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Ïðîâåäåí àíàëèç óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðîâ ÝÔÐ, íåñóùèõ ðàçëè÷íûå ìóòàöèè C-òåðìèíàëü-
íîãî äîìåíà. Ýòè ìóòàíòû ðàçëè÷àþòñÿ êàê ïî íàáîðó ìàæîðíûõ ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ, îïðåäå-
ëÿþùèõ ñïîñîá ñâÿçûâàíèÿ ñ óáèêâèòèí-ëèãàçîé c-Cbl, òàê è ïî íàëè÷èþ îñòàòêîâ ëèçèíà, ñëóæàùåãî
ïîòåíöèàëüíûì àêöåïòîðîì óáèêâèòèíà. Îáíàðóæåíî, ÷òî ðåöåïòîð, ëèøåííûé òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâ-
íîñòè â ðåçóëüòàòå çàìåíû ëèçèíà íà ôåíèëàëàíèí â ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùåì ñàéòå òèðîçèíêèíàçíîãî (ÒÊ)
äîìåíà (K721), ïðàêòè÷åñêè íå óáèêâèòèíèðóåòñÿ, òàê æå êàê è ðåöåïòîð, ëèøåííûé âñåõ ñàéòîâ ñâÿçû-
âàíèÿ ñ c-Cbl â ðåçóëüòàòå äåëåöèè 165 C-òåðìèíàëüíûõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (CD165). Â òî æå
âðåìÿ äèíàìèêà è õàðàêòåð óáèêâèòèíèðîâàíèÿ äðóãèõ äåëåöèîííûõ ìóòàíòîâ çíà÷èòåëüíî ðàçëè÷àþò-
ñÿ. Òàê, ñïîñîáíûé ñâÿçûâàòü c-Cbl íàïðÿìóþ, íî ëèøåííûé ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ Grb2 ðåöåïòîð (CD123)
óáèêâèòèíèðîâàëñÿ â íàèìåíüøåé ñòåïåíè è ëèøü íà ðàííèõ ñðîêàõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ÝÔÐ.
Ðåöåïòîð, îáëàäàþùèé âñåìè ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ êàê äëÿ c-Cbl, òàê è äëÿ Grb2, íî ëèøåííûé äîìåíà èç
63 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ íà Ñ-êîíöå ðåöåïòîðà ÝÔÐ (CD63), ñîäåðæàùåãî äâà ñàéòà ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ (Y1148 è Y1173) è 4 îñòàòêà ëèçèíà, óáèêâèòèíèðîâàëñÿ ñëàáåå è ñîäåðæàë áîëüøå íèçêîóáèêâè-
òèíèðîâàííûõ ôîðì, ÷åì ðåöåïòîð äèêîãî òèïà. Îäíàêî ýòè îñòàòêè ëèçèíà íå ÿâëÿþòñÿ àêöåïòîðíûìè
ñàéòàìè äëÿ óáèêâèòèíà, ïîñêîëüêó ïîëíîðàçìåðíûé ìóòàíò, ëèøåííûé, êàê è CD63, ìàæîðíûõ ñàéòîâ
àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ Y1148 è Y1173, óáèêâèòèíèðóåòñÿ òàê æå, êàê è äåëåöèîííûé ìóòàíò. Òàêèì îá-
ðàçîì, Ñ-êîíöåâàÿ îáëàñòü ðåöåïòîðà ÝÔÐ, íå ÿâëÿÿñü ñóáñòðàòîì óáèêâèòèíèðîâàíèÿ, âîâëå÷åíà â ðåãó-
ëÿöèþ ýòîãî ïðîöåññà. Îáíàðóæåíî òàêæå, ÷òî ïàòòåðí óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà ðàçëè÷àåòñÿ ïðè
áûñòðîì è ìåäëåííîì ýíäîöèòîçå. Â ïåðâîì ñëó÷àå êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðà ÝÔÐ áûñòðî óìåíüøàëîñü â
ðåçóëüòàòå ýôôåêòèâíîé äåãðàäàöèè. Ïðè ýòîì óðîâåíü c-Cbl, àññîöèèðîâàííîãî ñ ðåöåïòîðîì, îñòàâàë-
ñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçìåííûì, òîãäà êàê êîëè÷åñòâî îáùåãî âíóòðèêëåòî÷íîãî c-Cbl çíà÷èòåëüíî ïàäàëî.
Îáðàáîòêà êëåòîê èíãèáèòîðîì ïðîòåàñîì MG132 ëèøü ÷àñòè÷íî áëîêèðîâàëà óáûëü c-Cbl. Âî âòîðîì
ñëó÷àå îáùåå êîëè÷åñòâî êàê ðåöåïòîðà, òàê è c-Cbl ïðàêòè÷åñêè íå èçìåíÿëîñü, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ïðåîáëàäàíèè ïóòè ðåöèêëèðîâàíèÿ òàêèõ ðåöåïòîðîâ, äàæå íåñìîòðÿ íà èõ óáèêâèòèíèðîâàíèå.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåïòîð ÝÔÐ, ñàéòû àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ, Ñ-òåðìèíàëüíûé äîìåí, óáèê-
âèòèíèðîâàíèå, óáèêâèòèí-ëèãàçà c-Cbl, ýíäîöèòîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎ — àìèíîêèñëîòíûé îñòàòîê, ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáó-
ìèí, ÌÂÒ — ìóëüòèâåçèêóëÿðíûå òåëà, ÏÌ — ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà, ÏÝ — ïîçäíèå ýíäîñîìû,
ÐÝ — ðàííèå ýíäîñîìû, ÒÊ — òèðîçèíêèíàçà, ÒÊË — òîòàëüíûé êëåòî÷íûé ëèçàò, ÝÔÐ — ýïèäåðìàëü-
íûé ôàêòîð ðîñòà, PBS — ôîñôàòíî-ñîëåâîé ðàñòâîð.

