Òðèñ-HCl-áóôåðíûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 0.15 Ì
NaCl, 0.1%-íûé Òðèòîí X-100 è 20 ìÌ ÝÄÒÀ, à çàòåì
0.1 Ì ãëèöèíîì, pH 2.4.

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå âîññòàíîâëåííûõ
áåëêîâ ïðîâîäèëè â 5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
(Laemmli, 1970) ñ èñïîëüçîâàíèåì ìàðêåðîâ ìîëåêóëÿð-
íîé ìàññû (Sigma, ÑØÀ). Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ýëåêòðîôî-
ðåçà áåëêè èç ãåëÿ ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ
ìåìáðàíó ñ ðàçìåðîì ïîð 0.45 ìêì (Amersham, Øâåöèÿ)
â òå÷åíèå 2 ÷ ïðè íàïðÿæåíèè 100—300 Â è ñèëå òîêà
500 ìÀ. Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó îêðàøèâàëè Ïîíñî Ñ. Çàòåì íèòðîöåë-
ëþëîçíóþ ìåìáðàíó áëîêèðîâàëè 3%-íûì ðàñòâîðîì
îáåçæèðåííîãî ìîëîêà íà 20 ìÌ Òðèñ-HCl-áóôåðíîì
ðàñòâîðå ñ 0.15 Ì NaCl, pH 7.4 (TBS), â òå÷åíèå 1.5 ÷ ïðè
20 °C è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 18 ÷ ïðè 4 °C ñ àíòèïî-
÷å÷íîé èììóíîñûâîðîòêîé, ðàçâåäåííîé TBS ñ 1%-íûì
îáåçæèðåííûì ìîëîêîì 1 : 200. Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòè-
òåë èñïîëüçîâàëè êîçüè àíòèòåëà ïðîòèâ êðîëè÷üèõ IgG,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé (Sigma, ÑØÀ),
ðàçâåäåííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ôèð-
ìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.

Áåëêè, ðàçäåëåííûå â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, âèçó-
àëèçèðîâàëè îêðàøèâàíèåì Êóìàññè R-250, âûðåçàëè èç
ãåëÿ è ïîäãîòàâëèâàëè äëÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî
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àíàëèçà (Shevchenko et al., 1996). Àíàëèç ïðîâîäèëè íà
ìàññ-ñïåêòðîìåòðå MALDI TOF Bruker reflex IV â ðåæè-
ìå ïîëîæèòåëüíûõ èîíîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåôëåêòðî-
íà. Ïðîáû â îáúåìå 0.5 ìêë íàíîñèëè íà ìèøåíü, çàòåì
äîáàâëÿëè 0.5 ìêë ìàòðèöû — öèàíî-4-ãèäðîêñèêîðè÷-
íîé êèñëîòû — â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìêë. Ïîëó÷åííûå
ïåïòèäíûå ñïåêòðû îáðàáàòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïî-
èñêîâîé áàçû SwissPROT (http://prospector.ucsf.edu).

Ëàìèíèí-1 âûäåëÿëè èç ñàðêîìû Engelbreth—Holm—
Sworm (EHS) ìûøè ñ ïîìîùüþ ìîäèôèöèðîâàííîãî
íàìè ìåòîäà (Palm, Furcht, 1983; ×åðåïàíîâà è äð., 2002).

Àíàëèç àäãåçèè êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ïðîâîäèëè
â 24-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ (Flow, Scotland). Â ëóíêè íà-
íîñèëè ëàìèíèí-1 â 10 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðíîì
ðàñòâîðå ñ 0.15 Ì NaCl (PBS) â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë
ïî 0.5 ìë è èíêóáèðîâàëè íî÷ü ïðè 4 °C, äàëåå ëóíêè
ïðîìûâàëè PBS è áëîêèðîâàëè ìåñòà íåñïåöèôè÷åñêîãî
ñâÿçûâàíèÿ ðàñòâîðîì áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìè-
íà â 20 ìÌ PBS â êîíöåíòðàöèè 15 ìã/ìë â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè 22 °C. Êëåòêè ãåïàòîìû Çåéäåëà, îòìûòûå îò
àñöèòè÷åñêîé æèäêîñòè ôèçèîëîãè÷åñêèì ðàñòâîðîì,
íàíîñèëè ïî 1.6 · 106 êëåòîê â ïðîáèðêè è ïðåèíêóáèðî-
âàëè ñ èììóíîñûâîðîòêîé èëè íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé
êðîëèêà â òðåõ ðàçíûõ äîçàõ (500 ìêã, 1 è 2 ìã) ïðè 22 °C
ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè. Ñïóñòÿ 20 ìèí êëåòêè
îòìûâàëè PBS, ðàçâîäèëè ñðåäîé DMEM («Áèîëîò»,
Ðîññèÿ) è íàíîñèëè â ëóíêè, ïîêðûòûå ëàìèíèíîì, ïî
400 · 105 êëåòîê íà ëóíêó. Òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðàöèè
IgG, ñ êîòîðûìè áûëè ïðåèíêóáèðîâàíû êëåòêè, ñîñòà-
âèëè ñîîòâåòñòâåííî 125, 250 è 500 ìêã äëÿ êàæäîé ëóí-
êè. Èíêóáàöèþ êëåòîê ïðîâîäèëè ïðè 37 °C â òå÷åíèå
40 ìèí, çàòåì íå ñâÿçàâøèåñÿ ñ ëàìèíèíîì êëåòêè îòìû-
âàëè è êëåòêè â ëóíêàõ ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ôîðìàëü-
äåãèäîì â PBS. Êëåòêè ïîäñ÷èòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
èíâåðòèðîâàííîãî ìèêðîñêîïà. Äëÿ êàæäîãî âàðèàíòà
îáñ÷èòûâàëè ïî 4 ïîëÿ çðåíèÿ â 4 ëóíêàõ â òðåõ îïûòàõ.
Ïðè ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå äàííûõ èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó Origin 6.0.

