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Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî âëèÿíèå òèðôîñòèíà AG1478, ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáè-
òîðà ðåöåïòîðíîé òèðîçèíêèíàçû, íà äèíàìèêó ïîâåäåíèÿ èíòåðíàëèçîâàííîãî ðåöåïòîðà íà ðàçíûõ ñðî-
êàõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Îêàçàëîñü, ÷òî äîáàâëåíèå òèðôîñòèíà ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà ïðèâîäèò ê ðåöèêëèðîâàíèþ çíà÷èòåëüíîé ÷àñòè 125I-ÝÔÐ íà ïîâåðõíîñòü, ïðè÷åì íà áî-
ëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ ýòà äîëÿ óìåíüøàåòñÿ. Ðåöèêëèðîâàâøèå ïîä äåéñòâèåì òèðôîñòèíà êîìïëåêñû,
îäíàêî, íå äèññîöèèðóþò, âîçìîæíî ïîòîìó, ÷òî ñïîñîáíîñòü AG1478 èíèöèèðîâàòü îëèãîìåðèçàöèþ
ðåöåïòîðîâ â îòñóòñòâèå ëèãàíäîâ ìîæåò âëèÿòü íà êîíñòàíòû äèññîöèàöèè. Îêàçàëîñü, ÷òî òîëüêî ÷àñòü
ðåöåïòîðîâ, ëîêàëèçîâàííûõ â ðàííèõ ýíäîñîìàõ, ñïîñîáíà ðåöèêëèðîâàòü ïðè ïîäàâëåíèè ÒÊ. Äîáàâ-
ëåíèå èíãèáèòîðà ÷åðåç 30 è 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ äåãðàäàöèè
ìå÷åíîãî ÝÔÐ, ïðè ýòîì íà ðàííèõ ñðîêàõ èíòåðíàëèçîâàííûå ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû áëîêèðó-
þòñÿ â îñíîâíîì â ÐÝ, òîãäà êàê íà ïîçäíèõ ïðîèñõîäèëî èõ íàêîïëåíèå â íå ïîëíîñòüþ ñîçðåâøèõ ÏÝ.
Ýòè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó ñóùåñòâîâàíèÿ ïîçäíåé ñòàäèè ýíäîöèòîçà, ïðîõîæäåíèå êîòîðîé
çàâèñèò îò ÒÊ ðåöåïòîðà. Êðîìå òîãî, äîáàâëåíèå òèðôîñòèíà ÷åðåç 90 ìèí ïðèâîäèò íå ê çàìåäëåíèþ, à
ê óñêîðåíèþ äåãðàäàöèè, ÷òî ãîâîðèò î ñóùåñòâîâàíèè ìåõàíèçìîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ âðåìåííîå îêíî, â
òå÷åíèå êîòîðîãî ðåöåïòîðíàÿ ÒÊ ìîæåò îñóùåñòâëÿòü ôóíêöèè, íå ñâÿçàííûå íàïðÿìóþ ñ ýíäîöèòîçîì.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåïòîð ÝÔÐ, AG1478, òèðîçèíêèíàçà, ýíäîöèòîç, èíòåðíàëèçàöèÿ, ðåöèêëè-
ðîâàíèå, êîìïàðòìåíòàëèçàöèÿ, ðàííèå è ïîçäíèå ýíäîñîìû, ëèçîñîìû, äåãðàäàöèÿ, ãðàäèåíò Ïåðêîëëà.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÏÝ — ïîçäíèå ýíäîñîìû, ÐÝ — ðàííèå ýíäîñîìû, ÒÊ — òèðîçèíêè-
íàçà, ÔÂÊ — ôîñôîðîâîëüôðàìîâàÿ êèñëîòà, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, AG1478 — òèðôî-
ñòèí 4-(3-õëîàíèëèíî)-6,7-äèìåòîêèõèíàçîëèí, DSS — äèñóêöèíèëèìèäèë ñóáåðàò, PBS — ôîñôàòíîñî-
ëåâîé áóôåð.

Ñâÿçûâàíèå ÝÔÐ ñ åãî òðàíñìåìáðàííûì ðåöåïòîðîì
íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ïðèâîäèò ê äèìåðèçàöèè ðå-
öåïòîðîâ è àêòèâàöèè èõ âíóòðèêëåòî÷íûõ òèðîçèíêèíàç-
íûõ (ÒÊ) äîìåíîâ (Cochet et al., 1988). Òèðîçèíêèíàçà
(ÒÊ) äèìåðèçîâàííûõ ðåöåïòîðîâ ôîñôîðèëèðóåò ðÿä
îñòàòêîâ òèðîçèíà, ëîêàëèçîâàííûõ â Ñ-òåðìèíàëüíîì
äîìåíå ðåöåïòîðà-ïàðòíåðà, ÷òî ñîçäàåò ñâÿçûâàþùèå
ñàéòû äëÿ ðÿäà áåëêîâ-ñóáñòðàòîâ ðåöåïòîðà. Ïîñëå èõ
ñâÿçûâàíèÿ ñ ðåöåïòîðîì îíè â ñâîþ î÷åðåäü ïîâåðãàþò-
ñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèþ, òåì ñàìûì àêòèâèðóÿñü è çàïóñ-
êàÿ ñîáñòâåííûå ñèãíàëüíûå êàñêàäû (Schlessinger, 2000).
Îäíîâðåìåííî ñ ýòèì ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû ïî-
ñòóïàþò âíóòðü êëåòêè â õîäå ýíäîöèòîçà (Íèêîëüñêèé
è äð., 1987). Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî àêòèâèðîâàííûå ðåöåïòîðû,
èíòåðíàëèçóÿñü ïåðâîíà÷àëüíî â ðàííèå ýíäîñîìû (ÐÝ),
ñïîñîáíû èíèöèèðîâàòü ïðîöåññ ïåðåõîäà â òàê íàçûâàå-
ìûå ïîçäíèå ýíäîñîìû (ÏÝ), èìåþùèå ìóëüòèâåçèêóëÿð-
íóþ ñòðóêòóðó. Ïåðåõîä â ÏÝ ïîäðàçóìåâàåò ïðîöåññ ñî-
çðåâàíèÿ ýíäîñîì, ò. å. ïîñòåïåííîå èçìåíåíèå èõ ïëîòíî-
ñòè, ñîñòàâà ëèïèäîâ è áåëêîâ ìåìáðàíû (Dunn, Maxfield,
1992). Â õîäå ñîçðåâàíèÿ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû
(è äðóãèå òðàíñìåìáðàííûå áåëêè, íàïðàâëÿåìûå íà äå-
ãðàäàöèþ â ëèçîñîìû) ïåðåõîäÿò â ñîñòàâ âíóòðåííèõ ïó-

çûðüêîâ, òîãäà êàê ðåöåïòîðû, îñòàâøèåñÿ íà âíåøíåé
ìåìáðàíå ýíäîñîì, ñïîñîáíû ðåöèêëèðîâàòü îáðàòíî íà
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó (Miller et al.,1986) Óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ðåöèêëèðîâàíèå ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì ïóòåì äëÿ èí-
òåðíàëèçîâàííûõ íåàêòèâèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ, îäíàêî
÷àñòü àêòèâèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ â ðÿäå ñëó÷àåâ òàêæå
ñïîñîáíà ðåöèêëèðîâàòü (Sorkin et al., 1989; Ñîêîëîâà
è äð., 1995; Kornilova et al., 1996).

