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Met è ðåöåïòîð ÝÔÐ ìîãóò èíäóöèðîâàòü îñëàáëåíèå ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè è óâåëè÷åíèå ïîäâèæ-
íîñòè êëåòîê, ÷òî ÿâëÿåòñÿ ïðè÷èíîé ïðîöåññà ìåòàñòàçèðîâàíèÿ ïðè ðàêîâûõ çàáîëåâàíèÿõ. Ïîýòîìó
ìåõàíèçìû âçàèìîäåéñòâèÿ ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç è áåëêîâ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ ïðèâëåêàþò ê
ñåáå âíèìàíèå èññëåäîâàòåëåé. E-êàäåðèí — îñíîâíîé áåëîê, îáåñïå÷èâàþùèé êëåòî÷íóþ àäãåçèþ. Ðà-
íåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ Met çàâèñèò îò ôóíêöèè E-êàäåðèíà. Â äàí-
íîé ðàáîòå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ëîêàëèçàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ òàêæå îïðåäåëÿåòñÿ ñòàáèëüíîñòüþ àä-
ãåçèè. Ïîòåðÿ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â êëåòêàõ HBL-100 ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî ðåöåïòîð ÝÔÐ íå
ñòàáèëèçèðóåòñÿ íà êëåòî÷íîé ìåìáðàíå. Áûëî ïðîâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå àêòèâàöèè
MAP-êèíàçû ðîñòîâûìè ôàêòîðàìè â êëåòêàõ, ðàçëè÷àþùèõñÿ ñîñòîÿíèåì ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè. Îá-
íàðóæåíî, ÷òî E-êàäåðèí ñïîñîáåí ìîäóëèðîâàòü óðîâåíü è äëèòåëüíîñòü àêòèâàöèè êèíàçû ERK. Ïðåä-
ñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû äàþò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëîæèòü, ÷òî íå òîëüêî âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ,
íî è âíóòðèêëåòî÷íûé ñèãíàëüíûé ïóòü, àêòèâèðóåìûé Met è ðåöåïòîðîì ÝÔÐ, çàâèñèò îò ôóêíöèè
E-êàäåðèíà, ÷òî â ñâîþ î÷åðåäü ìîæåò îïðåäåëÿòü ñïåöèôèêó êëåòî÷íîãî îòâåòà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: Met, ðåöåïòîð ÝÔÐ, E-êàäåðèí, ìåæêëåòî÷íàÿ àäãåçèÿ, MAP-êèíàçà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, ÃÔÐ — ãåïàöèòàðíûé ôàêòîð
ðîñòà, MAP — mitogen-activated protein, ERK — extracellular signal-regulated kinase.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ìíîãî÷èñëåííûå èññëåäîâàíèÿ
ïîêàçàëè âàæíóþ ðîëü àêòèâàöèè Met è ðåöåïòîðà ýïè-
äåðìàëüíîãî ôàêòîðà (ÝÔÐ) â ðàçâèòèè èíâàçèâíîãî ðîñ-
òà îïóõîëåâûõ êëåòîê (Wells et al., 2002; Birchmeier et al.,
2003). Âûñîêîçëîêà÷åñòâåííûå ôîðìû ðàêà õàðàêòåðèçó-
þòñÿ îñëàáëåíèåì ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ è óñèëåíèåì
ïîäâèæíîñòè êëåòîê, ïîýòîìó ïðîáëåìà âçàèìîäåéñòâèÿ
àäãåçèâíûõ áåëêîâ è ðåöåïòîðîâ ôàêòîðîâ ðîñòà ÿâëÿåòñÿ
âåñüìà àêòóàëüíîé äëÿ ïîíèìàíèÿ ìåõàíèçìîâ ìåòàñòàçè-
ðîâàíèÿ.

E-êàäåðèí ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì áåëêîì ìåæêëåòî÷íûõ
êîíòàêòîâ â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. E-êàäåðèíçàâèñèìîå
âçàèìîäåéñòâèå ìåæäó êëåòêàìè âàæíî äëÿ ñîõðàíåíèÿ
àðõèòåêòóðû è öåëîñòíîñòè ýïèòåëèÿ, âûïîëíÿþùåãî
ôóíêöèþ áàðüåðà ìåæäó âíóòðåííåé è âíåøíåé ñðåäàìè
îðãàíèçìà. E-êàäåðèí ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé îäíîöåïî÷å÷-
íóþ òðàíñìåìáðàííóþ ìîëåêóëó. Ýêñòðàêëåòî÷íàÿ ÷àñòü
E-êàäåðèíà èìååò ïÿòü ãîìîëîãè÷íûõ ÅÑ-äîìåíîâ, êîòî-
ðûå ó÷àñòâóþò â êàëüöèéçàâèñèìîì âçàèìîäåéñòâèè äâóõ
ìîëåêóë E-êàäåðèíà íà ïîâåðõíîñòè ñîñåäíèõ êëåòîê. Öè-
òîïëàçìàòè÷åñêèé äîìåí E-êàäåðèíà ñâÿçûâàåòñÿ ñ àêòè-
íîâûì öèòîñêåëåòîì ÷åðåç ìîëåêóëû â- è á-êàòåíèíà, ÷òî
îáåñïå÷èâàåò ñòàáèëèçàöèþ ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ
(Gumbiner, 2000).

Met è ðåöåïòîð ÝÔÐ îòíîñÿòñÿ ê ñóïåðñåìåéñòâó
òðàíñìåìáðàííûõ ðåöåïòîðîâ, îáëàäàþùèõ ñîáñòâåííîé
òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ãåïàòîöèòàðíûé ôàêòîð
ðîñòà (ÃÔÐ) ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ëèãàíäîì Met. Ðå-

öåïòîð ÝÔÐ àêòèâèðóåòñÿ íåñêîëüêèìè ëèãàíäàìè, îäíèì
èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ÝÔÐ. Â ñòðóêòóðå öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîãî äîìåíà ðåöåïòîðà ÝÔÐ âûäåëÿþòñÿ òèðîçèíêèíàç-
íûé äîìåí è ðÿä òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ, àóòîôîñôîðèëè-
ðîâàíèå êîòîðûõ ñïîñîáñòâóåò ñâÿçûâàíèþ ðåöåïòîðà ñ
ñèãíàëüíûìè âíóòðèêëåòî÷íûìè áåëêàìè. Öèòîïëàçìà-
òè÷åñêàÿ ÷àñòü Met èìååò óíèêàëüíóþ ñòðóêòóðó — êðîìå
êèíàçíîãî äîìåíà â íåé âûäåëÿþò ïîñàäî÷íûé äîìåí,
àóòîôîñôîðèëèðîâàíèå êîòîðîãî èíäóöèðóåò ïåðåäà÷ó
ñèãíàëà. Â ïðîöåññå àêòèâàöèè îáà ðåöåïòîðà ôîñôîðèëè-
ðóþòñÿ ïî òèðîçèíó è âïîñëåäñòâèè âçàèìîäåéñòâóþò ñ
àäàïòîðíûìè áåëêàìè GRB-2 è GAB1. Ýòè ìîëåêóëû ïî-
çâîëÿþò àêòèâèðîâàííûì ðåöåïòîðàì èíèöèèðîâàòü ñèã-
íàëüíûå êàñêàäû ÷åðåç ôîñôîèíîçèòèä-3-êèíàçó (PI3K),
ôîñôîëèïàçó C-ã (PLCã) è ìèòîãåíàêòèâèðîâàííóþ êèíà-
çó (MAP-êèíàçó) (Schlessinger, 2000; Zhang et al., 2003).