Ðåçóëüòàòû

×òîáû îïðåäåëèòü íàëè÷èå â àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîò-
êå àíòèòåë ê ðåöåïòîðàì ëàìèíèíà, ìû èññëåäîâàëè ñïî-
ñîáíîñòü óêàçàííîé ñûâîðîòêè èíãèáèðîâàòü ïðèñîåäè-
íåíèå êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà ê ñóáñòðàòó, ïîêðûòîìó
ëàìèíèíîì. Ðåçóëüòàòû ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ ïî-
êàçàëè, ÷òî ïðåèíêóáàöèÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê ñ àíòèïî-
÷å÷íîé ñûâîðîòêîé ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ ÷èñëà ïðè-
êðåïèâøèõñÿ êëåòîê â äîçîçàâèñèìîé ìàíåðå. Òàê, äî-
áàâëåíèå ê êëåòêàì 125 ìêã àíòèòåë íà ëóíêó èíãèáèðóåò
ïðèñîåäèíåíèå êëåòîê ê ëàìèíèíó â ñðåäíåì íà 44 %,
250 ìêã/ëóíêó — íà 56 %, à 500 ìêã àíòèòåë — íà 77 %
(ðèñ. 1). Òàêèå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î
íàëè÷èè â àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêå ñïåöèôè÷åñêèõ àí-
òèòåë, êîòîðûå ñïîñîáíû áëîêèðîâàòü íåêîòîðûå ðåöåï-
òîðû ê ëàìèíèíó íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê ãåïàòîìû Çàé-
äåëà.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ ìåìáðàííûõ êîìïî-
íåíòîâ, ó÷àñòâóþùèõ â ïðèñîåäèíåíèè êëåòîê ê ëà-
ìèíèíó, ëèçàò áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê
ãåïàòîìû Çàéäåëà áûë íàíåñåí íà êîëîíêó ñ ëàìè-
íèí-ñåôàðîçîé. Îñíîâíûìè áåëêàìè, ýëþèðîâàííûìè ñ
êîëîíêè 0.1 Ì ãëèöèíîì (pH 2.4), îêàçàëèñü êîìïîíåíòû
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå àíòèïî÷å÷íîé èììóíîñûâîðîòêè íà ïðèêðåïëå-
íèå êëåòîê ãåïàòîìû ê ñóáñòðàòó, ïîêðûòîìó ëàìèíèíîì.

1 — ïðåèíêóáàöèÿ êëåòîê ñ íîðìàëüíîé ñûâîðîòêîé êðîëèêà, 2 — ïðåèí-
êóáàöèÿ êëåòîê ñ àíòèïî÷å÷íîé èììóíîñûâîðîòêîé. ×èñëî êëåòîê, ïðè-
êðåïèâøèõñÿ ê ëàìèíèíó áåç îáðàáîòêè ñûâîðîòêàìè, ïðèíÿòî çà 100 %.

Fig. 1. Effect of the anti-kidney immunoserum on the attachment of
hepatoma cells to laminin-substratum.

1 — cells preincubated with the normal rabbit serum, 2 — cells preincubated
with the anti-kidney immunoserum. The number of cells attached on laminin

without immunoserum preincubations was taken as 100 %.

Ðèñ. 2. Âûäåëåíèå áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ëàìè-

íèí-ñåôàðîçå.

à — áåëêè, ýëþèðîâàííûå ñ êîëîíêè 0.1 Ì ãëèöèíîì, ðÍ 2.4. á — áåëêè,
âûäåëåííûå â ïðèñóòñòâèè MnCl2: äîðîæêà 1 — ýëþöèÿ ñ êîëîíêè
ÝÄÒÀ; äîðîæêà 2 — ýëþöèÿ 0.1 Ì ãëèöèíîì, ðÍ 2.4; äîðîæêà 3 — îá-
ùèé ëèçàò áåëêîâ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû Çàéäåëà, íà-
íîñèìûé íà àôôèííóþ êîëîíêó. â — èììóíîáëîòèíã âûäåëåííûõ íà êî-
ëîíêå ñ ëàìèíèí-ñåôàðîçîé áåëêîâ (ýëþöèÿ 0.1 Ì ãëèöèíîì, ðÍ 2.4) ñ àí-

òèïî÷å÷íîé èììóíîñûâîðîòêîé.