Îäíèì èç ïîñëåäñòâèé àêòèâàöèè ÒÊ ðåöåïòîðà ÝÔÐ
â ðåçóëüòàòå åãî ñâÿçûâàíèÿ ñ ðîñòîâûì ôàêòîðîì íà
ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ÿâëÿåòñÿ óáèêâèòèíèðîâàíèå
ðåöåïòîðà — ïîñòòðàíñëÿöèîííàÿ ìîäèôèêàöèÿ, çàêëþ-
÷àþùàÿñÿ â êîâàëåíòíîì ïðèñîåäèíåíèè Ñ-òåðìèíàëüíî-
ãî ãëèöèíîâîãî îñòàòêà óáèêâèòèíà (76 ÀÎ) ê îäíîìó èëè
íåñêîëüêèì îñòàòêàì ëèçèíà íà áåëêå-ìèøåíè ñ îáðàçîâà-
íèåì èçîïåïòèäíîé ñâÿçè. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî îñíîâíûì ôåð-
ìåíòîì, îñóùåñòâëÿþùèì ìîäèôèöèðîâàíèå ðåöåïòîðà,
ÿâëÿåòñÿ óáèêâèòèí-ëèãàçà c-Cbl, àêòèâèðóåìàÿ ÒÊ ðå-
öåïòîðà (Fukazawa et al., 1996). Èíòåðåñíî, ÷òî c-Cbl ìî-
æåò âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ ðåöåïòîðîì êàê íàïðÿìóþ, ÷åðåç
ñàéò àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ Y1045 íà åãî Ñ-òåðìèíàëü-
íîì êîíöå, òàê è îïîñðåäîâàííî, ÷åðåç àäàïòåðíûé áåëîê
Grb2, êîòîðûé â ñâîþ î÷åðåäü ïðèñîåäèíÿåòñÿ ê ðåöåïòî-

ðó ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâàííûå îñòàòêè òèðîçèíà â ïîëîæå-
íèÿõ 1068 è 1086 (ñì. ññûëêè â îáçîðå: Ìåëèêîâà è äð.,
2003). Äî ñèõ ïîð íå âïîëíå ïîíÿòíî ôèçèîëîãè÷åñêîå
çíà÷åíèå ñóùåñòâîâàíèÿ äâóõ ñïîñîáîâ âçàèìîäåéñòâèÿ
ðåöåïòîðîâ ñ c-Cbl.

Ê íàñòîÿùåìó ìîìåíòó ñôîðìèðîâàëîñü ïðåäñòàâëå-
íèå î òîì, ÷òî óáèêâèòèíèðîâàíèå òðàíñìåìáðàííûõ ðå-
öåïòîðîâ íåîáõîäèìî äëÿ óçíàâàíèÿ ìîäèôèöèðîâàííîãî
áåëêà, ìóëüòèìåðíûìè ñîðòèðóþùèìè êîìïëåêñàìè (en-
dosomal sorting complexes required for transport, èëè
ESCRT0-III), ðåçóëüòàòîì âçàèìîäåéñòâèÿ ñ êîòîðûìè ÿâ-
ëÿåòñÿ ïîìåùåíèå áåëêà âî âíóòðåííèå ïóçûðüêè ìóëüòè-
âåçèêóëÿðíûõ, èëè ïîçäíèõ, ýíäîñîì (Teis et al., 2008).
Çðåëûå ÏÝ çàòåì ñëèâàþòñÿ ñ ëèçîñîìàìè, è òàêèì îáðà-
çîì ñîäåðæèìîå âíóòðåííèõ ïóçûðüêîâ ïîäâåðãàåòñÿ ëè-

617

2 0 0 9 Ö È Ò Î Ë Î Ã È ß Ò î ì 51, ¹ 7



çîñîìíîé äåãðàäàöèè. Ïðåäïîëàãàåòñÿ, ÷òî óáèêâèòèíè-
ðîâàííûé ðåöåïòîð ïîñëåäîâàòåëüíî ïåðåäàåòñÿ «ñ ðóê íà
ðóêè» âñåì ÷åòûðåì êîìïëåêñàì, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ãðóï-
ïà ðåöåïòîðîâ êîíöåíòðèðóåòñÿ ïåðåä ïîïàäàíèåì â èí-
âàãèíàöèè ìåìáðàíû ýíäîñîì, äàþùèì íà÷àëî âíóòðåí-
íèì ïóçûðüêàì. Äî ñèõ ïîð íåÿñíî, êàê èìåííî îïðåäåëÿ-
åòñÿ ñòðîãàÿ î÷åðåäíîñòü âçàèìîäåéñòâèÿ ðåöåïòîðà ñ
ESCRT-êîìïëåêñàìè.

Ìû îáðàòèëè âíèìàíèå íà òî, ÷òî ïðîôèëü óáèêâèòè-
íèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà (ò. å. íàáîð ôîðì ðåöåïòîðà, ñîäåð-
æàùèõ ðàçíîå êîëè÷åñòâî óáèêâèòèíà è â ðåçóëüòàòå çíà-
÷èòåëüíî ðàçëè÷àþùèõñÿ ïî ïîäâèæíîñòè â ãåëå) â êëåò-
êàõ A431 èçìåíÿëñÿ â õîäå ýíäîöèòîçà. Áîëåå òîãî, áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî èñòîùåíèå ïóëà ñâîáîäíîãî óáèêâèòèíà â
êëåòêå ïðèâîäèò ê çàìåäëåíèþ ïðîöåññà ñîçðåâàíèÿ ÏÝ
(Ìåëèêîâà è äð., 2004; Melikova et al., 2006). Ýòè äàííûå
ïîçâîëèëè íàì ïðåäïîëîæèòü, ÷òî óáèêâèòèíèðîâàíèå ðå-
öåïòîðà ÿâëÿåòñÿ äèíàìè÷åñêèì ïðîöåññîì, ðåçóëüòàòîì
áàëàíñà àêòèâíîñòåé óáèêâèòèí-ëèãàçû è äåóáèêâèòè-
íèðóþùèõ ôåðìåíòîâ è ÷òî êîíêðåòíûé ïàòòåðí óáèê-
âèòèíèðîâàíèÿ ìîæåò îïðåäåëÿòü ñïåöèôè÷íîñòü âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ðåöåïòîðà ñ îïðåäåëåííûì ñîðòèðóþùèì
êîìïëåêñîì. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîé ãèïîòåçû íåîáõîäèìî
èäåíòèôèöèðîâàòü êîíêðåòíûå ñàéòû óáèêâèòèíèðîâàíèÿ
è âûÿñíèòü, åñòü ëè çàêîíîìåðíîñòè â ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè èõ ìîäèôèêàöèè â õîäå ýíäîöèòîçà.