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàêîïèëèñü ýêñïåðèìåíòàëüíûå
äàííûå, ñâèäåòåëüñòâóþùèå î òîì, ÷òî E-êàäåðèí âûïîë-
íÿåò íå òîëüêî ñòðóêòóðíóþ ôóíêöèþ, íî, ïî-âèäèìîìó,
ñïîñîáåí èíäóöèðîâàòü âíóòðèêëåòî÷íûé ñèãíàë è ìîäó-
ëèðîâàòü àêòèâíîñòü ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç (Yap,
Kovacs, 2003). Äëÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ è ðåöåïòîðà âàñêó-
ëî-ýíäîòåëèàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà ïîêàçàíî, ÷òî êàäåðèí-
çàâèñèìàÿ àäãåçèÿ èíãèáèðóåò àêòèâàöèþ ðåöåïòîðîâ ëè-
ãàíäîì (Takahashi, Suzuki, 1996; Grazia Lampugnani et al.,
2003). Âçàèìîäåéñòâèå ðåöåïòîðà ôàêòîðà ðîñòà ôèáðî-
áëàñòîâ ñ N-êàäåðèíîì, íàîáîðîò, óâåëè÷èâàåò óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà è ñïîñîáñòâóåò ìèãðàöèè
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îïóõîëåâûõ êëåòîê (Suyama et al., 2002). Îáíàðóæåíî, ÷òî
ðåöåïòîðû ôàêòîðîâ ðîñòà ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ôîñôîðè-
ëèðîâàíèè E-êàäåðèíà è êàòåíèíîâ, îñëàáëÿÿ ìåæêëåòî÷-
íóþ àäãåçèþ (Lilien et al., 2002). Òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî
â ïðîöåññå ñòàíîâëåíèÿ E-êàäåðèíçàâèñèìûõ ìåæêëåòî÷-
íûõ êîíòàêòîâ ïðîèñõîäèò êðàòêîâðåìåííàÿ òðàíñàêòè-
âàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ (Pece, Gutkind, 2000). Ýòè äàííûå
ïîêàçûâàþò, ÷òî ìåæäó E-êàäåðèíîì è ðåöåïòîðàìè ôàê-
òîðîâ ðîñòà, ïî-âèäèìîìó, ñóùåñòâóåò áëèçêîå âçàèìî-
äåéñòâèå, èìåþùåå ôóíêöèîíàëüíîå çíà÷åíèå. Òàêèì îá-
ðàçîì, â íàñòîÿùåå âðåìÿ áèîõèìè÷åñêèå âíóòðèêëå-
òî÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè, êîòîðûå èíäóöèðóþòñÿ Met
è ðåöåïòîðîì ÝÔÐ, äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíû, íî ïî÷-
òè îòñóòñòâóþò äàííûå, êàñàþùèåñÿ ìåõàíèçìîâ âçàèìî-
äåéñòâèÿ ìåæäó ðåöåïòîðàìè ôàêòîðîâ ðîñòà è E-êàäå-
ðèíîì.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè âëèÿíèå E-êàäåðèí-
çàâèñèìîé àäãåçèè íà ôóíêöèè Met è ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Ïî-
êàçàíî, ÷òî âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ,
òàê æå êàê è Met, çàâèñèò îò ôóíêöèè E-êàäåðèíà. Ðåöåï-
òîð ÝÔÐ êîëîêàëèçîâàí ñ E-êàäåðèíîì â ñàéòàõ çðåëûõ
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ â êëåòêàõ HT-29, íî ðàñïðå-
äåëåí ïðåèìóùåñòâåííî â öèòîçîëå â êëåòêàõ, íå ñïîñîá-
íûõ ôîðìèðîâàòü ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû, òàêèõ êàê
MDA-MB-468, BT-549 è HBL-100. Îáíàðóæåíî, ÷òî E-êà-
äåðèí ìîäóëèðóåò àêòèâàöèþ ERK-êèíàçû ïðè ñòèìóëÿ-
öèè êëåòîê ÃÔÐ èëè ÝÔÐ â çàâèñèìîñòè îò ñîñòîÿíèÿ
ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè. Âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî îáíàðóæåííûé ôåíîìåí ìîæåò îïðåäåëÿòü ñïå-
öèôèêó êëåòî÷íîãî îòâåòà íà ðîñòîâûå ôàêòîðû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ð å à ê ò è â û è à í ò è ò å ë à. Âñå ðåàãåíòû, åñëè íå îãî-
âîðåíî ñïåöèàëüíî, ïîëó÷åíû îò ôèðìû Sigma (ÑØÀ).
Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ïî-
ëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ Met C-28 è C12
(Santa Cruz Biothehnology, ÑØÀ); ìîíîêëîíàëüíûå ìû-
øèíûå àíòèòåëà ïðîòèâ E-êàäåðèíà C20820 (Transduction
Labs, ÑØÀ); ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè ïðîòèâ ðåöåïòîðà
ÝÔÐ (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíû ä-ðîì Êàðïåíòåðîì,
ÑØÀ); HRP-, Cy-3- è Alexa 488-êîíúþãèðîâàííûå êîçüè
àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøèíûõ è êðîëè÷üèõ èììóíîãëîáóëè-
íîâ (Sigma, ÑØÀ); ëèïîôåêòàìèí 2000 (Gibco BRL,
ÑØÀ); êóëüòóðàëüíóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó DMEM («Áèî-
ëîò», Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîññèÿ); ýìáðèîíàëüíóþ ñûâî-
ðîòêó (Gibco BRL, ÑØÀ).