Fig. 2. Laminin affinity chromatography of Zajdela hepatoma cells
plasma membrane proteins.

a — proteins eluted from affinity column by 0.1 M glycine, pH 2.4. á — prote-
ins prepared in the presence of MnCl2: lane 1 — protein elution by EDTA;
lane 2 — protein elution by 0.1 M glycine, pH 2.4; lane 3 — the whole lysate of
Zajdela hepatoma cell plasma membranes proteins. â — Western blotting ana-
lysis of proteins eluted from affinity column by 0.1 M glycine, pH 2.4, with an-

ti-kidney immunoserum.
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Ðèñ. 3. Õàðàêòåðèñòèêà áåëêà ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà, âûäåëåííîãî íà ëàìèíèí-ñå-
ôàðîçå è èäåíòèôèöèðîâàííîãî êàê GRP78 ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

à — ìàññ-ñïåêòð ïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå òðèïñèíîëèçà áåëêà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà; öèôðàìè îòìå÷åíû ñèãíàëû äëÿ ïåïòèäîâ
GRP78, Ker — ïðèâíåñåííîå çàãðÿçíåíèå ïðîáû êåðàòèíîì ÷åëîâåêà; á — âûÿâëåííûå ïåïòèäû ïîêàçàíû íà àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè

áåëêà GRP78 æèðíûì ïîä÷åðêíóòûì øðèôòîì.

Fig. 3. MS spectra of tryptic peptides of the protein with mol. weight about 80 kDa, isolated by laminin affinity chromatography and iden-
tified as GRP78 (a).

Digits indicate tryptic peptide of GRP78, Ker — introduced contamination of a sample by human hair keratin. The determined peptides are shown in the amino-
acid sequence of rat GRP78 with bold and underlined font (á). The matched tryptic peptide sequences of the about 80 kDa protein band in rat GRP78 (shown in

bold and underlined font).
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Ðèñ. 4. Õàðàêòåðèñòèêà áåëêà ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ãåïàòîìû ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 43 êÄà, âûäåëåííîãî ñ êîëîíêè ñ ëà-
ìèíèí-ñåôàðîçîé è èäåíòèôèöèðîâàííîãî êàê öèòîïëàçìàòè÷åñêèé àêòèí (â è ã) ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè.

à — ìàññ-ñïåêòð ïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå òðèïñèíîëèçà áåëêà ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 43 êÄà; öèôðàìè îòìå÷åíû ñèãíàëû äëÿ ïåïòèäîâ àêòè-
íà, çâåçäî÷êîé îòìå÷åíû ïåïòèäû, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå íåñïåöèôè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ àêòèíà; Try — ïåïòèäû òðèïñèíà, ïîëó÷åííûå â ðåçóëü-
òàòå åãî àâòîãèäðîëèçà. á — âûÿâëåííûå ïåïòèäû ïîêàçàíû íà àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àêòèíîâ æèðíûì ïîä÷åðêíóòûì øðèôòîì.

Fig. 4. MS spectra of tryptic peptides of the protein with mol. weight about 43 kDa, isolated by laminin affinity chromatography and iden-
tified as cytoplasmic actin (â, ã) (a).

Digits indicate tryptic peptide of actin, asterisk — peptides obtained as a result of nonspecific cleavage of actin; Try — trypsin peptides obtained after trypsin
autodigestion. á — the determined peptides are shown in the aminoacid sequences of rat cytoplasmic actins with bold and underlined font.



ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 80, 67, 60, 55, 52, 48 è 43 êÄà
(ðèñ. 2, à). Â èììóíîáëîòèíãå òðè áåëêà ðåàãèðîâàëè ñ
àíòèïî÷å÷íîé ñûâîðîòêîé — 67, 60 è 55 êÄà (ðèñ. 2, â).

Âûäåëåíèå èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ïðîâîäÿò â
ïðèñóòñòâèè äèâàëåíòíûõ êàòèîíîâ, òàêèõ êàê CaCl2,
MgCl2 è MnCl2, ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ èîííîé ñèëå è pH
ðàñòâîðîâ. Èñïîëüçîâàíèå íàìè õëîðèäà ìàðãàíöà áûëî
îáóñëîâëåíî ëèòåðàòóðíûìè äàííûìè î âûäåëåíèè èí-
òåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ ëàìèíèíà êëåòîê ìåëàíîìû
(Kramer et al., 1989) è ãåïàòîöèòîâ (Forsberg et al., 1990),
ãäå àâòîðû ïðè ñðàâíåíèè ðåçóëüòàòîâ âûäåëåíèÿ ýòèõ
ðåöåïòîðîâ ñ ïðèìåíåíèåì ðàçíûõ äèâàëåíòíûõ êàòèî-
íîâ îòäàþò ïðåäïî÷òåíèå MnCl2. Òàêèì îáðàçîì, ïðè
âûäåëåíèè ìåìáðàííûõ áåëêîâ íà àôôèííîé êîëîíêå
â ïðèñóòñòâèè MnCl2 ìû îæèäàëè âûÿâèòü èíòåãðèíî-
âûå ðåöåïòîðû ê ëàìèíèíó. Îäíàêî ýëþöèÿ ðàñòâîðîì
ÝÄÒÀ áåëêîâ, ñâÿçàâøèõñÿ ñ ëàìèíèíîì, îáíàðóæèëà
ëèøü îäèí îñíîâíîé êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
80 êÄà (ðèñ. 2, á). Â âûñîêîìîëåêóëÿðíîé îáëàñòè ìîæ-
íî ðàçëè÷èòü íåñêîëüêî áåëêîâûõ ïîëîñ, ñõîæèõ ïî ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññå ñ èíòåãðèíàìè, íî îíè ñëàáî âûðàæå-
íû. Â ïîñëåäóþùåé ôðàêöèè áåëêîâ, ýëþèðóåìîé 0.1 Ì
ãëèöèíîì, pH 2.4, íàìè áûëî âûÿâëåíî íåñêîëüêî êîìïî-
íåíòîâ ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 80, 67, 55, 52, 43, 37 è
32 êÄà.