Ïî ñóùåñòâóþùèì ïðåäñòàâëåíèÿì, ïðîöåññ ñîðòè-
ðîâêè â ÏÝ ñîñòîèò èç ðÿäà ïîñëåäîâàòåëüíûõ âçàèìîäåé-
ñòâèé áåëêîâ-ãðóçîâ ñ íåñêîëüêèìè ñîðòèðóþùèìè êîìï-
ëåêñàìè (ESCRT0-III), ðåêðóòèðóåìûìè íà ìåìáðàíó ýí-
äîñîìû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ãðóçû êîíöåíòðèðóþòñÿ â
äîìåíàõ ýíäîñîìàëüíîé ìåìáðàíû, èç êîòîðûõ âïîñëåä-
ñòâèè áóäóò ôîðìèðîâàòüñÿ âíóòðåííèå ïóçûðüêè (Teis
et al., 2008). Ïðîöåññ ñîðòèðîâêè èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî.
Íåÿñíî, êàêèå êîíêðåòíî ñòàäèè ïðîöåññà íà ìîëåêóëÿð-
íîì óðîâíå îïîñðåäóþò òå èëè èíûå êîìïëåêñû, íåèçâå-
ñòíî, êàêèå åùå áåëêè âîâëå÷åíû â ñîðòèðîâêó è êàêèì
îáðàçîì.

Êðîìå òîãî, ñóùåñòâóåò ðÿä äàííûõ, ïîçâîëÿþùèõ
ïðåäïîëàãàòü, ÷òî ÝÔÐ-ñòèìóëèðóåìûé ñèãíàëèíã íå
îãðàíè÷èâàåòñÿ óðîâíåì ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû. Äåé-
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ñòâèòåëüíî, ïîçäíèå ýíäîñîìû ñïîñîáíû ñîáèðàòü íà
ñâîåé ìåìáðàíå âñå êîìïîíåíòû ÌÀÐ-êèíàçíîãî êîìï-
ëåêñà (Di Guglielmo et al., 1994). Âîçìîæíî òàêæå âîâëå-
÷åíèå èíòåðíàëèçîâàííîãî ðåöåïòîðà è â ñòèìóëÿöèþ
èíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé (Skarpen et al., 1998; Wunderlich et
al., 2001). Ó÷èòûâàÿ, ÷òî äîñòàâêà ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîì-
ïëåêñîâ â ëèçîñîìû îçíà÷àåò òàêæå íåãàòèâíóþ ðåãóëÿ-
öèþ ÝÔÐ-çàâèñèìûõ ñèãíàëîâ, âçàèìîîòíîøåíèÿ ýíäî-
öèòîçà è ñèãíàëèíãà ÿâëÿþòñÿ îäíèì èç ñàìûõ èíòðèãóþ-
ùèõ âîïðîñîâ â äàííîé îáëàñòè.

Îäíàêî ñóùåñòâóåò ðÿä ïðîáëåì, ïðåïÿòñòâóþùèõ
áûñòðîìó ïðîãðåññó â ýòîé îáëàñòè. Òàê, èíãèáèòîðû
ìíîãèõ ðåãóëÿòîðíûõ áåëêîâ íåèçâåñòíû, à ãåíåòè÷åñêèå
ìàíèïóëÿöèè ñ òàêèìè áåëêàìè ìîãóò ïðèâîäèòü ê íåæå-
ëàòåëüíûì (è ÷àñòî íåïðåäñêàçóåìûì) ïîáî÷íûì ðåçóëü-
òàòàì. Ïîýòîìó íåîáõîäèì ïîèñê ïîäõîäîâ, ïîçâîëÿþ-
ùèõ ìàíèïóëèðîâàòü ôóíêöèîíèðîâàíèåì áåëêîâ-ñîðòè-
ðîâùèêîâ è ñèãíàëüíûõ áåëêîâ. Îäíèì èõ òàêèõ ñïîñîáîâ
ìîæåò áûòü èíãèáèðîâàíèå íåïîñðåäñòâåííî ÒÊ-àêòèâíî-
ñòè ðåöåïòîðà, ïîñêîëüêó ìíîãèå ñèãíàëüíûå áåëêè, òàê
æå êàê è áåëêè-ðåãóëÿòîðû ýíäîöèòîçà (íàïðèìåð, óáèê-
âèòèí-ëèãàçà ñ-Cbl), ñòèìóëèðóþòñÿ èìåííî ðåöåïòîðíîé
ÒÊ. Ñóùåñòâîâàíèå ñïåöèôè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ÒÊ, â
òîì ÷èñëå òèðôîñòèíà AG1478, äåëàåò âîçìîæíûì òàêîé
ïîäõîä. Õîòÿ èíãèáèòîðû ðåöåïòîðíîé ÒÊ ïûòàþòñÿ èñ-
ïîëüçîâàòü è â òåðàïåâòè÷åñêèõ öåëÿõ, ïîñêîëüêó ìíîãèå
çëîêà÷åñòâåííûå íîâîîáðàçîâàíèÿ õàðàêòåðèçóþòñÿ âû-
ñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè è àêòèâàöèè ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ,
äåòàëüíûõ èññëåäîâàíèé òîãî, ÷òî ïðîèñõîäèò ñ ðåöåï-
òîðîì, íàõîäÿùèìñÿ íà ðàçíûõ ñòàäèÿõ ýíäîöèòîçíîãî
ïóòè, ïðè ïîäàâëåíèè åãî òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè,
äî ñèõ ïîð íå ïðîâîäèëîñü.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå, èñïîëüçóÿ êóëüòèâèðóåìûå êëåò-
êè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431, ìû
èññëåäîâàëè äèíàìèêó êîìïàðòìåíòàëèçàöèè ìå÷åííîãî
ðàäèîàêòèâíûì èîäîì-125 ÝÔÐ è âëèÿíèå íà ýòîò ïðî-
öåññ äîáàâëåíèÿ òèðôîñòèíà AG1478 íà ðàçíûõ ñðîêàõ
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Â ðàáîòå èñïîëü-
çîâàëè êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè
À431, ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîãî áàíêà êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåò-
êè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé 10 % ýì-
áðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ. Â îïûò
áðàëè ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû íà 3-è ñóò ïîñëå ïîñåâà. Çà
24 ÷ äî íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ïåðåâîäèëè íà ñðåäó,
ñîäåðæàùóþ 0.2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