Î÷åâèäíàÿ íà ïåðâûé âçãëÿä ñòðàòåãèÿ ðåøåíèÿ çàäà-
÷è ïî èäåíòèôèêàöèè ñàéòîâ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ îñëîæ-
íÿåòñÿ ðÿäîì îáñòîÿòåëüñòâ. Âî-ïåðâûõ, ìîëåêóëà ðåöåï-
òîðà ÝÔÐ, ñîñòîÿùàÿ èç 1186 ÀÎ, ñîäåðæèò áîëåå 50
îñòàòêîâ ëèçèíà. Ïîñêîëüêó ñóáñòðàòîì óáèêâèòèíèðîâà-
íèÿ c-Cbl ìîæåò ÿâëÿòüñÿ òîëüêî âíóòðèêëåòî÷íûé äîìåí
(ñ 645-ãî ïî 1186-é ÀÎ), êîëè÷åñòâî èíòåðåñóþùèõ íàñ
ñàéòîâ ïàäàåò äî 27, ïðè÷åì 21 èç íèõ ëîêàëèçîâàí â
ÒÊ-äîìåíå ðåöåïòîðà (ñ 687-ãî ïî 955-é ÀÎ) è ëèøü 6 —
â ðåãóëÿòîðíîì Ñ-òåðìèíàëüíîì äîìåíå (ñ 956-ãî ïî
1186-é), ñîäåðæàùåì îñíîâíûå ñàéòû àâòîôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ, âîâëå÷åííûå â èíèöèàöèþ ðåöåïòîðçàâèñèìûõ
ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ (Íèêîëüñêèé è äð., 1987).

Â êà÷åñòâå ïåðâîãî øàãà ê ðåøåíèþ áîëåå îáùåé çà-
äà÷è — âûÿâèòü, êàêèå äîìåíû ðåöåïòîðà ïðåèìóùåñò-
âåííî óáèêâèòèíèðóþòñÿ (è òåì ñàìûì ñóçèòü îáëàñòü
äàëüíåéøåãî ïîèñêà), ìû ðåøèëè âûÿñíèòü, êàê ñïîñîá
ñâÿçûâàíèÿ c-Cbl ñ ðåöåïòîðîì âëèÿåò íà åãî óáèêâèòèíè-
ðîâàíèå è ÿâëÿþòñÿ ëè ëèçèíû, ñîäåðæàùèåñÿ â ðåãóëÿ-
òîðíîì äîìåíå, àêöåïòîðàìè óáèêâèòèíà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò ê è è è õ ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å. Â ðàáîòå èñïî-
ëüçîâàëè ïàíåëü êëåòîê, ïîëó÷åííûõ íà îñíîâå ôèáðîáëà-
ñòîâ ìûøè NIH3T3, ýêñïðåññèðóþùèõ ðàçëè÷íûå äåëå-
öèîííûå è òî÷å÷íûå ìóòàöèè Ñ-òåðìèíàëüíîãî äîìåíà
ðåöåïòîðà ÝÔÐ ÷åëîâåêà. Êëåòêè CD165 ëèøåíû 165
Ñ-òåðìèíàëüíûõ ÀÎ, âñåõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ c-Cbl è
âñåõ 6 îñòàòêîâ ëèçèíà (K1037, K1075, K1136, K1164,
K1155 è K1158). Íåãàòèâíûì êîíòðîëåì òàêæå ÿâëÿëèñü
êëåòêè, ïîòåðÿâøèå â ðåçóëüòàòå òî÷å÷íîé ìóòàöèè â
ÀÒÔ-ñâÿçûâàþùåì ñàéòå ñïîñîáíîñòü àêòèâèðîâàòü ÒÊ
(K721). Ëèíèÿ CD123 (áåç 123 êîíöåâûõ ÀÎ) èìåëà òîëü-
êî ñàéò ïðÿìîãî ñâÿçûâàíèÿ ñ c-Cbl (Y1045), íî áûëà ëè-
øåíà 5 êîíöåâûõ îñòàòêîâ ëèçèíà. Ðåöåïòîð â êëåòêàõ
CD63 â ñâîþ î÷åðåäü îáëàäàåò âñåìè òðåìÿ ñàéòàìè ñâÿ-
çûâàíèÿ óáèêâèòèí-ëèãàçû, îäíàêî â ýòîì ìóòàíòå îòñóò-

ñòâóþò ïîñëåäíèå 4 îñòàòêà ëèçèíà. Áûë èñïîëüçîâàí òàê-
æå ïîëíîðàçìåðíûé ðåöåïòîð ñ 2 òî÷å÷íûìè ìóòàöèÿìè
ïîñëåäíèõ ìàæîðíûõ ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ —
Y1148 è Y1173 (MI33), íî îáëàäàþùèé âñåìè Ñ-òåðìè-
íàëüíûìè îñòàòêàìè ëèçèíà. Êëåòêè ëèíèé K721, WT,
CD123 è CD165 áûëè ïîëó÷åíû îò ä-ðà Óëüðèõà (Èíñòè-
òóò èì. Ìàêñà Ïëàíêà, ÔÐÃ), à CD63 è MI33 — îò
ä-ðà Ñîðêèíà (Óíèâåðñèòåò Êîëîðàäî, ÑØÀ).

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùåé
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè, íà ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ.
Â îïûò áðàëè ìîíîñëîéíûå êóëüòóðû íà 3-è ñóò ïîñëå
ïîñåâà. Çà 24 ÷ äî íà÷àëà ýêñïåðèìåíòà êëåòêè ïåðåâî-
äèëè íà ñðåäó, ñîäåðæàùóþ 0.2 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè.