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè êëåòî÷-
íûå ëèíèè HT-29, BT-549 è MDA-MB-468, ïîëó÷åííûå èç
Àìåðèêàíñêîé êëåòî÷íîé êîëëåêöèè (ATTC, ÑØÀ), è
HBL-100, ïîëó÷åííóþ èç Ðîññèéñêîé êëåòî÷íîé êîëëåê-
öèè Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM ñ äîáàâëåíèåì 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè â àòìîñôåðå 5 % CO2. Äëÿ ýêñïåðè-
ìåíòîâ èñïîëüçîâàëè 2—3-ñóòî÷íûå êóëüòóðû. Çà 16 ÷ äî
íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ïåðåâîäèëè íà ñðåäó DMEM,
ñîäåðæàùóþ 0.5 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

Ò ð à í ñ ô å ê ö è ÿ ê ë å ò î ê. Êëåòêè BT-549 áûëè
òðàíñôèöèðîâàíû ÄÍÊ E-êàäåðèíà ñ ïîìîùüþ ëèïîôåê-
òàìèíà 2000 ñîãëàñíî èíñòðóêöèè ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ.
ÄÍÊ E-êàäåðèíà áûëà ïîëó÷åíà èç ëàáîðàòîðèè
ä-ðà Ñ. Òðîÿíîâñêîãî (Washington University School of
Medicine, St. Louis, MO, ÑØÀ). Ñóáêîíôëþåíòíûé ìîíî-
ñëîé êëåòîê, ðàñòóùèõ â ÷àøêàõ Ïåòðè äèàìåòðîì 5 ñì,

èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 12 ÷ â ñðåäå, ñîäåðæàùåé 1 ìêã
ÄÍÊ è ëèïîôåêòàìèí (1 : 1). Çàòåì ñðåäó ìåíÿëè íà ðîñ-
òîâóþ è ïðîäîëæàëè èíêóáèðîâàòü êëåòêè äî äîñòèæåíèÿ
ìîíîñëîÿ. Ñåëåêöèþ êëîíîâ ïðîâîäèëè íà ñðåäå, ñîäåð-
æàùåé ãåíåòèöèí (500 ìêã/ìë).

Ñ ò è ì ó ë ÿ ö è ÿ ê ë å ò î ê è ï ð è ã î ò î â ë å í è å ò î ò à -
ë ü í û õ ë è ç à ò î â. Ôàêòîðû ðîñòà äîáàâëÿëè â êóëüòó-
ðàëüíóþ ñðåäó è ïðîäîëæàëè êóëüòèâèðîâàòü êëåòêè óêà-
çàííîå â ýêñïåðèìåíòå âðåìÿ. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïðîìû-
âàëè õîëîäíûì ôîñôàòíî-ñîëåâûì ðàñòâîðîì (PBS),
pH 7.4. Çàòåì êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì
50 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 7.5), 150 ìÌ NaCl, 1 % Òðèòîíà
X-100, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ NaF, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.5 ìÌ
PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç. Â íåêîòîðûõ ýêñ-
ïåðèìåíòàõ äëÿ ëèçèðîâàíèÿ êëåòîê èñïîëüçîâàëè áóôåð
RIPA, ñîäåðæàùèé 50 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 7.5), 150 ìÌ
NaCl, 1 % Òðèòîíà X-100, 0.5 % äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ,
0.1 % äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ NaF,
1 ìÌ ÝÄÒÀ, 0.5 ìÌ PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðî-
òåàç. Äëÿ îñàæäåíèÿ íåðàñòâîðèìûõ áåëêîâ êëåòî÷íûé
ëèçàò öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 14 000 îá/ìèí.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Ýëåêòðîôî-
ðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè â ïîëèàêðèë-
àìèäíîì ãåëå â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ â
ìîäèôèêàöèè Ëýììëè. Ðàçäåëåííûå â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå áåëêè ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
Hybond-C extra (Amersham Pharmacia Biotech, ÑØÀ). Ìåì-
áðàíó áëîêèðîâàëè 5%-íûì ðàñòâîðîì ñóõîãî ìîëîêà â
TTBS (20 ìÌ Òðèñ-HCl, 150 ìÌ NaCl, 0.05% Òâèí-20) â
òå÷åíèå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, çàòåì èíêóáèðî-
âàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè ñïåöèôè÷åñêèìè
àíòèòåëàìè â TTBS, ñîäåðæàùåì 5 % ñóõîãî ìîëîêà, è
ïðîìûâàëè 1 ÷ â TTBS ñî ñìåíîé áóôåðà 3 ðàçà. Äàëåå
ìåìáðàíó èíêóáèðîâàëè ñî âòîðûìè àíòèòåëàìè, êîíúþ-
ãèðîâàííûìè ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Äëÿ äåòåêöèè áåëêîâ
èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâ ECL (Amersham Pharmacia Biotech,
ÑØÀ).

Èììóíîôëóîðåñöåíòíîå îêðàøèâàíèå. Êëåò-
êè âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïðîìûâàëè 3 ðàçà
â PBS è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà
â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ïðî-
ìûâêè PBS êëåòêè ïåðìåàáèëèçèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí
0.2%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòîíà X-100 â PBS ïðè 4 °Ñ. Â íå-
êîòîðûõ ýêñïåðèìåíòàõ êëåòêè ñíà÷àëà îáðàáàòûâàëè
ðàñòâîðîì CKS (50 ìÌ NaCl, 10 ìÌ Pipes, pH 6.8, 3 ìÌ
MgCl2, 0.5 % Òðèòîíà X-100 è 300 ìÌ ñàõàðîçû), à çàòåì
ôèêñèðîâàëè â 4%-íîì ðàñòâîðå ôîðìàëüäåãèäà â òå÷å-
íèå 10 ìèí. Äàëåå êëåòêè èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â áëîêè-
ðóþùåì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 3%-íûé ðàñòâîð áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) â PBS. Èíêóáàöèþ ñî
ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 30 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Àíòè-Met C-12 (1 : 300) è
àíòè E-êàäåðèí (1 : 500) àíòèòåëà ðàçâîäèëè â 1%-íîì
ðàñòâîðå ÁÑÀ. Âòîðûå àíòèòåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ èì-
ìóíîôëóîðîõðîìîì Cy-3 èëè Alexa 488, ðàçâîäèëè â ñî-
îòíîøåíèè 1 : 700 â 1%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ. Ïðåïàðàòû
àíàëèçèðîâàëè ïîä ìèêðîñêîïîì Olympus BX41 èëè Leica
TCS SL (êîíôîêàëüíûé).