Íàì óäàëîñü èäåíòèôèöèðîâàòü íåêîòîðûå èç ýòèõ
êîìïîíåíòîâ ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè. Áåëêè, ýëþ-
èðîâàííûå ñ àôôèííîé êîëîíêè, ðàçäåëÿëè ýëåêòðîôîðå-
òè÷åñêè â 5%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, âèçóàëèçèðî-
âàëè îêðàøèâàíèåì Êóìàññè, âûðåçàëè è ðàñùåïëÿëè
òðèïñèíîì, çàòåì èõ àíàëèçèðîâàëè íà ìàññ-ñïåêòðîìåò-
ðå MALDI TOF Bruker reflex IV. Ìàññû ïîëó÷åííûõ ïåï-
òèäîâ áûëè èñïîëüçîâàíû äëÿ èäåíòèôèêàöèè áåëêîâ â
ïîèñêîâîé áàçå äàííûõ Swiss-PROT.

Ïîëó÷åííûé ïåïòèäíûé ñïåêòð êîìïîíåíòà ñ ìîë.
ìàññîé îêîëî 80 êÄà (ðèñ. 3, à) ñîîòâåòñòâóåò áåëêó ñ
ìîë. ìàññîé 78 êÄà — glucose-regulated protein precursor
(GRP78); îáíàðóæåííûå ïåïòèäû ïåðåêðûâàþò 58 % ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè ýòîãî áåëêà (ðèñ. 3, á). Áåëîê GRP78
ïðèíàäëåæèò ê âûñîêîêîíñåðâàòèâíîìó ñåìåéñòâó áåë-
êîâ òåïëîâîãî øîêà ñ ìîë. ìàññîé 70 êÄà (70 êÄà ÁÒØ)
è èçâåñòåí êàê øàïåðîí, ëîêàëèçîâàííûé â ýíäîïëàçìà-
òè÷åñêîì ðåòèêóëóìå. Îäíàêî íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ
îáíàðóæèëè, ÷òî áåëêè òåïëîâîãî øîêà, â òîì ÷èñëå ñå-
ìåéñòâà 70 êÄà ÁÒØ, ýêñïðåññèðóþòñÿ íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 43 êÄà ñîîòâåòñòâó-
åò ïåïòèäíîé êàðòå àêòèíà (áåòà- è ãàììà-àêòèí ïðè îäè-
íàêîâîì ïåðåêðûâàíèè ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé áåëêîâ —
72 %; ðèñ. 4, á). Ïåïòèäíûé ñïåêòð ïîêàçàí íà ðèñ. 4, à.
Ïî-âèäèìîìó, ýòîò áåëîê âûäåëÿåòñÿ ñ àôôèííîé êîëîí-
êè, áóäó÷è ñâÿçàííûì ñ îäíèì èç òðàíñìåìáðàííûõ êîì-
ïîíåíòîâ, ðåàãèðóþùèõ ñ ëàìèíèíîì.

Ïåïòèäíûå êàðòû áåëêîâ ñ ìîë. ìàññàìè îêîëî 67 è
55 êÄà îòîáðàæàþò, âåðîÿòíî, ñìåñü íåñêîëüêèõ êîì-
ïîíåíòîâ. Òàê, íàïðèìåð, â îáðàçöå ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
67 êÄà ìû îáíàðóæèëè ÷àñòü ïåïòèäîâ, õàðàêòåðíûõ
äëÿ ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà êîòîðûé, êàê ïîêàçàíî
(Von der Mark, Risse, 1987; Mecham, 1991), ìîæåò çà-
ãðÿçíÿòü ïðåïàðàòû ìåìáðàí êëåòîê è áûòü ñîïóòñòâóþ-
ùèì áåëêîì, ýëþèðóåìûì ñ àôôèííîé êîëîíêè ñ ëà-
ìèíèí-ñåôàðîçîé. Òàêæå âûÿâëåíû ñèãíàëû, õàðàêòåð-
íûå äëÿ 67 ÐË è åãî ïðåäøåñòâåííèêà ñ ìîë. ìàññîé
32 êÄà (32 ÐË), íî îíè ñëàáåå ïî èíòåíñèâíîñòè îòíîñè-
òåëüíî âñåãî îñòàëüíîãî ñïåêòðà — ìèíîðíûé êîìïî-

íåíò. Ïîýòîìó äëÿ òî÷íîé èäåíòèôèêàöèè ýòèõ áåëêîâ
íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü äîïîëíèòåëüíûå ñïîñîáû èõ
ðàçäåëåíèÿ.