Ñ ò è ì ó ë ÿ ö è þ ý í ä î ö è ò î ç à Ý Ô Ð ïðîâîäèëè,
ïðåèíêóáèðóÿ êëåòêè ïðè 4 °Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ â ðàáî÷åé
ñðåäå (DMEM ñ äîáàâëåíèåì 0.1 % ÁÑÀ, 20 ìÌ HEPES,
pH 7.4), ñîäåðæàùåé 50 íã/ìë ÝÔÐ. Ïîñëå óäàëåíèÿ íå-
ñâÿçàâøåãîñÿ ÝÔÐ ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì
êëåòîê â ðàáî÷óþ ñðåäó, íå ñîäåðæàùóþ ëèãàíäà, ïðè
37 °Ñ íà îïðåäåëåííîå âðåìÿ. Ïî îêîí÷àíèè èíêóáàöèîí-
íîãî ïåðèîäà êëåòêè ïîìåùàëè íà ëåä, ïðîìûâàëè 3 ðàçà
PBS è äîáàâëÿëè ëèçèñíûé áóôåð (1%-íûé Òðèòîí X-100,
0.5%-íûé NP-40, 10 ìÌ NaF, 150 ìÌ NaCl, êîììåð÷å-
ñêèé êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ (Sigma, ÑØÀ), 1 ìÌ îðòîâà-
íàäàò íàòðèÿ, 10 ìÌ N-ýòèëìàëåèìèä, 20 ìÌ Òðèñ-HCl,
pH 7.6) íà 10 ìèí. Êëåòêè ñîáèðàëè ðàááåðîì è öåíòðè-
ôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí ïðè 13 000 g. Ñóïåðíàòàíò
(ÒÊË) ñîáèðàëè è îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ áåëêà ïî ìå-
òîäó Ëîóðè. Ïîñëå ýòîãî ïðîáû èç îäíîãî ýêñïåðèìåíòà
óðàâíèâàëè ïî ñîäåðæàíèþ áåëêà.

Îïûòû ïî âîçäåéñòâèþ MG132 (10 ìêÌ) ïðîâîäèëè
ïðè ïîñòîÿííîì ïðèñóòñòâèè àãåíòà â òå÷åíèå âñåãî âðå-
ìåíè ýêñïåðèìåíòà, äîáàâëÿÿ åãî â èíêóáàöèîííóþ ñðåäó
÷åðåç 30 ìèí ïîñëå íà÷àëà ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ
ÝÔÐ íà ëüäó.

È ì ì ó í î ï ð å ö è ï è ò à ö è ÿ è è ì ì ó í î á ë î ò ò è í ã.
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ ðåöåïòîðà ÝÔÐ
äëÿ åãî èììóíîïðåöèïèòàöèè (ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Cell
Signaling, ÑØÀ), óáèêâèòèí-ëèãàçó c-Cbl âûÿâëÿëè àíòè-
òåëàìè ôèðìû BD biosciences (ÑØÀ). Îêðàñêó íà óáèêâè-
òèí ïðîâîäèëè àíòèòåëàìè ôèðìû DAKO (Äàíèÿ). Êëåò-
êè îáðàáàòûâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÒÊË, êàê îïèñàíî âûøå.
Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè ïî ìåòîäó Ëýììëè ñ íàãðóçêîé
áåëêà íà îäíó äîðîæêó, ðàâíîé 70 ìêã. Äëÿ èììóíîïðå-
öèïèòàöèè â ïðîáû ïîñëå óðàâíèâàíèÿ ïî ñîäåðæàíèþ
áåëêà äîáàâëÿëè àíòèòåëà ïðîòèâ ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Ïðî-
áû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è ñ àíòèòåëàìè ïðè ïî-
ñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè íà øåéêåðå ïðè 4 °Ñ. Ïîñëå
ýòîãî ê ïðîáàì äîáàâëÿëè 20 ìêë ñåôàðîçû, êîíúþãèðî-
âàííîé ñ áåëêîì A, è èíêóáèðîâàëè 4 ÷. Çàòåì ïðîáû
öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 2000 g, ñóïåðíà-
òàíò ñëèâàëè, à îñàäîê ïðîìûâàëè 3 ðàçà ëèçèñíûì áóôå-
ðîì. Ê èììóíîïðåöèïèòàòó èëè ÒÊË äîáàâëÿëè áóôåð
Ëýììëè è èíêóáèðîâàëè ïðè 98 °Ñ â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïî-
ñëå ýòîãî ïðîáû öåíòðèôóãèðîâàëè è íàíîñèëè íà
7.5%-íûé Ds-Na-ÏÀÀÃ. Ïî îêîí÷àíèè ýëåêòðîôîðåçà
ïðîâîäèëè áëîòòèíã íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó
(BioRad, ÑØÀ) è ïîëîæåíèå èíòåðåñóþùèõ íàñ áåëêîâ
âûÿâëÿëè àíòèòåëàìè íåïîñðåäñòâåííî èëè ïîñëå ñòðèï-
ïèíãà.

Ý ê ñ ï å ð è ì å í ò û ï î ñ ó á ê ë å ò î ÷ í î ì ó ô ð à ê ö è-
î í è ð î â à í è þ â ãðàäèåíòå 17%-íîãî Ïåðêîëëà ïðîâîäè-
ëè, êàê ïîäðîáíî îïèñàíî ðàíåå (Êîðíèëîâà è äð., 1987),
ïðè÷åì â êà÷åñòâå ìåòêè ïîëîæåíèÿ ÐÝ, ÏÝ è ëèçîñîì èñ-

618 Ê. À. Êîíäðàòîâ, Ì. Ñ. Ìåëèêîâà è äð.



ïîëüçîâàëè 125I-ÝÔÐ. Ôðàêöèè ëèçèðîâàëè â áóôåðå Ëýì-
ìëè è ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è áëîòòèíãó, êàê îïèñà-
íî âûøå.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âûøåîïèñàííûå äåëå-
öèîííûå ìóòàíòû ðàçëè÷àþòñÿ ïî ñêîðîñòè èíòåðíàëèçà-
öèè è â áîëüøåé ñòåïåíè ïî ñêîðîñòè ïåðåõîäà ÝÔÐ-ðå-
öåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ èç ÐÝ â ÏÝ è äàëüíåéøåé äåãðàäà-
öèè. Ðåöåïòîðû, ëèøåííûå ÒÊ-àêòèâíîñòè èëè 165 ÀÎ,
ïðàêòè÷åñêè íå ñîðòèðîâàëèñü â ÏÝ è â îñíîâíîì ðåöèê-
ëèðîâàëè èç ÐÝ. Ðåöåïòîð CD123 äåìîíñòðèðîâàë ìåä-
ëåííóþ ñîðòèðîâêó â ÏÝ è íèçêóþ ñêîðîñòü äåãðàäàöèè,
òîãäà êàê ðåöåïòîðû äèêîãî òèïà (WT) è CD63 áûñòðî èí-
òåðíàëèçîâàëèñü, ýôôåêòèâíî íàêàïëèâàëèñü â ÏÝ è äå-
ãðàäèðîâàëè (Ñîêîëîâà è äð., 1995; Kornilova et al., 1996).