Ñ ò è ì ó ë ÿ ö è ÿ ý í ä î ö è ò î ç à. Ýêñïåðèìåíòû ïî
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ïðîâîäèëè, èñïîëüçóÿ ñõåìó ñ
ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâàíèåì ëèãàíäà (Áëàãîâåùåíñêàÿ
è äð., 1994). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ðàáî÷åé ñðåäå (ñðå-
äà Èãëà, ñîäåðæàùàÿ 0.1 % ÁÑÀ, ñ äîáàâëåíèåì 20 ìÌ
ÍÅPES, pH 7.4) ïðè 4 (Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí â ïðèñóòñòâèè
125I-ÝÔÐ â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë. Â ýòèõ óñëîâèÿõ èíòåð-
íàëèçàöèè íå ïðîèñõîäèò. Ïîñëå óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøåãî-
ñÿ 125I-ÝÔÐ ñ ïîìîùüþ 3 îòìûâîê ðàáî÷åé ñðåäîé ýíäîöè-
òîç ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ðàáî÷óþ ñðåäó, íå
ñîäåðæàùóþ ëèãàíäà, ïðè 37 °Ñ íà îïðåäåëåííîå âðåìÿ.
Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèîííîãî ïåðèîäà êëåòêè ïîìåùàëè
íà ëåä, à ñðåäó (ðèñ. 1, á) ñîáèðàëè â âèàëû è èñïîëüçîâà-
ëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòåïåíè äåãðàäàöèè èîäèðîâàííûõ

ëèãàíäîâ ìåòîäîì îñàæäåíèÿ âûñîêîìîëåêóëÿðíûõ áåë-
êîâ ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 5 % ÒÕÓ è 1 % ÔÂÊ (ðèñ. 1,
â). Äëÿ óäàëåíèÿ ïîâåðõíîñòíî-ñâÿçàííîãî (íåèíòåðíàëè-
çîâàííîãî ëèáî ðåöèêëèðîâàâøåãî) ëèãàíäà êëåòêè îáðà-
áàòûâàëè íà ëüäó 0.2 Ì íàòðèé-àöåòàòíûì áóôåðíûì
ðàñòâîðîì (ðÍ 4.5), ñîäåðæàùèì 150 ìÌ NaCl (áóôåð À).
Áóôåð À òàêæå ñîáèðàëè â âèàëû è èñïîëüçîâàëè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà íåèíòåðíàëèçîâàííîãî 125I-ÝÔÐ
(ðèñ. 1, à). Ïîñëå ýêñòðàêöèè óêñóñíîé êèñëîòîé êëåòêè
ïðîìûâàëè õîëîäíîé ñðåäîé Èãëà, à çàòåì PBS äî âîññòà-
íîâëåíèÿ íåéòðàëüíûõ çíà÷åíèé ðÍ. Îáðàáîòàííûå òà-

Àíàëèç âëèÿíèÿ òèðôîñòèíà AG1478 íà ïîâåäåíèå èíòåðíàëèçîâàííîãî ðåöåïòîðà ÝÔÐ 521

Ðèñ. 1. Âëèÿíèå òèðôîñòèíà AG1478, äîáàâëåííîãî ÷åðåç 30
(30AG), 60 (60AG) è 90 (90AG) ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöè-
òîçà 125I-ÝÔÐ, íà àññîöèàöèþ ëèãàíäà ñ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìá-
ðàíîé (à), âûõîä ëèãàíäà â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó (á), åãî äå-

ãðàäàöèþ (â) è âíóòðèêëåòî÷íîå íàêîïëåíèå (ã).

Êëåòêè A431 èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 125I-ÝÔÐ (10 íã/ìë) ïðè 4 °Ñ â
òå÷åíèå 60 ìèí (òî÷êà 0). Çàòåì íåñâÿçàâøèéñÿ ëèãàíä îòìûâàëè, à ýíäî-
öèòîç ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ñðåäó òåìïåðàòóðîé 37 °Ñ.
Â êîíòðîëå ÷àøêè ïîìåùàëè íà ëåä ÷åðåç 30, 60, 90 è 120 ìèí òåïëîâîé
èíêóáàöèè è îáðàáàòûâàëè, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäè-
êà». Ê ïàðàëëåëüíûì ñåðèÿì êëåòîê äîáàâëÿëè òèðôîñòèí (0.3 ìêÌ) ÷å-
ðåç 30, 60 è 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà è äàëåå îáðàáàòûâàëè
èõ, êàê è êîíòðîëüíûå. Â äàëüíåéøåì ýòè êëåòêè ïîäâåðãàëè ñóáêëåòî÷-
íîìó ôðàêöèîíèðîâàíèþ â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà. Êîëè÷åñòâî èíòåðíàëè-
çîâàííîãî ëèãàíäà (ã) îïðåäåëÿëè êàê ñóììó ðàäèîàêòèâíîñòè âñåõ
ôðàêöèé ãðàäèåíòà. Âñå äàííûå âûðàæàëè êàê äîëþ (â %) îò êîëè÷åñòâà
ïåðâîíà÷àëüíî ñâÿçàííîãî ñ êëåòêîé 125I-ÝÔÐ, êîòîðîå ïðèíèìàëè çà 1.
Ïðåäñòàâëåíû äàííûå ðåïðåçåíòàòèâíîãî îïûòà ñåðèè èç 9 ýêñïåðè-

ìåíòîâ.



êèì îáðàçîì êëåòêè ëèáî èñïîëüçîâàëè äëÿ ñóáêëåòî÷íî-
ãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, ëèáî ëèçèðîâàëè â 1 Ì NaOH â òå-
÷åíèå 30 ìèí è ïåðåíîñèëè èõ â âèàëû äëÿ îïðåäåëåíèÿ
êîëè÷åñòâà èíòåðíàëèçîâàííîãî ëèãàíäà.

Ñ ó á ê ë å ò î ÷ í î å ô ð à ê ö è î í è ð î â à í è å â ã ð à-
ä è å í ò å ï ë î ò í î ñ ò è Ï å ð ê î ë ë à. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
âíóòðèêëåòî÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ ýíäîöèòèðîâàííîãî
ÝÔÐ êëåòêè ñîáèðàëè â áóôåðíûé ðàñòâîð ÒÝÑ (10 ìÌ
òðèýòàíîëàìèíà, 0.25 Ì ñàõàðîçû, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 6.8) è
îáðàáàòûâàëè äëÿ öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â 17%-íîì Ïåð-
êîëëå, êàê îïèñàíî ðàíåå (Êîðíèëîâà è äð., 1987). Ãðàäè-
åíò ôîðìèðîâàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 25 ìèí
ïðè 28 000 îá/ìèí â óãëîâîì ðîòîðå 65 íà öåíòðèôóãå
Spinko L2-65K (Beckman). Ôðàêöèîíèðîâàíèå ãðàäèåíòà
ïðîâîäèëè ñî äíà ïðîáèðêè ÷åðåç èãëó. Èçìåðåíèå ðàäèî-
àêòèâíîñòè ïðîá îñóùåñòâëÿëè íà ãàììà-ñ÷åò÷èêå Mi-
ni-Gamma (LKB). Êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ðàäèî-
àêòèâíîñòè èíòåðíàëèçîâàííîãî è äåãðàäèðîâàííîãî ëè-
ãàíäîâ ïðîâîäèëè ïî ïðîãðàììå «Ãðàäèåíò».