Îáñóæäåíèå

Âçàèìîäåéñòâèå ãåïàòîöèòîâ ñ âíåêëåòî÷íûì ìàò-
ðèêñîì èãðàåò âàæíóþ ðîëü ïðè ðàçâèòèè ïå÷åíè, åå ðå-
ãåíåðàöèè è îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè. Ñâÿçûâàíèå
êëåòîê ñ ìàòðèêñîì îïîñðåäóåòñÿ ÷åðåç ðåöåïòîðû êëå-
òî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ÷àñòü êîòîðûõ ïðèíàäëåæèò ê ñå-
ìåéñòâó èíòåãðèíîâ è ÿâëÿåòñÿ õîðîøî èçó÷åííîé. Ãåïà-
òîöèòû in vitro ïðèñîåäèíÿþòñÿ ê ñóáñòðàòó, ïîêðûòîìó
ëàìèíèíîì. Áîëåå òîãî, â êëåòêàõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
ãåïàòîöèòîâ óæå ñïóñòÿ 4 ÷ ïîñëå äèññîöèàöèè òêàíè îá-
íàðóæèâàþò âûñîêèé óðîâåíü ìÐÍÊ äëÿ ã1-öåïè ëàìè-
íèíà, à òàêæå äëÿ â1-öåïè ëàìèíèíà, òîãäà êàê â ñâåæå-
âûäåëåííûõ ãåïàòîöèòàõ îíè åäâà ðàçëè÷èìû (Rescan et
al., 1990; Levavasseur et al., 1996). Òàêèì îáðàçîì, â îòâåò
íà ñòðåññ ïåðâè÷íàÿ êóëüòóðà ãåïàòîöèòîâ ñàìà ñïîñîá-
íà ñèíòåçèðîâàòü è ñåêðåòèðîâàòü â ñðåäó ëàìèíèí (Cle-
ment et al., 1988) è, ñèíòåçèðóÿ ðåöåïòîðû ê ëàìèíèíó,
âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ íèì.

Êîìïîíåíòû ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ãåïàòîöè-
òîâ, ñâÿçûâàþùèåñÿ ñ ëàìèíèíîì, íàèáîëåå ïîëíî îõà-
ðàêòåðèçîâàíû â ðàáîòå Êëåìåíòà ñ ñîòðóäíèêàìè (Cle-
ment et al., 1990). Â ýòîé ðàáîòå ìåòîäîì àôôèííîé õðî-
ìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ñ ëàìèíèí-ñåôàðîçîé áûëî
âûäåëåíî íåñêîëüêî áåëêîâûõ êîìïîíåíòîâ ñ ìîë. ìàñ-
ñàìè îêîëî 80, 67, 55, 45, 38—36 è 32 êÄà, ÷òî áëèçêî ê
ïîëó÷åííûì íàìè ðåçóëüòàòàì äëÿ êëåòîê àñöèòíîé ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà. Àâòîðû ïîêàçàëè ñïîñîáíîñòü ýòèõ
êîìïîíåíòîâ ïðèñîåäèíÿòüñÿ ê ðàçëè÷íûì ñàéòàì ìî-
ëåêóëû ëàìèíèíà, îäíàêî äî ñèõ ïîð ýòè ñâÿçûâàþ-
ùèå ëàìèíèí áåëêè íå èäåíòèôèöèðîâàíû, è â îáçîðàõ
ïî ðåöåïòîðàì ê ëàìèíèíó íà ýòó ðàáîòó ññûëàþòñÿ,
óïîìèíàÿ ëèøü ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó âûäåëåííûõ êîì-
ïîíåíòîâ. Áåëîê ñ ìîë. ìàññîé 67 êÄà, âûÿâëåííûé â îá-
ñóæäàåìîì íàìè èññëåäîâàíèè Êëåìåíòà ñ ñîòðóäíèêà-
ìè, ðåàãèðîâàë ñ àíòèòåëàìè, ïîëó÷åííûìè ïðîòèâ áàê-
òåðèàëüíîãî áåëêà, ñîçäàííîãî ìåòîäîì ðåêîìáèíàíòíûõ
ÄÍÊ â ðåçóëüòàòå ñëèÿíèÿ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ãåíîâ â-ãàëàêòîçèäàçû è 32 êÄà-ïðåäøåñòâåííè-
êà 67 êÄà-ðåöåïòîðà ëàìèíèíà (32/67 ÐË), îäíàêî íå îá-
íàðóæèâàëñÿ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ó÷àñòêà NH2-êîíöà
32/67 ÐË. Ïî òàêèì ðåçóëüòàòàì çàòðóäíèòåëüíî ñäåëàòü
âûâîä î òîì, ÷òî âûäåëåííûé èç ìåìáðàí ãåïàòîöèòîâ
êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé 67 êÄà ÿâëÿåòñÿ 67 ÐË, ó÷èòû-
âàÿ òîò ôàêò, ÷òî ýòîò êîìïîíåíò íå ñâÿçûâàëñÿ ñ èçâåñò-
íîé ñïåöèôè÷åñêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ â1-öåïè ëàìè-
íèíà äëÿ ýòîãî ðåöåïòîðà — YIGSR, à ðåàãèðîâàë ñ ïåï-
òèäîì PA22-2 á1-öåïè ëàìèíèíà, ñîäåðæàùèì ïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòü IKVAV, ñ êîòîðîé ñïîñîáíû ñâÿçûâàòü-
ñÿ ëåêòèíû (Mecham, 1991). Ïî-âèäèìîìó, ýòî ìîæåò
áûòü äðóãîé áåëîê, îòëè÷íûé îò 67 ÐË.