Ýêñïåðèìåíòàëüíî î äèíàìèêå ïðîõîæäåíèÿ ïî ýíäî-
öèòîçíîìó ïóòè ìîæíî ñóäèòü ïî ñêîðîñòè ïàäåíèÿ îáùå-
ãî ÷èñëà ðåöåïòîðîâ â êëåòêàõ ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöè-
òîçà ÝÔÐ. Äåéñòâèòåëüíî, äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà
ðèñ. 1, à, âåðõíÿÿ ïàíåëü, ïîêàçûâàþò, ÷òî â êëåòêàõ ëè-
íèé WT, CD63 è â ìåíüøåé ñòåïåíè CD123 ÷èñëî ðåöåï-
òîðîâ óìåíüøàåòñÿ óæå ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè
ýíäîöèòîçà, òîãäà êàê â êëåòêàõ K721 è CD165 îíî îñòàåò-
ñÿ ïðàêòè÷åñêè íåèçìåíåííûì è ÷åðåç 60 ìèí. Äàëüíåé-
øèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî ñèëüíî óáèêâèòèíèðóþòñÿ òîëü-
êî ðåöåïòîðû WT è CD63, òîãäà êàê â ëèíèÿõ CD123 è
CD165 óáèêâèòèíèðîâàíèå çíà÷èòåëüíî ñíèæåíî, à â
êëåòêàõ K721 ïðàêòè÷åñêè íå âûÿâëÿåòñÿ (ðèñ. 1, à, âòî-
ðàÿ ïàíåëü ñâåðõó). Ñóùåñòâåííî, ÷òî â ýòîì ýêñïåðèìåí-
òå âûñîêèé óðîâåíü óáèêâèòèíèðîâàíèÿ âûÿâëÿåòñÿ ÷åðåç
30 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè, ïàäàÿ ÷åðåç 60 ìèí. Äëÿ ðåöåï-
òîðîâ äèêîãî òèïà è CD63 õàðàêòåðíî íàëè÷èå íå òîëüêî
íèçêî-, íî è âûñîêîóáèêâèòèíèðîâàííûõ ôîðì, â òî âðå-
ìÿ êàê â CD123 âûÿâëÿåòñÿ òîëüêî ñëàáàÿ ïîëîñà â ðàéî-

íå, ëåæàùåì ñðàçó íàä ðåöåïòîðîì, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðåäïî-
ëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå ëèøü íèçêîóáèêâèòèíèðîâàííîé
ôîðìû. Îäíàêî, ïîñêîëüêó â ýòîì ýêñïåðèìåíòå ïåðâîé
àíàëèçèðóåìîé âðåìåíí*îé òî÷êîé áûëî 30 ìèí, íåëüçÿ
óòâåðæäàòü, ÷òî óáèêâèòèíèðîâàíèå ìàêñèìàëüíî èìåííî
ê ýòîìó âðåìåíè. Òåì íå ìåíåå, ó÷èòûâàÿ îáðàòíóþ çàâè-
ñèìîñòü ìåæäó óðîâíåì ðåöåïòîðà è ñòåïåíüþ óáèêâèòè-
íèðîâàíèÿ äëÿ ýôôåêòèâíî ìîäèôèöèðóåìûõ âåðñèé ðå-
öåïòîðà, ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî è íà áîëåå ðàííèõ ñòà-
äèÿõ óáèêâèòèíèðîâàíèå CD123 â ýòîì ñëó÷àå íå áûëî
çíà÷èòåëüíûì.

Õîòÿ óðîâåíü óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ìóòàíòà CD165, ëè-
øåííîãî âñåõ ñàéòîâ ñâÿçûâàíèÿ ñ c-Cbl, ÷ðåçâû÷àéíî íè-
çîê, îí òåì íå ìåíåå îòëè÷åí îò áàçàëüíîãî, è óáèêâèòèí
ïðè îêðàøèâàíèè ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëÿåòñÿ ïî âñåé
çîíå âûøå îñíîâíîé ïîëîñû ðåöåïòîðà. Âîçìîæíî, ýòîò
ôàêò îáúÿñíÿåòñÿ òåì, ÷òî â êëåòêàõ NIH3T3 ñîáñòâåííûé
ðåöåïòîð äèêîãî òèïà, ýêñïðåññèðóÿñü íà î÷åíü íèçêîì
óðîâíå, ñïîñîáåí, îäíàêî, îáðàçîâûâàòü äèìåðû ñ ìóòàíò-
íûì ðåöåïòîðîì è â ðåçóëüòàòå ìîæåò îáåñïå÷èâàòü åãî
ìîäèôèêàöèþ, åñëè ïðåäïîëàãàòü, ÷òî óáèêâèòèíèðîâà-
íèå, òàê æå êàê è àâòîôîñôîðèëèðîâàíèå, ïðîèñõîäèò ïî
êðîññ-ìîëåêóëÿðíîìó ìåõàíèçìó (Schlessinger, 2000). Òî
æå çàìå÷àíèå ñïðàâåäëèâî è â îòíîøåíèè ÒÊ-íåãàòèâíî-
ãî ìóòàíòà K721.

Òî, ÷òî òîëüêî òðè ìóòàíòà ïîäâåðãàþòñÿ ÝÔÐ-ñòèìó-
ëèðóåìîìó óáèêâèòèíèðîâàíèþ, ïîäòâåðæäàþò è äàííûå
àíàëèçà àññîöèàöèè c-Cbl ñ ðåöåïòîðîì ÝÔÐ (ðèñ. 1, à,
íèæíÿÿ ïàíåëü). Òîëüêî â êëåòêàõ ëèíèé WT, CD63 è â
ìåíüøåé ñòåïåíè CD123 âûÿâëÿåòñÿ óáèêâèòèí-ëèãàçà â
êîìïëåêñå ñ ðåöåïòîðîì. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî óðî-
âåíü àññîöèàöèè íå èçìåíÿåòñÿ è ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ñòè-
ìóëÿöèè ýíäîöèòîçà, êîãäà îáùåå êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðà è
åãî óáèêâèòèíèðîâàíèå â êëåòêàõ çíà÷èòåëüíî ïàäàþò.
Ïîäîáíûé ôåíîìåí ìû âûÿâëÿëè è ðàíåå ñ ïîìîùüþ èì-
ìóíîôëóîðåñöåíòíûõ è áèîõèìè÷åñêèõ ïîäõîäîâ (Meli-
kova et al., 2006). Âîçìîæíî, ýòî íåñîîòâåòñòâèå ñâÿçàíî ñ
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Ðèñ. 1. Àíàëèç ïîâåäåíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ (ÝÔÐ-Ð) è óáèêâèòèí-ëèãàçû c-Cbl â õîäå áûñòðîãî ýíäîöèòîçà â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ íîðìàëüíûé è ìóòàíòíûå ðåöåïòîðû ÝÔÐ.