À í à ë è ç ð å ö è ê ë è ð î â à í è ÿ Ý Ô Ð - ð å ö å ï ò î ð -
í û õ ê î ì ï ë å ê ñ î â. Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ðàáî÷åé
ñðåäå ïðè 4 (Ñ â òå÷åíèå 60 ìèí â ïðèñóòñòâèè 125I-ÝÔÐ â
êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë. Ïîñëå óäàëåíèÿ íåñâÿçàâøåãîñÿ
125I-ÝÔÐ ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â
ðàáî÷óþ ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ ëèãàíäà, ïðè 37 °Ñ íà
15 ìèí. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèè ÷àøêè ñ êëåòêàìè ïîìå-
ùàëè íà ëåä, çàòåì îòìûâàëè íåñâÿçàâøèéñÿ ëèãàíä ñðå-
äîé Èãëà. Äëÿ óäàëåíèÿ ïîâåðõíîñòíî-ñâÿçàííîãî (íåèí-
òåðíàëèçîâàííîãî) ëèãàíäà êëåòêè îáðàáàòûâàëè íà ëüäó
áóôåðîì À. Çàòåì èõ ïðîìûâàëè PBS. Ïîñëå ýòîãî ê êëåò-
êàì äîáàâëÿëè ðàáî÷óþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 0.3 ìêÌ
AG1478 è íå ñîäåðæàùóþ ýòîãî àãåíòà è ïðîäîëæàëè èí-
êóáàöèþ â òå÷åíèå 10, 20 è 30 ìèí ïðè 37 °Ñ. Äàëåå ÷àø-
êè ñ êëåòêàìè ïîìåùàëè íà ëåä, ñîáèðàëè ñðåäó â âèàëû.
Çàòåì îòìûâàëè íåñâÿçàâøèéñÿ ëèãàíä áóôåðîì À, ñîáè-
ðàÿ ðàñòâîð â âèàëû äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ïîâåðõ-
íîñòíî-ñâÿçàííîãî 125I-ÝÔÐ. Ïîñëå ýòîãî ïðîìûâàëè êëåò-
êè PBS è äîáàâëÿëè 1 Ì NaOH íà 30 ìèí, èñïîëüçóÿ çà-
òåì ùåëî÷íîé ðàñòâîð äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóòðèêëåòî÷íîãî
ñîäåðæàíèÿ 125I-ÝÔÐ.

À í à ë è ç î ë è ã î ì å ð è ç à ö è è ð å ö å ï ò î ð î â Ý Ô Ð.
Èçó÷åíèå îëèãîìåðèçàöèè ðåöåïòîðà ïðîâîäèëè ïî ìåòî-
äó Âàíãà (Wang et al., 2002). Êëåòêè, âûðàùåííûå íà ÷àø-
êàõ Ïåòðè äèàìåòðîì 9 ñì, ïîñëå âîçäåéñòâèÿ òèðôîñòèíà
èëè ÝÔÐ ñíèìàëè ðàááåðîì â 500 ìë ôîñôàòíîãî áóôåðà,
ñîáèðàëè â ïðîáèðêè è äîáàâëÿëè ðàñòâîð DSS â êîíå÷-
íîé êîíöåíòðàöèè 5 ìÌ è îñòàâëÿëè íà 2 ÷ íà õîëîäå
(4 °Ñ). Çàòåì ê ïðîáàì äîáàâëÿëè Òðèñ-HCl (pH 7.6) äî êî-
íå÷íîé êîíöåíòðàöèè 10 ìÌ íà 15 ìèí. Ïîñëå ýòîãî êëåò-
êè öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ïðè 2000 g, ñóïåðíàòàíò
ñëèâàëè, à ê îñàäêó êëåòîê äîáàâëÿëè ëèçèñíûé áóôåð
(1 % Òðèòîíà Õ-100, 0.5 % NP-40, 10 ìÌ NaF, 150 ìÌ
NaCl, êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ôèðìû Sigma, 1 ìÌ îðòîâà-
íàäàòà íàòðèÿ, 10 ìÌ N-ýòèëìàëèèìèäà, 20 ìÌ Òðèñ-HCl,
pH 7.6). Ïîñëå ëèçèñà ïðîáû öåíòðèôóãèðîâàëè (16 000 g,
15 ìèí). Ñóïåðíàòàíò ñîáèðàëè è àíàëèçèðîâàëè ðàñïðå-
äåëåíèå áåëêîâ íà ãðàäèåíòíîì (4—16 %) Ds-Na-ÏÀ-
ÀÃ-ýëåêòðîôîðåçå ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà
ïðîòèâ ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðîèçâîäñòâà Sigma (ÑØÀ). Êëåò-
êè ëèçèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå. Ñóïåðíàòàíò ñîáèðàëè
è îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà ïî ìåòîäó Ëîóðè. Ïî-
ñëå ýòîãî ïðîáû èç îäíîãî ýêñïåðèìåíòà óðàâíèâàëè ïî
ñîäåðæàíèþ áåëêà. Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó
Ëýììëè (Laemmly, 1970) ñ íàãðóçêîé áåëêà íà îäíó äî-

ðîæêó, ðàâíîé 70 ìêã. Áåëêè ñ ãåëÿ ïåðåíîñèëè íà íèòðî-
öåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó è èíêóáèðîâàëè åå ñ àíòèòåëàìè
ê ðåöåïòîðó ÝÔÐ. Ðåöåïòîð âûÿâëÿëè ìåòîäîì óñèëåííîé
õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL) â ñîîòâåòñòâèè ñ óêàçàíèÿìè
ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ (BioRad).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðèìåíåíèå ïðîòîêîëà ñ ïðåäâàðèòåëüíûì ñâÿçûâà-
íèåì ëèãàíäà ïðè 4 °Ñ ïîçâîëÿåò ñèíõðîíèçèðîâàòü âñå
ïîñëåäóþùèå ñòàäèè ýíäîöèòîçà ïîñëå åãî ñòèìóëÿöèè
ïðè ïåðåâîäå êëåòîê â ñðåäó ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ.
Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ â òàêèõ óñëîâèÿõ êîëè÷åñòâî ìå-
÷åíîãî ëèãàíäà, ñâÿçàííîãî ñ ðåöåïòîðàìè íà ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå, óìåíüøàåòñÿ ïî÷òè â 5 ðàç çà 120 ìèí
(ðèñ. 1, à). Ïàðàëëåëüíî ñ ýòèì óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî
ìåòêè, âûÿâëÿåìîé â èíêóáàöèîííîé ñðåäå, ïðè÷åì â
îñíîâíîì çà ñ÷åò âûõîäà ïðîäóêòîâ äåãðàäàöèè ÝÔÐ (ñð.
ðèñ. 1, á è â). Äåãðàäàöèÿ íà÷èíàåòñÿ ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà è äàëåå óâåëè÷èâàåòñÿ, äîñòèãàÿ
÷åðåç 120 ìèí 40 % îò ïåðâîíà÷àëüíî ñâÿçàííîãî ñ êëåò-
êàìè êîëè÷åñòâà ëèãàíäà. Óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî, èí-
òåðíàëèçîâàííîãî 125I-ÝÔÐ ïîñòåïåííî âîçðàñòàåò, äîñòè-
ãàÿ ìàêñèìóìà ÷åðåç 30—60 ìèí, è çàòåì íà÷èíàåò óáû-
âàòü â ðåçóëüòàòå ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè.