Ðåçóëüòàòû

Ý ê ñ ï ð å ñ ñ è ÿ ð å ö å ï ò î ð à Ý Ô Ð, M e t è E - ê à ä å -
ð è í à â ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è ÿ õ ÷ å ë î â å ê à. Ïðåæäå ÷åì
íà÷àòü èññëåäîâàíèå âçàèìîäåéñòâèÿ ìåæäó E-êàäåðèíîì
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è ðåöåïòîðàìè ôàêòîðîâ ðîñòà, ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ýêñ-
ïðåññèþ Met, ðåöåïòîðà ÝÔÐ è E-êàäåðèíà â ðàçëè÷íûõ
ýïèòåëèàëüíûõ ëèíèÿõ ÷åëîâåêà. Äëÿ àíàëèçà áðàëè
2—3-ñóòî÷íûå êëåòî÷íûå êóëüòóðû. Êëåòêè ëèçèðîâàëè â
áóôåðå RIPA è àíàëèç áåëêîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîáëîòèíãà. Áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëåòêè HT-29 è
MDA-MB-468 ñîäåðæàëè âûñîêèé óðîâåíü E-êàäåðèíà
(ðèñ. 1, à), à â êëåòêàõ ëèíèé HBL-100 è BT-549 E-êàäå-
ðèí îòñóòñòâîâàë ïîëíîñòüþ (ðèñ. 1, à), ÷òî ñîîòâåòñòâî-
âàëî äàííûì èç ëèòåðàòóðû. Âñå ïðîâåðåííûå ëèíèè ýêñ-
ïðåññèðîâàëè Met è ðåöåïòîð ÝÔÐ, íî êîëè÷åñòâî ðåöåï-
òîðîâ çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàëî. Ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðîâ êëåòêè áûëè óñëîâíî ðàçäåëåíû íà äâå ãðóï-
ïû: êëåòêè HT-29, BT-549 è MDA-MB-468 ñîäåðæàëè
ïðèìåðíî îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî Met (ðèñ. 1, â), à êëåòêè
HT-29 è HBL-100 áûëè ñõîæè ïî óðîâíþ ýêñïðåññèè ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ (ðèñ. 1, á). Â êàæäîé ãðóïïå êëåòîê áûëè
ïðåäñòàâëåíû êàê ëèíèè êëåòîê, èìåþùèå E-êàäåðèí, òàê
è ëèíèè, óòðàòèâøèå åãî.

Ê î ë î ê à ë è ç à ö è ÿ ð å ö å ï ò î ð à Ý Ô Ð è E - ê à ä å -
ð è í à â î á ë à ñ ò è ç ð å ë û õ ì å æ ê ë å ò î ÷ í û õ ê î í ò à ê -
ò î â ê ë å ò î ê H T - 2 9. Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî Met êî-
ëîêîëèçîâàí ñ E-êàäåðèíîì â îáëàñòè ìåæêëåòî÷íûõ êîí-
òàêòîâ â êóëüòóðå HT-29, à â êëåòêàõ BT-549, óòðàòèâøèõ
E-êàäåðèí, ðåöåïòîð ïðåèìóùåñòâåííî íàêàïëèâàåòñÿ â
öèòîçîëå â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè (Reshetnikova et al.,
2007). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû âûÿñíÿëè, âëèÿåò ëè E-êà-
äåðèí íà âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ðåöåïòîðà ÝÔÐ.
Ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå ëîêàëèçàöèè
ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ HT-29 è HBL-100 ñ ïîìîùüþ
ìåòîäà äâîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ E-êàäåðèíà è ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Áûëî
îáíàðóæåíî, ÷òî â êëåòêàõ HT-29 ðåöåïòîð ÝÔÐ ëîêàëè-
çóåòñÿ íà ìåìáðàíå (ðèñ. 2, à). Íàïðîòèâ, â êëåòêàõ
HBL-100, óòðàòèâøèõ E-êàäåðèí, ðåöåïòîð ïðåèìóùåñò-
âåííî íàêàïëèâàåòñÿ â îêîëîÿäåðíîé îáëàñòè (ðèñ. 2, á).

Ôîðìèðîâàíèå çðåëîé ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè èíäóöè-
ðóåò ñâÿçûâàíèå E-êàäåðèíà ñ àêòèíîâûì öèòîñêåëåòîì è
êîððåëèðóåò ñ óñòîé÷èâîñòüþ E-êàäåðèíà ê ýêñòðàêöèè
Òðèòîíîì X-100 (Adams et al., 1996; Pasdar et al., 1997).
Êëåòêè HT-29 îáðàáàòûâàëè áóôåðîì CSK, à çàòåì ôèê-
ñèðîâàëè è îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ E-êàäåðèíà è

ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Îêàçàëîñü, ÷òî ïîñëå ýêñòðàêöèè áóôå-
ðîì CSK çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî E-êàäåðèíà âûÿâëÿåò-
ñÿ íà ìåìáðàíå (ðèñ. 2, â); ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî
êëåòêè ôîðìèðóþò çðåëûå ìåæêëåòî÷íûå E-êàäåðèíçàâè-
ñèìûå êîíòàêòû. Áîëåå òîãî, ðåöåïòîð ÝÔÐ òàêæå îáíàðó-
æèâàåòñÿ íà ìåìáðàíå (ðèñ. 2, ã). Íà ðèñ. 2, ä âèäíî, ÷òî
ðåöåïòîð êîëîêàëèçóåòñÿ ñ E-êàäåðèíîì íà ìåìáðàíå. Ïî-
ñêîëüêó íåðàñòâîðèìàÿ â Òðèòîíå ôðàêöèÿ E-êàäåðèíà
âêëþ÷åíà â çðåëûå êîíòàêòû, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî
ðåöåïòîð ÝÔÐ è E-êàäåðèí êîëîêàëèçóåòñÿ â îáëàñòè
ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ.

Â ë è ÿ í è å E - ê à ä å ð è í à í à à ê ò è â à ö è þ
M A P - ê è í à ç û â ê ë å ò ê à õ H T - 2 9, M D A - M B - 4 6 8 è
H B L - 1 0 0. Ìû îáíàðóæèëè çíà÷èòåëüíûå ðàçëè÷èÿ â ëî-
êàëèçàöèè Met è ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ ñ ðàçëè÷íûì
ñòàòóñîì E-êàäåðèíçàâèñèìîé àäãåçèè. Ïîòåðÿ ýêñïðåñ-
ñèè E-êàäåðèíà êîððåëèðóåò ñî çëîêà÷åñòâåííîé òðàíñ-
ôîðìàöèåé êëåòîê (Birchmeier et al., 2003). Ïîýòîìó ìîæ-
íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîòåðÿ ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè áó-
äåò îêàçûâàòü âëèÿíèå íà àêòèâàöèþ ðåöåïòîðîâ.