Ýíäîöèòîç ïðåäâàðèòåëüíî ñâÿçàííîãî ïðè 4 °Ñ ÝÔÐ (0 ìèí) ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ñðåäó ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ íà 30 è 60 ìèí, ïîñëå
÷åãî ïîëó÷àëè ÒÊË (à, á) èëè ñóáêëåòî÷íûå ôðàêöèè ÐÝ, ÏÝ è ëèçîñîì (á) êàê îïèñàíî â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà». à — ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà
àëèêâîòû ÒÊË ðåöåïòîð (âåðõíÿÿ ïàíåëü) è c-Cbl (òðåòüÿ ñâåðõó ïàíåëü) âûÿâëÿëè ìåòîäîì âåñòåðí-áëîòòèíãà (ÂÁ) ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòåëàìè;
ïîñëå èììóíîïðåöèïèòàöèè (ÈÏ) ðåöåïòîðà èç ÒÊË ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç è ÂÁ, áëîòû îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè íà óáèêâèòèí (âòîðàÿ ïàíåëü
ñâåðõó) è c-Cbl (âòîðàÿ ïàíåëü ñíèçó). Ñïðàâà ñòðåëêàìè óêàçàíî ïîëîæåíèå ïîëíîðàçìåðíîãî ðåöåïòîðà ÝÔÐ (170 êÄà) è c-Cbl (120 êÄà). Ñêîáêîé
óêàçàíà çîíà ëîêàëèçàöèè óáèêâèòèíèðîâàííûõ ôîðì ðåöåïòîðà. á — âûÿâëåíèå c-Cbl â ÒÊË íåñòèìóëèðîâàííûõ («—») è ñòèìóëèðîâàííûõ («+»)
ÝÔÐ êëåòîê WT, à òàêæå âî ôðàêöèÿõ ÐÝ, ÏÝ è ëèçîñîì (Ëèç) ýòèõ æå ñòèìóëèðîâàííûõ êëåòîê ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå èíèöèàöèè ýíäîöèòîçà â êëåò-

êàõ WT.



òåì, ÷òî â êàæäûé ìîìåíò âðåìåíè ëèøü íåáîëüøàÿ äîëÿ
îáùåãî âíóòðèêëåòî÷íîãî ïóëà óáèêâèòèí-ëèãàçû íàõî-
äèòñÿ â êîìïëåêñå ñ ðåöåïòîðîì ÝÔÐ. Â ïîëüçó òàêîãî
ïðåäïîëîæåíèÿ ãîâîðèò è ÷ðåçâû÷àéíàÿ ìíîãîôóíêöèî-
íàëüíîñòü c-Cbl, êîòîðàÿ ìîæåò âûïîëíÿòü íå òîëüêî ôåð-
ìåíòàòèâíóþ, íî è àäàïòîðíóþ ôóíêöèþ â öåëîì ðÿäå
ïðîöåññîâ, íå ñâÿçàííûõ ñ ýíäîöèòîçîì (ñì. îáçîð: Ìåëè-
êîâà è äð., 2003).

Êðîìå òîãî, ìû îáíàðóæèëè, ÷òî â êëåòêàõ, ýôôåêòèâ-
íî äåãðàäèðóþùèõ ðåöåïòîð, ïàäàåò è îáùåå êîëè÷åñòâî
âíóòðèêëåòî÷íîãî c-Cbl. Ýòî ïîçâîëÿåò ãîâîðèòü îá èí-
äóêöèè äåãðàäàöèè óáèêâèòèí-ëèãàçû ïðè ñòèìóëÿöèè
ëèçîñîìíîãî ýíäîöèòîçíîãî ïóòè. Âîçíèêàåò âîïðîñ î ìå-
õàíèçìàõ ýòîé äåãðàäàöèè. Îäíî èç ïðåäïîëîæåíèé ñâÿ-
çàíî ñ äëèòåëüíûì ñîõðàíåíèåì êîìïëåêñà c-Cbl — ðå-
öåïòîð ÝÔÐ. Âîçìîæíî, ÷òî c-Cbl, òàê è íå ïîêèäàÿ êîìï-
ëåêñà, ïîïàäàåò âìåñòå ñ ðåöåïòîðîì â ëèçîñîìû. Îäíàêî
ðàíåå ïðè èììóíîôëóîðåñöåíòíîì àíàëèçå ìû îáíàðóæè-
ëè, ÷òî àíòèòåëà îêðàøèâàþò c-Cbl íà ïîçäíèõ ýíäîëè-
çîñîìàõ äàæå òîãäà, êîãäà ðåöåïòîð óæå íå âûÿâëÿåòñÿ.
Ñîçäàåòñÿ âïå÷àòëåíèå, ÷òî c-Cbl, ïîêèäàÿ êîìïëåêñ ñ ðå-
öåïòîðîì íà ñàìûõ ïîçäíèõ ñòàäèÿõ, òåì íå ìåíåå îñòàåò-
ñÿ àññîöèèðîâàííûì ñ ïîâåðõíîñòüþ ýíäîëèçîñîì. Ïðî-
òèâ âîçìîæíîñòè ëèçîñîìíîé äåãðàäàöèè óáèêâèòèí-ëè-
ãàçû ãîâîðÿò è äðóãèå äàííûå (Alwan et al., 2003).