Êàê ïîêàçàíî íàìè ðàíåå (Êîíäðàòîâ è äð., 2006),
AG1478 îêàçûâàåò èíãèáèðóþùåå âëèÿíèå íà ôîñôîðè-
ëèðîâàíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïî òèðîçèíó óæå ÷åðåç 5 ìèí
ïîñëå äîáàâëåíèÿ. Â ýòîì ýêñïåðèìåíòå ìû äîáàâëÿëè
òèðôîñòèí ÷åðåç 30, 60 è 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäî-
öèòîçà. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, äîáàâëåíèå èíãèáèòîðà ïðè-
âîäèëî ê óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà 125I-ÝÔÐ íà ïëàçìàòè÷å-
ñêîé ìåìáðàíå, à òàêæå ê óìåíüøåíèþ âíóòðèêëåòî÷íîãî
ÝÔÐ íà âñåõ ñðîêàõ ýêñïåðèìåíòà (âïëîòü äî 120 ìèí).
Ëîãè÷íî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî áûñòðàÿ èíàêòèâàöèÿ èíòåð-
íàëèçîâàííûõ ðåöåïòîðîâ ïðèâîäèò ê èõ âîçâðàùåíèþ íà
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó. Î÷åâèäíî, ÷òî ðåöèêëèðîâàòü
ìîãóò òîëüêî ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû, ëîêàëèçîâàí-
íûå íà âíåøíåé ìåìáðàíå ýíäîñîì, äî èõ ïîïàäàíèÿ âî
âíóòðåííèå ïóçûðüêè. Íå èñêëþ÷åíî òàêæå, ÷òî åùå íà
âíåøíåé ìåìáðàíå ýíäîñîìû óæå îòñîðòèðîâàííûå ðå-
öåïòîðû ÝÔÐ ñòàíîâÿòñÿ íåäîñòóïíûìè äëÿ ðåöèêëèðî-
âàíèÿ áëàãîäàðÿ âçàèìîäåéñòâèþ ñ îïðåäåëåííûì ñîðòè-
ðóþùèì êîìïëåêñîì.

Â ëþáîì ñëó÷àå âèäíî, ÷òî äîëÿ ñïîñîáíûõ ê ðåöèê-
ëèðîâàíèþ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ óìåíüøàåòñÿ ñ
óâåëè÷åíèåì âðåìåíè, ïðîøåäøåãî ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýí-
äîöèòîçà, íî äàæå ÷åðåç 90 ìèí íåêîòîðàÿ ÷àñòü èíòåðíà-
ëèçîâàííûõ ðåöåïòîðîâ ñïîñîáíà ê âîçâðàùåíèþ íà ïî-
âåðõíîñòü. Ïîñêîëüêó äàííûå ïî ñóáêëåòî÷íîìó ôðàêöè-
îíèðîâàíèþ â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà (ðèñ. 4, à, â) êëåòîê,
äèíàìèêà ïîâåäåíèÿ 125I-ÝÔÐ â êîòîðûõ ïðåäñòàâëåíà íà
ðèñ. 3, ïîêàçûâàþò, ÷òî è ÷åðåç 120 ìèí ïîñëå èíòåðíàëè-
çàöèè çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ëèãàíäà àññîöèèðîâàíà ñ ôðàê-
öèåé ÐÝ, ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñóùåñòâîâàíèè íåêîé
«êðèòè÷åñêîé òî÷êè», ïîñëå êîòîðîé ðåöèêëèðîâàíèå íå-
âîçìîæíî äàæå äëÿ ðåöåïòîðîâ, íàõîäÿùèõñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè ÐÝ.

Ïîñêîëüêó ïî óñëîâèÿì ýêñïåðèìåíòà ðåöèêëèðîâà-
íèå ïðîèñõîäèò â ñðåäå, ñâîáîäíîé îò ýêçîãåííîãî ëèãàí-
äà, âîçâðàùàþùèåñÿ íà ïîâåðõíîñòü êîìïëåêñû èìåþò
òåíäåíöèþ ê äèññîöèàöèè. Â ðåçóëüòàòå êîëè÷åñòâî èõ íà
ìåìáðàíå, êàê ïðàâèëî, óâåëè÷èâàåòñÿ, íî ïðè ýòîì óâå-
ëè÷èâàåòñÿ è êîëè÷åñòâî èíòàêòíîãî 125I-ÝÔÐ â ñðåäå

522 Ê. À. Êîíäðàòîâ, À. Ë. ×åðíîðóäñêèé è äð.



(ðèñ. 2, êðèâûå 1, 3). Îäíàêî èç äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ
íà ðèñ. 1, ñëåäóåò, ÷òî ðåöèêëèðîâàâøèå ïîñëå äîáàâëå-
íèÿ AG1478 ðåöåïòîðíûå êîìïëåêñû îñòàþòñÿ ïðåèìó-
ùåñòâåííî ñâÿçàííûìè ñ ìåìáðàíîé è âïîñëåäñòâèè ðå-
èíòåðíàëèçóþòñÿ (òàêàÿ âîëíà îñîáåííî ÷åòêî âèäíà ïðè
äîáàâëåíèè òèðôîñòèíà ÷åðåç 30 ìèí).

Â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ (âêëþ÷àâøèõ â ñåáÿ äàëü-
íåéøåå ñóáêëåòî÷íîå ôðàêöèîíèðîâàíèå) óðîâåíü ðåöèê-
ëèðîâàíèÿ íåñêîëüêî íåäîîöåíåí, ïîñêîëüêó ïîâòîðíàÿ
èíòåðíàëèçàöèÿ ìîæåò ïðîèñõîäèòü äîâîëüíî áûñòðî,
â òå÷åíèå ìèíóò. ×àñòî âî èçáåæàíèå ýòîãî äîáàâëÿåòñÿ
èçáûòîê íåìå÷åíîãî ëèãàíäà, íî, ñ äðóãîé ñòîðîíû,
100-êðàòíîå óâåëè÷åíèå îáùåé êîíöåíòðàöèè ÝÔÐ ìîæåò
çíà÷èòåëüíî ïîâëèÿòü íà óðîâåíü ðåöèêëèðîâàíèÿ â öå-
ëîì. Ïîýòîìó ìû äàæå â ñïåöèàëüíî ïîñòàâëåííûõ îïû-
òàõ èçáûòêà õîëîäíîãî ëèãàíäà íå äîáàâëÿëè. Òåì íå ìå-
íåå â îáîèõ ñëó÷àÿõ âèäíî (ðèñ. 1, à; 2, êðèâàÿ 2), ÷òî â
ïðèñóòñòâèè òèðôîñòèíà êîëè÷åñòâî ìåòêè óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðåèìóùåñòâåííî íà ìåìáðàíå, à íå â ñðåäå. Ýòî îçíà÷à-
åò, ÷òî AG1478, ñòèìóëèðóÿ ðåöèêëèðîâàíèå, òåì íå ìå-
íåå ïîäàâëÿåò äèññîöèàöèþ ðåöèêëèðîâàâøèõ ÝÔÐ-ðå-
öåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ (ñð. ðèñ. 3, êðèâûå 1 è 2).