Ñíà÷àëà ìû ïðîâåðèëè ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà
ÝÔÐ â êëåòêàõ HT-29 è HBL-100 ïðè ñòèìóëÿöèè êëåòîê
ÝÔÐ. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ÝÔÐ (10 íã/ìë) â òå÷åíèå
15 ìèí è ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA. Àêòèâèðîâàííûé ðå-
öåïòîð ÝÔÐ âûÿâëÿëè èììóíîáëîòèíãîì ñ ïîìîùüþ àí-
òèòåë íà ôîñôîðèëèðîâàííóþ ôîðìó ðåöåïòîðà. Â ðå-
çóëüòàòå ýêñïåðèìåíòà áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà êàê â êëåòêàõ HT-29, òàê è
â êëåòêàõ HBL-100 áûë ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâ (äàííûå íå
ïîêàçàíû). Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî èììóíîôëóîðåñöåíòíûé
àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî íà ìåìáðàíå êëåòîê HBL-100 ëîêàëè-
çóåòñÿ çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ
(ðèñ. 2, à, á), ÷åì â êëåòêàõ HT-29, ýòîò ôàêò íå ïîâëèÿë
íà óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà.

Çàòåì ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè àêòèâàöèþ MAP-êèíàçû
ïðè ñòèìóëÿöèè êëåòîê HT-29, MDA-MB-468 è HBL-100
ñ ïîìîùüþ ÝÔÐ. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ ÝÔÐ (10 íã/ìë)
è ÷åðåç ðàçëè÷íûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè (îò 10 ìèí äî íå-
ñêîëüêèõ ÷àñîâ) ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA. Àêòèâíûå
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Ðèñ. 1. Ýêñïðåññèÿ E-êàäåðèíà, Met è ðåöåïòîðà ÝÔÐ â ðàçëè÷-
íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ: HBL-100, BT-549, MDA-MB-468 è

HT-29.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè 2—3 ñóò, ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA. Áåëêè êëå-
òî÷íûõ ýêñòðàêòîâ ðàçäåëÿëè â ÏÀÀÃ, ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîç-

íóþ ìåìáðàíó è âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà.

Ðèñ. 2. Âíóòðèêëåòî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ è E-êàäå-
ðèíà â êëåòêàõ HT-29 è HBL-100.

Ðåöåïòîð ÝÔÐ ëîêàëèçîâàí íà ìåìáðàíå êëåòîê HT-29 (a) è â öèòîçîëå
êëåòîê HBL-100 (á). Â êëåòêàõ HT-29 íå ðàñòâîðèìûå â Òðèòîíå X-100
ôðàêöèè E-êàäåðèíà (â) è ðåöåïòîðà ÝÔÐ (ã) êîëîêàëèçóþòñÿ íà ìåìáðà-
íå êëåòîê (ä). Êëåòêè âûðàùèâàëè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ è ôèêñèðîâà-
ëè 3%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà. ×àñòü êëåòîê áûëà ñíà÷àëà îáðà-
áîòàíà áóôåðîì CSK, à çàòåì çàôèêñèðîâàíà (â—ä). Âûÿâëåíèå áåëêîâ
ïðîâîäèëè ìåòîäîì äâîéíîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ ñ
ïîìîùüþ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ E-êàäåðèíà è ïîëèêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ïðîòèâ ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Âòîðûå àíòèòåëà ïðîòèâ ìûøè
áûëè êîíúþãèðîâàíû ñ Alexa 488, âòîðûå àíòèòåëà ïðîòèâ êðîëèêà —

ñ Cy-3.



èçîôîðìû MAP-êèíàçû îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ èììóíî-
áëîòà ôîñôîñïåöèôè÷åñêèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ ERK-1 è
ERK-2, îáëàäàþùèìè ìîë. ìàññàìè 44 è 42 êÄà ñîîòâåò-
ñòâåííî. Àíòèòåëà ê íåàêòèâèðîâàííîé ôîðìå ERK èñïî-
ëüçîâàëè äëÿ êîíòðîëÿ ýêâèâàëåíòíîñòè íàíåñåíèÿ áåëêîâ
íà ãåëü. Â èññëåäîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ îáíàðóæèâà-
ëè àêòèâàöèþ ERK â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ êëåòîê ÝÔÐ.
Â ëèíèè HT-29 íàáëþäàëè ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ERK óæå ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå àêòèâàöèè, à ÷åðåç
2 ÷ ôîñôîðèëèðîâàíèå ERK ïàäàëî äî èñõîäíîãî óðîâíÿ
(ðèñ. 3, à). Íàïðîòèâ, ñòèìóëÿöèÿ êëåòîê HBL-100 âûçûâà-
ëà äëèòåëüíîå àêòèâèðîâàíèå ERK. Âûñîêèé óðîâåíü ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ ñîõðàíÿëñÿ â òå÷åíèå 2 ÷, à çàòåì ïîíèæàë-
ñÿ è òîëüêî ÷åðåç 6 ÷ ïàäàë äî êîíòðîëüíîãî (ðèñ. 3, á).

Êëåòêè MDA-MB-468 ýêñïðåññèðóþò E-êàäåðèí, íî
óòðàòèëè á-êàòåíèí, ïîýòîìó îíè íå ñïîñîáíû ôîðìèðî-
âàòü çðåëûå ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû. Ðèñ. 3, â ïîêàçûâà-
åò, ÷òî â êëåòêàõ MDA-MB-468 ñîõðàíÿåòñÿ âûñîêèé óðî-
âåíü àêòèâàöèè ERK ïî êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 1 ÷ (äàëåå
íå íàáëþäàëè). Òàêèì îáðàçîì, äàííûå ðåçóëüòàòû ñâèäå-
òåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïîòåðÿ ìåæêëåòî÷íîé àäãåçèè
âñëåäñòâèå óòðàòû ôóíêöèè E-êàäåðèíà, êàê â êëåòêàõ
MDA-MB-468, èëè âñëåäñòâèå îòñóòñòâèÿ åãî ýêñïðåññèè,
êàê â êëåòêàõ HBL-100, êîððåëèðóåò ñ óâåëè÷åíèåì äëè-
òåëüíîñòè àêòèâàöèè ERK ïðè ñòèìóëÿöèè êëåòîê ÝÔÐ.