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèé àíàëèç c-Cbl âî ôðàêöèÿõ ÐÝ,
ÏÝ è Ëèç, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â
ãðàäèåíòå Ïåðêîëëà (Êîðíèëîâà è äð., 1987) â ñðàâíåíèè
ñ ÒÊË â êîíòðîëå è ÷åðåç 60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäî-
öèòîçà ïîêàçàë (ðèñ. 1, á), ÷òî çíà÷èòåëüíàÿ äîëÿ àíàëèçè-
ðóåìîãî áåëêà â ÒÊË èçìåíÿåò ñâîþ ïîäâèæíîñòü ïîñëå
ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Ìíîãî÷èñëåííûå äàííûå ëèòå-
ðàòóðû ïðèïèñûâàþò òàêîå èçìåíåíèå â îñíîâíîì ôîñôî-
ðèëèðîâàíèþ, àêöåïòîðíûìè ñàéòàìè êîòîðîãî c-Cbl
÷ðåçâû÷àéíî áîãàò (ñì. îáçîð: Ìåëèêîâà è äð., 2003). Ïðè
ýòîì ïóë c-Cbl, àññîöèèðîâàííûé ñ êîìïàðòìåíòàìè ýí-
äîöèòîçíîãî ïóòè, ðàñïðåäåëÿëñÿ ñëåäóþùèì îáðàçîì: â
ÐÝ îáíàðóæèâàëàñü íàèáîëüøàÿ ÷àñòü áåëêà, ïðè÷åì

òîëüêî â âûñîêîìîäèôèöèðîâàííîé ôîðìå. ÏÝ ñîäåðæà-
ëè øèðîêèé ñïåêòð Cbl ñ ðàçíîé ïîäâèæíîñòüþ, òîãäà êàê
âî ôðàêöèè ëèçîñîì âûÿâëÿëñÿ áåëîê ñ ïîäâèæíîñòüþ,
õàðàêòåðíîé äëÿ íåñòèìóëèðîâàííûõ êëåòîê.

Èíòåðåñíî, ÷òî ïîäàâëåíèå ÒÊ-àêòèâíîñòè ðåöåïòîðà
ñ ïîìîùüþ ñèíòåòè÷åñêîãî èíãèáèòîðà AG1478 ïðèâîäèò
ê ôàêòè÷åñêè íåìåäëåííîìó äåôîñôîðèëèðîâàíèþ c-Cbl
è âûõîäó åãî èç êîìïëåêñà ñ ðåöåïòîðîì (Êîíäðàòîâ è
äð., 2006). Âûÿâëÿåìûé íàìè ñ ïîìîùüþ èììóíîïðåöè-
ïèòàöèè èç ÒÊË àññîöèèðîâàííûé ñ ðåöåïòîðîì c-Cbl
(ðèñ. 1, à, íèæíÿÿ ïàíåëü) â îñíîâíîì èìååò ïîäâèæ-
íîñòü, õàðàêòåðíóþ äëÿ ÐÝ, îäíàêî íàëè÷èå «íåàêòèâèðî-
âàííûõ» ôîðì c-Cbl âî ôðàêöèÿõ ÏÝ è ëèçîñîì ïîäòâåð-
æäàåò íàøå ïðåäïîëîæåíèå î âîçìîæíîñòè ñîõðàíåíèÿ
àññîöèàöèè ýòîãî áåëêà ñ ïîâåðõíîñòüþ ýíäîëèçîñîì
äàæå ïîñëå äèññîöèàöèè êîìïëåêñà ñ ðåöåïòîðîì è äå-
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ c-Cbl.

Äðóãèì âîçìîæíûì ìåõàíèçìîì ñíèæåíèÿ îáùåãî
êîëè÷åñòâà c-Cbl ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà ìîæåò
áûòü åãî äåãðàäàöèÿ ïî ïðîòåàñîìíîìó ïóòè (Magnifico et
al., 2003). Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû ïðîèí-
êóáèðîâàëè êëåòêè WT, K721 è CD63 â ïðèñóòñòâèè èíãè-
áèòîðà ïðîòåàñîì MG132. Ïîñêîëüêó óæå ÷åðåç 30 ìèí
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà êîëè÷åñòâî óáèêâèòèí-ëè-
ãàçû çíà÷èòåëüíî ñíèæàëîñü, ìû âûáðàëè äëÿ àíàëèçà
èìåííî ýòó âðåìåíí *óþ òî÷êó. Äåíñèòîìåòðè÷åñêèé àíà-
ëèç ïðåäñòàâëåííîãî áëîòà (ðèñ. 2) ïîêàçàë, ÷òî ïðèñóòñò-
âèå MG132 íå îêàçûâàëî ïðàêòè÷åñêè íèêàêîãî âëèÿíèÿ
íà óðîâåíü c-Cbl â íåñòèìóëèðîâàííûõ êëåòêàõ, òîãäà êàê
ïîñëå ñòèìóëÿöèè â êëåòêàõ ñ ýôôåêòèâíîé ñîðòèðîâêîé
(WT è CD63) êîëè÷åñòâî óáèêâèòèí-ëèãàçû â ïðèñóòñò-
âèè èíãèáèòîðà íåñêîëüêî âîçðàñòàëî. Ñóùåñòâåííî, îä-
íàêî, ÷òî óðîâåíü ýòîãî áåëêà ïîä äåéñòâèåì MG132 íè-
êîãäà íå äîñòèãàë êîíòðîëüíûõ çíà÷åíèé, äàæå â êëåòêàõ
ñ ðåöåïòîðîì äèêîãî òèïà.

Ýòè ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ïðîòåà-
ñîìíûé ïóòü äåãðàäàöèè äåéñòâèòåëüíî âîâëå÷åí â ðåãó-
ëÿöèþ îáùåãî êîëè÷åñòâà c-Cbl â êëåòêå, îäíàêî îí íå ÿâ-
ëÿåòñÿ ýêñêëþçèâíûì è áîëåå òîãî, èìååò ìåñòî íà ñòàäè-
ÿõ, ïðåäøåñòâóþùèõ ïîçäíèì ýòàïàì ñîçðåâàíèÿ
ýíäîñîì. Äåéñòâèòåëüíî, åñòü ñîîáùåíèÿ î òîì, ÷òî óâå-
ëè÷åííàÿ ïðîòåàñîìíàÿ äåãðàäàöèÿ c-Cbl êîððåëèðóåò ñ
åãî ïîâûøåííûì ôîñôîðèëèðîâàíèåì (Lennartsson et al.,
2006). Ó÷èòûâàÿ íàøè äàííûå ïî ôðàêöèîíèðîâàíèþ,
ìîæíî ïðåäïîëàãàòü, ÷òî îñíîâíîé ìèøåíüþ ïðîòåàñîì â
òàêîì ñëó÷àå äîëæåí áûòü c-Cbl â ÐÝ.