Ïðè÷èíû ýòîãî ôåíîìåíà ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ òåì,
÷òî òèðôîñòèí, êàê ñîîáùàëîñü (Arteaga et al., 1997), ñïî-
ñîáåí ïðèâîäèòü ê äèìåðèçàöèè ðåöåïòîðîâ â îòñóòñòâèå
ëèãàíäà, ÷òî ìîæåò èçìåíÿòü êîíñòàíòû àññîöèàöèè è
äèññîöèàöèè ðåöåïòîðà ñ ÝÔÐ. Äåéñòâèòåëüíî, îáðàáîòàâ
êëåòêè òèðôîñòèíîì â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè è ïîäâåð-
ãíóâ èõ èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè êðîññ-ñøèâàþùåãî ðåà-
ãåíòà DSS, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ñóùåñòâåííàÿ ÷àñòü ðå-
öåïòîðîâ ÝÔÐ ëîêàëèçîâàíà â ãåëå çíà÷èòåëüíî âûøå,
÷åì ìîíîìåðíûé áåëîê (170 êÄà). Îäíàêî ýòà îáëàñòü â
ãðàäèåíòíîì ãåëå ïîêðûâàåò îáëàñòü ìîë. ìàññ ïîðÿäêà
600—800 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìîë. ìàññå íå ñòîëüêî
äèìåðîâ (350—400 êÄà), ñêîëüêî îëèãîìåðîâ (ðèñ. 4). Èí-
òåðåñíî, ÷òî âîçäåéñòâèå ÝÔÐ íà êëåòêè ïðèâîäèëî ê îá-
ðàçîâàíèþ òàêèõ æå îëèãîìåðîâ, îäíàêî èõ äîëÿ áûëà
ìàêñèìàëüíîé ÷åðåç 5 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè êëåòîê ëè-
ãàíäîì è ðåçêî ïàäàëà óæå ÷åðåç 10 ìèí, ñíèæàÿñü ÷åðåç
60 ìèí ïî÷òè äî áàçàëüíîãî óðîâíÿ. Ïîñêîëüêó ýôôåêòèâ-
íîñòü ñøèâêè íèæå 100 %, ìû íå ìîæåì îöåíèòü ðåàëü-
íóþ ñòåïåíü äèìåðèçàöèè.

Ñ÷èòàåòñÿ óñòàíîâëåííûì, ÷òî òèðîçèíêèíàçíàÿ àê-
òèâíîñòü ðåöåïòîðà ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äëÿ
âñòóïëåíèÿ íà ïóòü ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè. Îäíàêî äî
ñèõ ïîð íåÿñíî, âïëîòü äî êàêîãî ìîìåíòà ðåöåïòîðíàÿ
ÒÊ íåîáõîäèìà äëÿ ðåãóëÿöèè ëèçîñîìíîãî ïóòè. Íàøè
äàííûå ïîêàçûâàþò (ðèñ. 1, â), ÷òî äîáàâëåíèå òèðôîñòè-
íà ÷åðåç 30—60 ìèí ïîëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ìàêñè-
ìàëüíî ïîäàâëÿåò äåãðàäàöèþ. Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ
äåãðàäàöèÿ îêàçûâàåòñÿ ïðàêòè÷åñêè íå÷óâñòâèòåëüíîé
ê äåéñòâèþ òèðôîñòèíà. Èíòåðåñíî, ÷òî äàæå è íà ðàí-
íèõ ñðîêàõ AG1478 íå ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàë äåãðàäà-
öèþ ÝÔÐ. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî óæå ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ñòè-
ìóëÿöèè ýíäîöèòîçà íåêîòîðîå êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðîâ
óñïåâàåò ïðîéòè êðèòè÷åñêóþ ñòàäèþ, ïîñëå êîòîðîé äå-
ãðàäàöèÿ óæå ñòàíîâèòñÿ íåèçáåæíîé. Ñ äðóãîé ñòîðîíû,
èñïîëüçîâàííàÿ íàìè êîíöåíòðàöèÿ òèðôîñòèíà áëîêèðî-
âàëà ëèøü ÝÔÐ-ñòèìóëèðóåìûé ýôôåêò è òå ðåöåïòîðû,
êîòîðûå îòâå÷àëè çà áàçàëüíûé, ÝÔÐ-íåçàâèñèìûé, óðî-
âåíü ÒÊ àêòèâíîñòè è ìîãóò îáåñïå÷èâàòü íàáëþäàåìûé
íàìè óðîâåíü îñòàòî÷íîé äåãðàäàöèè. Òåì íå ìåíåå íà
ïîçäíèõ ñòàäèÿõ ìû íàáëþäàëè ïàðàäîêñàëüíûé ðåçóëü-
òàò: äîáàâëåíèå òèðôîñòèíà ÷åðåç 90 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà íå ñòîëüêî ïîäàâëÿëî, ñêîëüêî ñòèìóëè-
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå òèðôîñòèíà íà ðåöèêëèðîâàíèå è äèññîöèà-
öèþ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ.

Êëåòêè, ýíäîöèòèðîâàâøèå 125I-ÝÔÐ â òå÷åíèå 15 ìèí â ïðèñóòñòâèè è
â îòñóòñòâèå òèðôîñòèíà, ïîìåùàëè íà ëåä, íåèíòåðíàëèçîâàííûé ëè-
ãàíä óäàëÿëè ñ ïîìîùüþ Na-àöåòàòíîãî áóôåðà è ïðîäîëæàëè èíêóáà-
öèþ ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå ñëåäóþùèõ 20 ìèí. ×åðåç 5, 15 è 20 ìèí êëåòêè
îïÿòü ïîìåùàëè íà ëåä è îáðàáàòûâàëè Na-àöåòàòíûì áóôåðîì. Èíêóáà-
öèîííóþ ñðåäó èñïîëüçîâàëè äëÿ îöåíêè êîëè÷åñòâà äèññîöèè-
ðîâàâøåãî ëèãàíäà (êðèâûå 3 è 4), òîãäà êàê êîëè÷åñòâî ðàäèîàêòèâ-
íîñòè â Na-àöåòàòíîì áóôåðå îòðàæàëî óðîâåíü ïîâåðõíîñòíî-ñâÿ-
çàííîãî ëèãàíäà (êðèâûå 1 è 2). Êðèâûå 1 è 3 — ê êëåòêàì íå äîáàâëÿëè

òèðôîñòèí, êðèâûå 2 è 4 — êëåòêè èíêóáèðîâàëè ñ òèðôîñòèíîì.

Ðèñ. 3. Ëèãàíäíåçàâèñèìàÿ îëèãîìåðèçàöèÿ ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ
ïðè äåéñòâèè òèðôîñòèíà.