Â ë è ÿ í è å E - ê à ä å ð è í à í à à ê ò è â à ö è þ E R K
ï ð è ñ ò è ì ó ë ÿ ö è è ê ë å ò î ê HT-29 è B T - 5 4 9 Ã Ô Ð.
Äëÿ òîãî ÷òîáû èññëåäîâàòü, âëèÿåò ëè E-êàäåðèí íà àê-
òèâàöèþ Met, áûëè âûáðàíû êëåòêè HT-29, ôîðìèðóþ-
ùèå ìåæêëåòî÷íûå êîíòàêòû, êëåòêè BT-549, óòðàòèâøèå
E-êàäåðèí, è êëîí êëåòîê BT-549E, òðàíñôèöèðîâàííûé
ÄÍÊ E-êàäåðèíà (Reshetnikova et al., 2007). Êëåòêè ñòèìó-
ëèðîâàëè ÃÔÐ (10 íã/ìë) â òå÷åíèå ðàçëè÷íîãî âðåìåíè
(îò 15 ìèí äî 3 ÷), ïîñëå ÷åãî ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA.
Ôîñôîðèëèðîâàíèå ERK îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ èììóíî-
áëîòèíãà ñ ôîñôîñïåöèôè÷åñêèìè àíòè-ERK àíòèòåëàìè.
Â êëåòêàõ HT-29 ÃÔÐ èíäóöèðóåò ôîñôîðèëèðîâàíèå
ERK. Àêòèâèðîâàííûé ERK ñîõðàíÿëñÿ â êëåòêàõ êàê
ìèíèìóì â òå÷åíèå 3 ÷ (äàëåå íå íàáëþäàëè) (ðèñ. 4, à).
Íàïîìíèì, ÷òî â ýòèõ æå êëåòêàõ ïðè ñòèìóëÿöèè ÝÔÐ
óæå ÷åðåç 30 ìèí íàáëþäàëè ñíèæåíèå óðîâíÿ ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ERK (ðèñ. 3, à). Íåîæèäàííûé ðåçóëüòàò áûë
ïîëó÷åí íà «áåñêîíòàêòíûõ» êëåòêàõ BT-549. Â ýòèõ
êëåòêàõ áûë îáíàðóæåí äîñòàòî÷íî âûñîêèé áàçàëüíûé
óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ERK, êîòîðûé ïðè ñòèìóëÿ-
öèè êëåòîê ÃÔÐ çàìåòíî íå ïîâûøàëñÿ (ðèñ. 4, á). Íàî-
áîðîò, â êëåòêàõ BT-549E, ýêñïðåññèðóþùèõ ýêçîãåí-
íûé E-êàäåðèí, íàáëþäàåòñÿ àêòèâàöèÿ ERK ïðè ñòèìó-
ëÿöèè êëåòîê ÃÔÐ (ðèñ. 4, ã). Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
äàþò âîçìîæíîñòü ïðåäïîëàãàòü, ÷òî E-êàäåðèí ìîæåò
âëèÿòü íà àêòèâàöèþ ERK â êëåòêàõ HT-29, BT-549 è
BT-549E ïðè ñòèìóëÿöèè ÃÔÐ â çàâèñèìîñòè îò ôóíêöèè
E-êàäåðèíà.

Îáñóæäåíèå

Ìíîãî÷èñëåííûå ðåöåïòîðíûå òèðîçèíêèíàçû âîâëå-
÷åíû â ìîäóëÿöèþ àäãåçèè â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ. Met
è ðåöåïòîð ÝÔÐ ÿâëÿþòñÿ ïðèìåðîì òàêèõ ðåöåïòîðîâ,
êîòîðûå ìîãóò èíãèáèðîâàòü E-êàäåðèíçàâèñèìóþ àäãå-
çèþ ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ àäãåçèâíûõ áåëêîâ (Wells
et al., 2002; Yap, Kovacs, 2003). Â äàííîé ðàáîòå ìû ïîêà-
çàëè, ÷òî E-êàäåðèí òàêæå ñïîñîáåí âëèÿòü íà ôóíêöèè
ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç. Îáíàðóæåíî, ÷òî ìåìáðàííàÿ

ëîêàëèçàöèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ çàâèñèò îò ôóíêöèè E-êàäå-
ðèíà, ÷òî ðåöåïòîð ÝÔÐ è E-êàäåðèí êîëîêàëèçóþòñÿ â
îáëàñòè ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ. Áîëåå òîãî, ïîêàçàíî,
÷òî E-êàäåðèí ìîæåò ìîäóëèðîâàòü àêòèâàöèþ ERK ïðè
ñòèìóëÿöèè êëåòîê ÝÔÐ èëè ÃÔÐ.

Â îïóáëèêîâàííûõ ðàíåå ðàáîòàõ ñîîáùàåòñÿ î òîì,
÷òî Met è ðåöåïòîð ÝÔÐ èìåþò áàçîëàòåðàëüíóþ ëîêàëè-
çàöèþ â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ (Maratos-Flier et al., 1987;
Crepaldi et al., 1994). Îäíàêî ìåõàíèçìû, êîòîðûå ðåãóëè-
ðóþò âíóòðèêëåòî÷íóþ ëîêàëèçàöèþ ðåöåïòîðîâ, â íà-
ñòîÿùåå âðåìÿ íåÿñíû. Îäíèì èç õàðàêòåðíûõ ñâîéñòâ
ýïèòåëèÿ ÿâëÿåòñÿ êëåòî÷íàÿ ïîëÿðíîñòü. Ïîëÿðíîñòü
êëåòîê ñîõðàíÿåòñÿ áëàãîäàðÿ E-êàäåðèíçàâèñèìûì àäãå-
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Ðèñ. 3. Ñòèìóëÿöèÿ MAP-êèíàçíîé àêòèâíîñòè â êëåòêàõ
HT-29 (à), HBL-100 (á) è MDA-MB-468 (â) ïðè ñòèìóëÿöèè

ÝÔÐ.

à, á: äîðîæêà 1 — êîíòðîëü (áåç ñòèìóëÿöèè ÝÔÐ), äîðîæêè 2—8 —
ñòèìóëÿöèÿ ÝÔÐ â òå÷åíèå 15 (2) èëè 30 (3) ìèí, 1 (4), 2 (5), 3 (6), 4 (7)
èëè 5 (8) ÷ ñîîòâåòñòâåííî. â: äîðîæêà 1 — êîíòðîëü, äîðîæêè 2—5 —
ñòèìóëÿöèÿ ÝÔÐ â òå÷åíèå 5 (2), 15 (3), 30 (4) è 60 (5) ìèí ñîîòâåò-

ñòâåííî.

Ðèñ. 4. Àêòèâàöèÿ ERK-êèíàçû â êëåòêàõ HT-29, BT-549
è BT-549E ïðè ñòèìóëÿöèè ÃÔÐ.