Ñîãëàñíî ëèòåðàòóðíûì äàííûì, óðîâåíü ìÐÍÊ äëÿ
32/67 ÐË â 3 ðàçà âûøå â êëåòêàõ ïåðâè÷íîé êóëüòóðû
ãåïàòîöèòîâ è â 10 ðàç âûøå â êóëüòèâèðóåìûõ êëåòêàõ
ãåïàòîì, ÷åì â íîðìàëüíûõ ãåïàòîöèòàõ (Rescan et al.,
1991), à òàêæå çíà÷èòåëüíî ïîâûøåí â êëåòêàõ ãåïàòî-
öåëëþëÿðíîé êàðöèíîìû (Ozaki et al., 1998). Ïîýòîìó
ìû îæèäàëè, ÷òî êîìïîíåíò ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 67 êÄà,
âûÿâëåííûé ñðåäè ýëþèðóåìûõ ñ êîëîíêè ìåìáðàííûõ
áåëêîâ ãåïàòîìíûõ êëåòîê, ñâÿçûâàþùèõñÿ ñ ëàìèíè-
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íîì, îêàæåòñÿ 32/67 ÐË. Îäíàêî íàì ýòî íå óäàëîñü äî-
êàçàòü. Ïðè÷èíîé òàêîãî ðåçóëüòàòà ìîãëî ñòàòü êîí-
êóðèðîâàíèå ñîáñòâåííîãî ñèíòåçèðóåìîãî êëåòêàìè ãå-
ïàòîìû ëàìèíèíà, êîòîðûé ïðî÷íî àññîöèèðîâàí ñ
ïëàçìàòè÷åñêèìè ìåìáðàíàìè, âîçìîæíî, èìåííî ÷åðåç
32/67 ÐË è îò êîòîðîãî íàì íå óäàëîñü èçáàâèòüñÿ êðàò-
êîâðåìåííîé ïðåäîáðàáîòêîé ìåìáðàí 0.5 Ì NaCl.

Ïðè âûäåëåíèè èíòåãðèíîâûõ ðåöåïòîðîâ êëåòîê ãå-
ïàòîìû Çàéäåëà ìû ïîëó÷èëè ðåçóëüòàòû, ñõîæèå ñ ïî-
ëó÷åííûìè Êëåìåíòîì ñ ñîòðóäíèêàìè (Clement et al.,
1990) íà ãåïàòîöèòàõ êðûñû. Êàê è â íàçâàííîé âûøå ðà-
áîòå, îñíîâíûì ýëþèðóåìûì êîìïîíåíòîì îêàçàëñÿ áå-
ëîê ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà. Îäíàêî ïðèìåíåííàÿ â
èññëåäîâàíèè ýòèõ àâòîðîâ äëèòåëüíàÿ (áîëåå 1 íåä) ýêñ-
ïîçèöèÿ ãåëÿ ñ ðàäèîàêòèâíî ìå÷åííûìè ìåìáðàííûìè
áåëêàìè, ýëþèðîâàííûìè ñ êîëîíêè, ïîçâîëèëà îáíàðó-
æèòü êîìïîíåíòû, ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà êîòîðûõ ñîîòâåò-
ñòâóåò èíòåãðèíîâûì ðåöåïòîðàì. Âîçìîæíî, èíòåãðèíû
íå ïåðâûìè âîâëåêàþòñÿ â ïðèñîåäèíåíèå äàííûõ êëå-
òîê ê ëàìèíèíó èëè íåîáõîäèìû áîëåå ôèçèîëîãè÷íûå
óñëîâèÿ ïðè èõ âûäåëåíèè.