Êëåòêè èíêóáèðîâàëè, êàê âî âñåõ ýêñïåðèìåíòàõ ïî ñòèìóëÿöèè ýíäî-
öèòîçà, íî ê íåêîòîðûì èç íèõ íå äîáàâëÿëè íè òèðôîñòèí, íè ÝÔÐ (0)
ëèáî, êàê óêàçàíî íà ðèñóíêå, äîáàâëÿëè òèðôîñòèí èëè ÝÔÐ. ×åðåç óêà-
çàííîå âðåìÿ êëåòêè ëèçèðîâàëè, èíêóáèðîâàëè ñ êðîññ-ñøèâàþùèì
àãåíòîì DSS è ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó â ãðàäèåíòíîì (4—16 %) ãåëå,
ñ ïîñëåäóþùèì èììóíîáëîòèíãîì. Ïîëîæåíèå ìîíîìåðíîãî ðåöåïòîðà
óêàçàíî ñòðåëêîé. Íà äåíñèòîãðàììå (âíèçó) ïðåäñòàâëåíû äàííûå ïî
èíòåãðàëüíîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (îòí. åä.) ñîîòâåòñòâóþùèõ âûñî-

êîìîëåêóëÿðíûõ áàíäîâ.



ðîâàëî äåãðàäàöèþ ÝÔÐ. Õîòÿ óâåëè÷åíèå íå áûëî çíà÷è-
òåëüíûì, òåì íå ìåíåå ýòîò ýôôåêò âîñïðîèçâîäèëñÿ â 7
èç 9 ýêñïåðèìåíòîâ ïðè óñëîâèè «áûñòðîãî ýíäîöèòîçà».
Ýòîò ðåçóëüòàò ÷ðåçâû÷àéíî èíòåðåñåí, ïîñêîëüêó óêàçû-
âàåò íà òî, ÷òî àêòèâíàÿ ðåöåïòîðíàÿ ÒÊ îáåñïå÷èâàåò íå-
êîå âðåìåííîå îêíî äëÿ ïðîöåññîâ, âîçìîæíî è íå ñâÿçàí-
íûõ ñ ðåãóëÿöèåé ýíäîöèòîçà êàê òàêîâîãî. Ìîæíî ïðåä-
ïîëàãàòü, ÷òî â ïîääåðæàíèè ðåöåïòîðíîé ÒÊ â
ñòèìóëèðîâàííîì ñîñòîÿíèè ó÷àñòâóþò íå òîëüêî ïàññèâ-
íûå (äèññîöèàöèÿ ñ ëèãàíäîì çà ñ÷åò ñíèæåíèÿ ðÍ â ÏÝ),
íî è íåêèå àêòèâíûå ìåõàíèçìû.

Âåñüìà ñóùåñòâåííûì ÿâëÿåòñÿ âîïðîñ î òîì, êàê
âëèÿåò òèðôîñòèí íà êîìïàðòìåíòàëèçàöèþ èíòåðíàëèçî-
âàííûõ ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ íà ðàçíûõ ýòàïàõ
ýíäîöèòîçà. Äëÿ ýòîãî êëåòêè, ñîäåðæàùèå òîëüêî âíóò-
ðèêëåòî÷íûé 125I-ÝÔÐ, ïîäâåðãàëè ñóáêëåòî÷íîìó ôðàê-
öèîíèðîâàíèþ â ãðàäèåíòå 17%-íîãî Ïåðêîëëà (ðèñ. 4).
Âèäíî, ÷òî îáðàáîòêà àöåòàòíûì áóôåðîì (ðÍ 4.5) ïðèâî-
äèò ê óäàëåíèþ áîëåå ÷åì 90 % ïîâåðõíîñòíî-ñâÿçàííîãî
ïðè 4 °Ñ ëèãàíäà (ðèñ. 4, à). Ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòî-
çà ïîâûøåíèåì òåìïåðàòóðû äî 37 °Ñ è îáðàáîòêè àöå-
òàòíûì áóôåðîì â äàëüíåéøåì (30 è 60 ìèí) â êëåòêàõ

îñòàâàëîñü âñå áîëüøå ìåòêè, àññîöèèðîâàííîé ñ ïèêîì,
ìàêñèìóì êîòîðîãî ðàñïîëîæåí â 10—11-é ôðàêöèÿõ. Ïî
äàííûì íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèé, ýòî ñâèäåòåëü-
ñòâóåò î ëîêàëèçàöèè ìå÷åíîãî ôàêòîðà ðîñòà â ÐÝ (Êîð-
íèëîâà è äð., 1987). ×åðåç 60 ìèí íàáëþäàåòñÿ óâåëè÷å-
íèå ïëå÷à ðàäèîàêòèâíîñòè, ñâÿçàííîé ñ áîëåå ïëîòíûìè
ôðàêöèÿìè (1—7-ÿ), ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ÏÝ è íàèáîëåå
ïëîòíûì ëèçîñîìàì (1—3-ÿ ôðàêöèè). Ïðè ýòîì êîëè÷å-
ñòâî ìåòêè â ÐÝ ÷åðåç 120 ìèí ïàäàåò, à ïîëîæåíèå ìàê-
ñèìóìà ýòîãî ïèêà ñäâèãàåòñÿ â 8—9-þ ôðàêöèè.

Åñëè äîáàâèòü òèðôîñòèí ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ñòèìó-
ëÿöèè ýíäîöèòîçà (90R30AG; ðèñ. 4, á), òî ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè ÷åðåç 90 ìèí ïèê ìå÷åíîãî ëè-
ãàíäà ñäâèãàåòñÿ âïðàâî (ìàêñèìóì â 10—11-é ôðàêöè-
ÿõ), ïðè ýòîì îáùåå êîëè÷åñòâî ìåòêè îêàçûâàåòñÿ ìåíü-
øå êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé êàê â îáëàñòè ÐÝ, òàê è â îáëà-
ñòÿõ ñ áîëüøåé ïëîòíîñòüþ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
÷àñòè÷íîé áëîêèðîâêå ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ â
ÐÝ. Äîáàâëåíèå òèðôîñòèíà ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿ-
öèè ýíäîöèòîçà (90R60AG) ïðèâîäèëî ê ñìåùåíèþ ïèêà â
îáëàñòü áîëåå çðåëûõ ýíäîñîì è óìåíüøåíèþ äîëè ìåòêè,
ñåäèìåíòèðóþùåé â îáëàñòè ëèçîñîì. Îò ýêñïåðèìåíòà ê
ýêñïåðèìåíòó ýòî ñìåùåíèå áûëî áîëåå èëè ìåíåå âûðà-
æåííûì (â çàâèñèìîñòè îò îáùåé äèíàìèêè ýíäîöèòîçà),
îäíàêî íàäåæíî âîñïðîèçâîäèìûì.

Íà áîëåå ïîçäíèõ ñðîêàõ (ðèñ. 4, â) ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíòðîëåì (120 ìèí) äîáàâëåíèå AG1478 ê êëåòêàì ÷åðåç
90 ìèí âûçûâàëî ïåðåðàñïðåäåëåíèå èíòåðíàëèçîâàííîé
ìåòêè èç îòíîñèòåëüíî ïëîòíûõ, ò. å. óæå ïðîøåäøèõ
îïðåäåëåííûé ïðîöåññ ñîçðåâàíèÿ, ÐÝ (8—10-ÿ ôðàêöèè)
âî ôðàêöèþ ëèçîñîì (1—3-ÿ ôðàêöèè), ÷òî êîððåëèðóåò ñ
äàííûìè ïî óâåëè÷åíèþ âûõîäà äåãðàäèðîâàííîãî ÝÔÐ
èç êëåòîê (ðèñ. 1, â).

Ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ñâèäåòåëüñòâóþò î çàìåä-
ëåíèè ñîçðåâàíèÿ ýíäîñîì íà îïðåäåëåííîì ïîçäíåì ýòà-
ïå ýíäîöèòîçà â ðåçóëüòàòå äåàêòèâàöèè ðåöåïòîðíîé ÒÊ.
Èíòåðåñíî, ÷òî ïîäîáíûå èçìåíåíèÿ â äèíàìèêå êîìïàðò-
ìåíòàëèçàöèè ìû íàáëþäàëè ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà
ïðîòåàñîì MG132, ïðèâîäÿùåì ê èñòîùåíèþ ïóëà ñâî-
áîäíîãî óáèêâèòèíà â êëåòêå (Ìelikova et al., 2006). Ïî-
ñêîëüêó ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ÒÊ ïðèâîäèò ê íåìåäëåí-
íîé äèññîöèàöèè ðåöåïòîðà è óáèêâèòèí-ëèãàçû ñ-Ñbl,
âåñüìà âûñîêà âåðîÿòíîñòü òîãî, ÷òî ïðè÷èíîé àíàëîãè÷-
íîãî âëèÿíèÿ òèðôîñòèíà íà äèíàìèêó êîìïàðòìåíòàëè-
çàöèè ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ ìîæåò áûòü íåñïî-
ñîáíîñòü áîëåå îáåñïå÷èâàòü íåîáõîäèìûé ïàòòåðí óáèê-
âèòèíèðîâàíèÿ.

Êðîìå òîãî, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî òîëüêî ÷àñòü ðåöåïòî-
ðîâ ìîæåò âñòóïàòü íà ïóòü ðåöèêëèðîâàíèÿ èç ðàííèõ ýí-
äîñîì ïîñëå äåàêòèâàöèè ðåöåïòîðíîé êèíàçû, ÷òî óêàçûâà-
åò íà ñëîæíûé è ìíîãîñòàäèéíûé õàðàêòåð ïðîöåññà ñîðòè-
ðîâêè, íåêîòîðûå ñòàäèè êîòîðîãî ìîãóò çàâèñåòü îò
íàëè÷èÿ ÒÊ â ìåíüøåé ñòåïåíè, ÷åì äðóãèå. Íåñìîòðÿ íà
ýòî, íà ïîçäíåì ýòàïå ýíäîöèòîçíîãî ïóòè ñóùåñòâóåò ïî
êðàéíåé ìåðå îäèí ýòàï, äëÿ ïðîõîæäåíèÿ êîòîðîãî íåîáõî-
äèìà àêòèâèðîâàííàÿ ðåöåïòîðíàÿ ÒÊ, ÷òî ïðîòèâîðå÷èò
ïðåäñòàâëåíèþ î òîì, ÷òî ÒÊ íóæíà òîëüêî äëÿ âûõîäà
ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ èç ÐÝ, ïðîèñõîäÿùåãî íà ðàí-
íèõ (15—30 ìèí ) ñòàäèÿõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ÷àñòè÷íîé ôèíàíñîâîé ïîä-
äåðæêå Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêòû 06-04-49046 è 08-04-90729-ìîá_ñò) è ïðî-
ãðàììû ïðåçèäèóìà ÐÀÍ «Ìîëåêóëÿðíàÿ è êëåòî÷íàÿ
áèîëîãèÿ».

524 Ê. À. Êîíäðàòîâ, À. Ë. ×åðíîðóäñêèé è äð.

Ðèñ. 4. Êîìïàðòìåíòàëèçàöèÿ èíòåðíàëèçîâàííîãî 125I-ÝÔÐ â
êîíòðîëå (à) è â êëåòêàõ, ïîäâåðãàâøèõñÿ îáðàáîòêå òèðôîñ-
òèíîì (á, â) ÷åðåç 90 (á) è 120 (â) ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäî-

öèòîçà.

Òèðôîñòèí äîáàâëÿëè ÷åðåç 30 è 60 ìèí (á) èëè ÷åðåç 90 ìèí (â) ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè êëåòêè öåíòðèôó-
ãèðîâàëè â ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà, êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìå-
òîäèêà». Ãðàäèåíòû ðàçäåëÿëè íà ôðàêöèè, íà÷èíàÿ ñî äíà öåíòðèôóæ-
íîé ïðîáèðêè. Ëèç — ëèçîñîìû, ÏÝ — ïîçäíèå ýíäîñîìû, ÐÝ — ðàííèå
ýíäîñîìû. Ðàäèîàêòèâíîñòü êàæäîé ôðàêöèè îïðåäåëÿëè íà ãàììà-ñ÷åò-

÷èêå è âûðàæàëè â èìï/ìèí.
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ANALYSIS OF TYRPHOSTIN AG1478 EFFECT ON BEHAVIOR OF INTERNALIZED EGF

RECEPTOR AT DIFFERENT STAGES OF ENDOCYTOSIS

K. A. Kondratov,1 A. L. Chernorudskiy,1, 2 A. P. Amosova,1 E. S. Kornilova1, 3

1 Institute of Cytology RAS, St. Petersburg and 2 Nizhny Novgorod State Medical Academy;
3e-mail: elena.kornilova@gmail.com

In the present work the effect of specific inhibitor of the receptor tyrosine kinase, tyrphostin AG1478, has
been analyzed for behavior of internalized EGF receptor at different stages upon stimulation of endocytosis. It
was found that tyrphostin addition in 30 min after endocytosis stimulation resulted in recycling of a significant
portion of 125I-EGF onto cell surface. This portion was decreasing with time. EGF-receptor complexes, being re-
cycled under action of AG1478, however, did not dissociate possibly because of tyrphostin ability to initiate re-
ceptor oligomerization in the absence of the ligand which can possibly affect dissociation constants. It was fo-
und that only a portion of EGF receptor localized in early endosomes was able to recycle upon TK inhibition.
Addition of the inhibitor in 30 and 60 min after endocytosis stimulation resulted in decrease of labeled EGF de-
gradation. At early stages internalized EGF-receptor complexes was blocked mostly in early endosomes, while
at late stages their accumulation occured in incompletely matured late endosomes. These data speak in favor of
late endocytic stage existence transition through which depends on the receptor TK. Besides, tyrphostin addition
in 90 min after endocytosis led not to decrease, but on the contrary, to increase in degradation. That speaks abo-
ut theexistence of the mechanisms providing a time window during which receptor ÒÊ can carry out the functi-
ons which are not connected directly with endocytosis.

K e y w o r d s: EGF receptor, AG1478, tyrosine kinase, endocytosis, internalization, recycling, compart-
mentalization, early and late endosomes, lysosomes, degradation, Percolla gradient.
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