à: êëåòêè HT-29 ñòèìóëèðîâàëè ÃÔÐ (10 íã/ìë) â òå÷åíèå 15 (2) èëè
30 (3) ìèí, 1 (4), 2 (5) èëè 3 (6) ÷ ñîîòâåòñòâåííî. Êîíòðîëüíûå êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè áåç ÃÔÐ (1). á, â: êëåòêè BT-549 (á) è BT-549E (â) ñòèìó-
ëèðîâàëè ñ ÃÔÐ 15 ìèí (+). Êîíòðîëüíûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè áåç
ÃÔÐ (–). Çàòåì êëåòêè ëèçèðîâàëè â áóôåðå RIPA . Áåëêè êëåòî÷íûõ ëèçà-
òîâ ðàçäåëÿëè â 10%-íîì ÏÀÀÃ, ïåðåíîñèëè íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåì-
áðàíó è âûÿâëÿëè ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà, êîòîðûé ïðîâîäèëè ëèáî ñ
àíòèòåëàìè ïðîòèâ ERK, ëèáî ñ àíòèòåëàìè ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîé

ôîðìû ERK (pERK).



çèâíûì êîíòàêòàì, êîòîðûå äåëÿò êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó
íà àïèêàëüíûé è áàçîëàòåðàëüíûé äîìåíû. Ýòè äîìåíû
ìåìáðàíû ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñîñòàâó áåëêîâ è ëèïèäîâ, ÷òî
îòðàæàåò ðàçëè÷èÿ â èõ ôóíêöèÿõ (Drubin, Nelson, 1996).
Ïîòåðÿ ïîëÿðíîñòè âëå÷åò çà ñîáîé èçìåíåíèå ñòàòóñà
êëåòêè. Äðàìàòè÷åñêèì èçìåíåíèÿì ïîäâåðãàåòñÿ ñèñòå-
ìà ñîðòèíãà è òðàíñïîðòà ìåìáðàííûõ áåëêîâ. Áåëêè ñå-
ìåéñòâà t-SNARE, îáåñïå÷èâàþùèå òðàíñïîðò áåëêîâ íà
áàçîëàòåðàëüíóþ ìåìáðàíó, ïðè ïîòåðå êëåòêàìè ïîëÿð-
íîñòè íå íàïðàâëÿþòñÿ íà ìåìáðàíó, à íàêàïëèâàþòñÿ â
öèòîçîëå (Low et al., 2000). Â òî æå âðåìÿ îáíàðóæåíî,
÷òî ðàçðóøåíèå ìåæêëåòî÷íûõ êîíòàêòîâ èíäóöèðóåò áû-
ñòðûé ýíäîöèòîç òàêèõ ìåìáðàííûõ áåëêîâ, êàê E-êàäå-
ðèí, á-êàòåíèí, îêëóäèí, êëàóäèí è ZO-1, è èõ àêêóìóëÿ-
öèþ â íîâûõ âíóòðèêëåòî÷íûõ êîìïàðòìåíòàõ, íàçâàí-
íûõ àâòîðàìè «êëàäîâîé» (Ivanov et al., 2004). Ìû
âûñêàçûâàåì ïðåäïîëîæåíèå î òîì, ÷òî ëîêàëèçàöèÿ ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ â öèòîçîëå â E-êàäåðèí-íåãàòèâíûõ êëåòêàõ
BT-549 è HBL-100 îáóñëîâëåíà èçìåíåíèåì âíóòðèêëå-
òî÷íîé ñîðòèðîâêè è òðàíñïîðòà áåëêîâ, ïðîèñõîäÿùèì
ïðè ïîòåðå êëåòêàìè ïîëÿðíîñòè. Íåñîìíåííî, ýòà ãèïî-
òåçà òðåáóåò äîïîëíèòåëüíûõ èññëåäîâàíèé.

Îáùåïðèíÿòî, ÷òî ÝÔÐ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç îñíîâíûõ
ôàêòîðîâ, êîòîðûé ðåãóëèðóåò ðîñò è äèôôåðåíöèðîâêó
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê. Íåäàâíî îáíàðóæåíî, ÷òî ôóíê-
öèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ çàâèñèò îò åãî ëîêàëèçàöèè — àïèêà-
ëüíîé èëè áàçîëàòåðàëüíîé (Hobert et al., 1999). Íà ïðèìå-
ðå êëåòîê Caco-2 ïîêàçàíî, ÷òî òîëüêî áàçîëàòåðàëüíî
ðàñïîëîæåííûé ðåöåïòîð ÝÔÐ ñòèìóëèðóåò ïðîëèôåðà-
öèþ ïîñëå ñâÿçûâàíèÿ ñ ëèãàíäîì (Bishop, Wen, 1994).
Áîëåå òîãî, åñòü äàííûå î òîì, ÷òî òèðîçèíêèíàçà ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ âçàèìîäåéñòâóåò ñ ðàçëè÷íûìè ñèãíàëüíûìè
âíóòðèêëåòî÷íûìè ìîëåêóëàìè â çàâèñèìîñòè îò ëîêàëè-
çàöèè ðåöåïòîðà — àïèêàëüíîé èëè áàçîëàòåðàëüíîé (Ku-
wada et al., 1998). Ñîîáùàþò, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå
PLC-ã èíäóöèðóåòñÿ òîëüêî áàçîëàòåðàëüíûì ðåöåïòîðîì
ÝÔÐ (Amsler, Kuwada, 1999). Ìû îáíàðóæèëè, ÷òî íàðó-
øåíèå E-êàäåðèíçàâèñèìîé àäãåçèè âûçûâàåò èçìåíåíèå
ëîêàëèçàöèè Met è ðåöåïòîðà ÝÔÐ, ÷òî êîððåëèðóåò ñ èç-
ìåíåíèåì äëèòåëüíîñòè àêòèâàöèè ERK. Ýòè ðåçóëüòàòû
ïîäòâåðæäàþò êîíöåïöèþ, ñîãëàñíî êîòîðîé âíóòðèêëå-
òî÷íàÿ ëîêàëèçàöèÿ îïðåäåëÿåò ôóíêöèè áåëêà.