Èíòåðåñåí ôàêò èäåíòèôèêàöèè áåëêà, ýëþèðóåìîãî
ñ êîëîíêè ñ ëàìèíèí-ñåôàðîçîé, ñ ìîë. ìàññîé îêîëî
80 êÄà êàê GRP78. Ýòîò áåëîê ïðèíàäëåæèò ê ñåìåéñòâó
70 êÄà ÁÒØ è áûë èçíà÷àëüíî îõàðàêòåðèçîâàí êàê øà-
ïåðîí è Ca2+-ñâÿçûâàþùèé áåëîê, ëîêàëèçîâàííûé â ýí-
äîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå ìíîãèõ òèïîâ êëåòîê
(Munro, Pelham, 1986; Little et al., 1994). Îòâåò íà
ñòðåññ — ýòî çàùèòíûé ìåõàíèçì, êîòîðûé ïîçâîëÿåò
êëåòêàì ðåàãèðîâàòü íà íåáëàãîïðèÿòíûå óñëîâèÿ, óãðî-
æàþùèå èõ âûæèâàíèþ. Òàêèå óñëîâèÿ ìîãóò çàêëþ-
÷àòüñÿ â ñèñòåìàòè÷åñêîé âèðóñíîé èíôåêöèè, ìåñòíîì
âîñïàëåíèè èëè â íåðåãóëèðóåìîì ðîñòå îïóõîëåâûõ
êëåòîê. Êëåòêè îòâå÷àþò íà ýòè óñëîâèÿ èíäóêöèåé ñèí-
òåçà íåáîëüøîãî ÷èñëà ýâîëþöèîííî êîíñåðâàòèâíûõ
áåëêîâ, ïðèìåðîì êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ áåëêè òåïëîâîãî
øîêà è GRPs. Ïîòåíöèàëüíûìè èíäóêòîðàìè òðàíñêðèï-
öèè ãåíà grp78 ÿâëÿþòñÿ ãëþêîçíîå è êèñëîðîäíîå ãîëî-
äàíèå è(èëè) âîçäåéñòâèå òàïñèãàðãèíîì, ïðè êîòîðîì
èñòîùàþòñÿ Ca2+-äåïî ýíäîïëàçìàòè÷åñêîãî ðåòèêóëóìà
(Li et al., 1993). Ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ýòîãî
áåëêà íàáëþäàåòñÿ è â êëåòêàõ ïðîãðåññèâíî ðàñòóùèõ
îïóõîëåé (Patierno et al., 1987; Cai et al., 1993; Gazit et al.,
1995), ÷òî çàùèùàåò ýòè êëåòêè íå òîëüêî îò àïîïòîçà
áëàãîäàðÿ ñïîñîáíîñòè GRP78 êîíòðîëèðîâàòü ïðîöåñ-
ñèíã áåëêîâ è ó÷àñòâîâàòü â âûñâîáîæäåíèè ðåãóëÿòîð-
íûõ âåùåñòâ, íî è îò òîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà ôàêòîðà íå-
êðîçà îïóõîëåé è ëèçèñà öèòîòîêñè÷åñêèìè ëèìôîöèòà-
ìè (Sugawara et al., 1990, 1993; Jamora et al., 1996).
Îäíàêî ðàáîòû ïîñëåäíèõ ëåò ïîêàçàëè, ÷òî GRP78 ýêñï-
ðåññèðóåòñÿ è íà ïîâåðõíîñòè êëåòîê (Delpino et al.,
1998; Triantafilou et al., 2001; Delpino, Gastelli, 2002; Liu
et al., 2003; Shin et al., 2003; Arap et al., 2004; Misra et al.,
2005) . Áóäó÷è ëîêàëèçîâàííûì íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíî-
ñòè, GRP78 âûïîëíÿåò ðåöåïòîðíûå, ïåïòèäñâÿçûâàþ-
ùèå ôóíêöèè, â òîì ÷èñëå ïðèíèìàÿ ó÷àñòèå è â ðÿäå ïà-
òîëîãè÷åñêèõ ïðîöåññîâ. Òàê, GRP78 îáíàðóæåí íà ýí-
äîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ â î÷àãàõ àòåðîñêëåðîòè÷åñêèõ
íàðóøåíèé (Liu et al., 2003). Áåëîê GRP78 ìîæåò áûòü
àññîöèèðîâàí íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè ñ ìîëåêóëàìè
ãëàâíîãî êîìïëåêñà ãèñòîñîâìåñòèìîñòè I êëàññà (õîòÿ
åãî ïðèñóòñòâèå íå çàâèñèò îò íàëè÷èÿ ýòèõ ìîëåêóë), è
ýòî âçàèìîäåéñòâèå ñóùåñòâåííî äëÿ âèðóñíîé èíòåðíà-
ëèçàöèè â êëåòêó-õîçÿèíà (Triantafilou et al., 2001, 2002).
Òàê, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî GRP78 ÿâëÿåòñÿ êîðåöåïòîðîì