ERK-êèíàçíûé ñèãíàëüíûé ïóòü èãðàåò âàæíåéøóþ
ðîëü â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ôóíêöèÿõ, âêëþ÷àÿ ïðîëè-
ôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó, ìèãðàöèþ è âûæèâàíèå. Îä-
íèì èç öåíòðàëüíûõ ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î òîì, êàê îäèí è òîò
æå ñèãíàë ðåãóëèðóåò ñòîëü ðàçíûå ôóíêöèè êëåòêè. Ñî-
âðåìåííûå èññëåäîâàíèÿ ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî ðàçëè-
÷èÿ â äëèòåëüíîñòè, ñèëå è ëîêàëèçàöèè ERK ìîãóò ðåãó-
ëèðîâàòü ñïåöèôèêó êëåòî÷íîãî îòâåòà íà âíåøíèé ñòè-
ìóë (Ebisuya et al., 2005). Â êëåòêàõ PC12 òàêèå ôàêòîðû,
êàê ÝÔÐ è ôàêòîð ðîñòà íåðâîâ (NGF), èíäóöèðóþò ðàç-
íûå ýôôåêòû — ïðîëèôåðàöèþ è äèôôåðåíöèðîâêó ñîîò-
âåòñòâåííî. Îáíàðóæåíî, ÷òî ðàçëè÷íûé êëåòî÷íûé îòâåò
êîððåëèðóåò ñ ðàçëè÷íîé äëèòåëüíîñòüþ àêòèâàöèè ERK.
Â êëåòêàõ PC12 ÝÔÐ àêòèâèðóåò ERK êðàòêîâðåìåííî, à
NGF — äëèòåëüíî (Kao et al., 2001). Ïîêàçàíî, ÷òî â ïðî-
öåññå ìîðôîãåíåçà ïî÷å÷íîãî ýïèòåëèÿ ÝÔÐ è ÃÔÐ èíäó-
öèðóþò ðàçëè÷íóþ ïî äëèòåëüíîñòè àêòèâàöèþ ERK (Ka-
rihaloo et al., 2001). Êðîìå òîãî, äëèòåëüíîñòü àêòèâàöèè
ERK, ïî-âèäèìîìó, îïðåäåëÿåò ñïåöèôèêó êëåòî÷íîãî îò-
âåòà íà ôàêòîðû ðîñòà. Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëà-
ãàòü, ÷òî îáíàðóæåííûå íàìè ðàçëè÷èÿ â àêòèâàöèè ERK
â ðàçíûõ êëåòêàõ ïðè ñòèìóëÿöèè ÝÔÐ è ÃÔÐ ìîãóò êîð-
ðåëèðîâàòü ñ ðàçíûì îòâåòîì êëåòêè íà âíåøíèé ñòèìóë.

Ýòà ãèïîòåçà òðåáóåò äàëüíåéøåãî ýêñïåðèìåíòàëüíîãî
ðàçâèòèÿ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàêîïèëîñü ìíîãî ðàáîò, ïîêàçû-
âàþùèõ, ÷òî íå òîëüêî ðåöåïòîðû ôàêòîðîâ ðîñòà ìîãóò
âëèÿòü íà ôóíêöèþ E-êàäåðèíà ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå
áåëêîâ àäãåçèâíîãî êîìïëåêñà, íî è E-êàäåðèí ñïîñîáåí
ìîäóëèðîâàòü ôóíêöèè ðåöåïòîðîâ. Íàïðèìåð, N-êàäå-
ðèí è VE-êàäåðèí âîâëå÷åíû â ðåãóëÿöèþ ðåöåïòîðîâ
FGFR-1 è VEGFR2 ñîîòâåòñòâåííî (Suyama et al., 2002;
Grazia Lampugnani et al., 2003). Áîëåå òîãî, E-êàäåðèí ñïî-
ñîáåí ïðÿìî âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ íåêîòîðûìè ðåöåïòîðà-
ìè (Fedor-Chaiken et al., 2003; Qian et al., 2004). Òàêæå ïî-
êàçàíî, ÷òî ñòàíîâëåíèå E-êàäåðèíçàâèñèìîé àäãåçèè
ñïîñîáñòâóåò ìåìáðàííîé ëîêàëèçàöèè òàêèõ öèòîçîëü-
íûõ áåëêîâ, êàê Rac1 è p120 (Thoreson et al., 2000; Naka-
gawa et al., 2001). Îäíèì èç ìåõàíèçìîâ ðåãóëÿöèè àäãå-
çèè ÿâëÿåòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òèðîçèíó áåëêîâ êëå-
òî÷íûõ êîíòàêòîâ (Watabe et al., 1993). Âîçìîæíî, ÷òî
êîëîêàëèçàöèÿ ðåöåïòîðíûõ òèðîçèíêèíàç è E-êàäåðèíà
ñïîñîáñòâóåò ôîñôîðèëèðîâàíèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ áåë-
êîâ-ìèøåíåé. Êðîìå òîãî, â îáëàñòè çðåëûõ êîíòàêòîâ
îáíàðóæèâàþòñÿ ôîñôàòàçû (Grazia Lampugnani et al.,
2003). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî âçàèìîäåéñòâèå E-êàäå-
ðèíà ñ ðåöåïòîðàìè ôàêòîðîâ ðîñòà, ñ îäíîé ñòîðîíû, ñî-
õðàíÿåò ïîñëåäíèå â íåôîñôîðèëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè äî
ïîÿâëåíèÿ ëèãàíä, à ñ äðóãîé — îáåñïå÷èâàåò îïòèìàëü-
íûå óñëîâèÿ äëÿ ïåðåäà÷è âíåøíåãî ñèãíàëà âíóòðü êëåò-
êè ïî öåïî÷êå ëèãàíä—ðåöåïòîð—ñóáñòðàò.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ÐÔÔÈ,
ïðîåêò 06-04-49333) è ÐÔÔÈ ñîâìåñòíî ñ ÀÔÃÈÐ (ïðî-
åêò 07-04-91154 / RUB1-2868-ST-07).
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E-CADHERIN AFFECTS MAP ACTIVATION BY GROWTH FACTORS STIMULATION

IN HUMAN CARCINOMA CELLS

V. V. Bagaeva, K. A. Avrov, G. F. Reshetnikova1

Institute of Cytology, St. Petersburg; 1 e-mail: greshet@ mail cytspb.rssi.ru

Met and EGF receptor (EGFR) activation is correlated with dissociation of cell-cell adhesion and with inc-
rease in mobility of cancer cells. E-cadherin is a major protein of adhesion junctions. Using different approaches
we have shown that EGF receptors intracellular localization depends of E-cadherin function. It was found that
EGFR localized on the membrane in HT-29 cells which formed mature cell-cell contacts. Moreover, EGFR was
colocalized with E-cadherin at the site of cell-cell adhesion in Triton-insoluble fraction. EGFR was accumulated
preliminary in cytosol in E-cadherin negative HBL-100 cells. Study of signal transduction mediated by EGF and
HGF in cells with different state of cell adhesion demonstrated that E-cadherin could affect ERK-signal-durati-
on. Our preliminary studies proposed that mislocalization of Met and EGFR in E-cadherin negative cells altered
receptors downstream signaling.

K e y w o r d s: Met, EGF receptor, E-cadherin, cell-cell adhesion, MAP kinase.
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