äëÿ âèðóñà Êîêñàêè À9, êîòîðûé ìîæåò áûòü ïðè÷èíîé âÿ-
ëîãî ïàðàëè÷à è õðîíè÷åñêîé äèëàòàöèîííîé êàðäèîìèî-
ïàòèè, à òàêæå ïðèíèìàåò ó÷àñòèå â âîçíèêíîâåíèè àóòî-
èììóííûõ ðàññòðîéñòâ , ïðèâîäÿùèõ ê
èíñóëèíçàâèñèìîìó ñàõàðíîìó äèàáåòó (Triantafilou et
al., 2002). Â ýòîì âçàèìîäåéñòâèè GRP78 ôóíêöèîíèðóåò
ñîâìåñòíî ñ äðóãèì èçâåñòíûì ðåöåïòîðîì äëÿ ýòîãî âè-
ðóñà — èíòåãðèíîì ávâ3. Íà ïîâåðõíîñòè ãåïàòîöèòîâ
áûë âûÿâëåí áåëîê ñ ìîë. ìàññîé îêîëî 80 êÄà, ñâÿçûâà-
þùèéñÿ ñ âèðóñîì ãåïàòèòà Á, èäåíòèôèöèðîâàííûé
âïîñëåäñòâèè êàê GRP78 (Ryu et al., 2000; Cho et al.,
2003). Êðîìå òîãî, GRP78 ñëóæèò ðåöåïòîðîì äëÿ
á2-ìàêðîãëîáóëèíà, âçàèìîäåéñòâèå ñ êîòîðûì â íîðìå
ïðîèñõîäèò ÷åðåç äâà äðóãèõ êëåòî÷íûõ ðåöåïòîðà è çà-
ïóñêàåò êàñêàä ñèãíàëîâ, ïðèâîäÿùèõ ê ñèíòåçó ÄÍÊ è
ïðîëèôåðàöèè (Asplin et al., 2000). Òàêèì îáðàçîì, ýêñï-
ðåññèÿ îïóõîëåâûìè êëåòêàìè GRP78 ïîçâîëÿåò èì ÷å-
ðåç âçàèìîäåéñòâèå ñ á2-ìàêðîãëîáóëèíîì ïîëó÷àòü äî-
ïîëíèòåëüíûå ðîñòîâûå ñòèìóëû. Êñòàòè, ñèíòåç á2-ìàê-
ðîãëîáóëèíà ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì äëÿ ïðåíåîïëàñòè÷åñêèõ
è íåîïëàñòè÷åñêèõ íàðóøåíèé â ïå÷åíè, êîòîðûå íå îá-
íàðóæèâàþòñÿ äðóãèìè óñòàíîâëåííûìè ìàðêåðàìè (Su-
kata et al., 2004). Ñâÿçûâàíèå GRP78 ñ ëàìèíèíîì âïåð-
âûå âûÿâëåíî íàìè, è áèîëîãè÷åñêàÿ ðîëü ýòîãî âçàèìî-
äåéñòâèÿ áóäåò èññëåäîâàíà â äàëüíåéøåì.

Öèòîïëàçìàòè÷åñêèé àêòèí, âûÿâëåííûé è èäåíòèôè-
öèðîâàííûé íàìè ìåòîäîì ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè — âûñî-
êîêîíñåðâàòèâíûé áåëîê, êîòîðûé ñóùåñòâóåò â áîëü-
øèíñòâå òèïîâ êëåòîê êàê êîìïîíåíò öèòîñêåëåòà è îïî-
ñðåäóåò êëåòî÷íóþ ïîäâèæíîñòü. Àêòèí ñîåäèíåí ñ ðÿäîì
ðåöåïòîðîâ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, òàêèìè, íàïðèìåð,
êàê èíòåãðèíû, è ìîæåò áûòü âûÿâëåí â ïðåïàðàòàõ ìåìá-
ðàííûõ áåëêîâ. Ïî-âèäèìîìó, ýòîò áåëîê âûäåëÿåòñÿ ñ
àôôèííîé êîëîíêè, áóäó÷è ñâÿçàííûì ñ îäíèì èç òðàíñ-
ìåìáðàííûõ êîìïîíåíòîâ, ðåàãèðóþùèõ ñ ëàìèíèíîì.

Òàêèì îáðàçîì, êëåòêè àñöèòíîé ãåïàòîìû Çàéäåëà
ñâÿçûâàþòñÿ ñ ëàìèíèíîì ÷åðåç ðàçëè÷íûå áåëêè êëå-
òî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Îäèí èç íèõ ñ ìîë. ìàññîé 80 êÄà
èäåíòèôèöèðîâàí íàìè ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì ìåòî-
äîì êàê GRP78. Ïîäòâåðæäåíèå ïîëó÷åííûõ äàííûõ
ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè è ôóíêöèîíàëüíàÿ ðîëü
âçàèìîäåéñòâèÿ GRP78 ñ ëàìèíèíîì áóäóò ïðåäìåòîì
íàøèõ ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
04-04-49186).
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INTERACTION OF LAMININ WITH THE PLASMA MEMBRANE COMPONENTS

OF ASCITIC ZAJDELA HEPATOMA CELLS

I. I. Tyuryaeva,1,* O. A. Mirgorodskaya,1 O. A. Cherepanova,1 E. P. Podolskaya,2 M. V. Serebryakova,3 V. A. Ivanov1
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and 3 Institute of Biomedical Chemistry RAMS, Moscow;
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The laminin affinity chromatography was used for isolating laminin-binding proteins from the plasma
membrane of Zajdela hepatoma cells synthesizing laminin. These were components with mol. weights about 80,
67, 60, 55, 52, 48 and 43 kDa. The isolation of laminin integrin receptors from plasma membranes of Zajdela
hepatoma cells in the presence of MnCl2 detected only a protein with mol. weight about 80 kDa in EDTA-eluti-
on conditions. This protein was identified by mass spectrometry method as the 78 kDa glucose-regulated protein
precursor (GRP78). It belongs to the family of 70 kDa heat shock proteins, recently GRP78 was reported to be
localized on the surface of different cell types, including hepatocytes.

K e y w o r d s: hepatoma, laminin, laminin receptor, heat shock proteins, GRP78.
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