Ðàíåå ìû ñîîáùàëè î òîì, ÷òî äèíàìèêà ðàçëè÷íûõ
ñòàäèé ýíäîöèòîçà íå ÿâëÿåòñÿ ïîñòîÿííîé äàæå äëÿ êëå-
òîê îäíîé è òîé æå ëèíèè (Melikova et al., 2006). Ïî-âèäè-
ìîìó, ýôôåêòèâíîñòü ñîðòèðîâêè (è, òàêèì îáðàçîì, ñî-
îòíîøåíèå ðåöåïòîðîâ, âñòóïàþùèõ íà ïóòü ðåöèêëèðî-
âàíèÿ èëè íàïðàâëÿåìûõ íà äåãðàäàöèþ), òàê æå êàê è
ñêîðîñòü äåãðàäàöèè, çàâèñèò îò òîíêîé íàñòðîéêè êàê
ñèãíàëüíûõ ïóòåé, òàê è ðåãóëÿòîðîâ òðàíñïîðòíîé ìàøè-
íåðèè. Ýòà íàñòðîéêà îïðåäåëÿåòñÿ, âåðîÿòíî, êîíêðåò-
íûì íàáîðîì âíåêëåòî÷íûõ ñèãíàëüíûõ ñòèìóëîâ (ïðîùå
ãîâîðÿ, ñîñòàâîì ñûâîðîòêè, äîáàâëÿåìîé â ðîñòîâóþ
ñðåäó) è ïîçâîëÿåò êëåòêàì àäàïòèðîâàòüñÿ ê óñëîâèÿì
æèçíè â îïðåäåëåííîì ìèêðîîêðóæåíèè.

Óñëîâíî äèíàìèêó ýíäîöèòîçà ìîæíî ïîäðàçäåëèòü
íà áûñòðóþ (ñ ýôôåêòèâíîé ñîðòèðîâêîé è ëèçîñîìíîé
äåãðàäàöèåé ÝÔÐ-ðåöåïòîðíûõ êîìïëåêñîâ) è ìåäëåí-
íóþ, êîãäà êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðà ÝÔÐ ïðàêòè÷åñêè íå èç-
ìåíÿåòñÿ â òå÷åíèå îòíîñèòåëüíî äëèòåëüíîãî âðåìåíè
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà. Â ýòîì ñëó÷àå äàæå àêòè-

620 Ê. À. Êîíäðàòîâ, Ì. Ñ. Ìåëèêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà ïðîòåàñîì MG132 íà óðîâåíü
âíóòðèêëåòî÷íîãî c-Cbl â õîäå ýíäîöèòîçà.

Â êëåòêàõ WT, K721 è CD63 ñòèìóëèðîâàëè ýíäîöèòîç ïðåäâàðèòåëüíî
ñâÿçàííîãî ÝÔÐ â îòñóòñòâèå («—») è â ïðèñóòñòâèè («+») MG132
(10 ìêÌ). Íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîãî ñâÿçûâàíèÿ (0 ìèí)
è ÷åðåç 30 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà êëåòêè îáðàáàòûâàëè äëÿ
ïîëó÷åíèÿ ÒÊË, ïîäâåðãàëè ýëåêòðîôîðåçó è èììóíîáëîòòèíãó, ïîñëå
÷åãî áëîò îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè íà c-Cbl. Âíèçó â âèäå ãèñòîãðàììû
ïðèâåäåíû âåëè÷èíû èíòåãðàëüíîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (ÈÎÏ) äëÿ

êàæäîé ïîëîñû.



âèðîâàííûå ðåöåïòîðû â îñíîâíîì àêêóìóëèðóþòñÿ â ÐÝ
è ðåöèêëèðóþò îòòóäà, âïîñëåäñòâèè îïÿòü èíòåðíàëèçó-
ÿñü. Ïîñêîëüêó óáèêâèòèíèðîâàíèå ðåöåïòîðà ðàññìàòðè-
âàåòñÿ êàê ñèãíàë ïåðåõîäà èç ÐÝ â ÏÝ, èíòåðåñíî ïðîàíà-
ëèçèðîâàòü, ÷òî ïðîèñõîäèò ñ óáèêâèòèíèðîâàíèåì ðå-
öåïòîðà è êàêîâà ñóäüáà c-Cbl â ïîäîáíîé ñèòóàöèè.

Ðåçóëüòàòû îïûòà íà êëåòêàõ ñ ìåäëåííûì ýíäîöèòî-
çîì ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3 è 4. Äåéñòâèòåëüíî, çà 90 ìèí
ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà êîëè÷åñòâî ðåöåïòîðà íå
èçìåíÿëîñü ñóùåñòâåííî íè â îäíîé èç ëèíèé (ðèñ. 3,
âåðõíÿÿ ïàíåëü). Ðåöåïòîð â êëåòêàõ WT è CD63 îñòàâàëñÿ
âñå ýòî âðåìÿ ôîñôîðèëèðîâàííûì ïî òèðîçèíó (ðèñ. 3,
ñðåäíÿÿ ïàíåëü). Ôîðìû, ïîñòîÿííî ðåöèêëèðóþùèå âî
âñåõ óñëîâèÿõ (K721 è CD165), âîîáùå íå ïîäâåðãàëèñü
òèðîçèíîâîìó ôîñôîðèëèðîâàíèþ êàê â ñèëó îòñóòñòâèÿ
ÒÊ-àêòèâíîñòè (K721), òàê è â ñèëó ïîòåðè áîëüøèíñòâà
ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ (CD165). Êñòàòè, ïîñëåä-
íåå îáñòîÿòåëüñòâî ïðèâîäèëî è ê ñóùåñòâåííî áîëåå
íèçêîìó óðîâíþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ìóòàíòà CD63, õà-
ðàêòåðèçóþùåìóñÿ îòñóòñòâèåì äîìåíà, ñîäåðæàùåãî äâà
ìàæîðíûõ ñàéòà àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ.

Òåì íå ìåíåå, êàê è â ñëó÷àå áûñòðîãî ýíäîöèòîçà,
òðè âåðñèè ðåöåïòîðà, ñïîñîáíûå òàê èëè èíà÷å ñâÿçûâàòü
óáèêâèòèí-ëèãàçó, ïîäâåðãàëèñü óáèêâèòèíèðîâàíèþ ïî-
ñëå äåéñòâèÿ ÝÔÐ. Èíòåðåñíî, îäíàêî, ÷òî ëèøü êëåòêè
WT, ýêñïðåññèðóþùèå ïîëíîðàçìåðíûé ðåöåïòîð äèêîãî
òèïà, äåìîíñòðèðîâàëè íàëè÷èå âûñîêîóáèêâèòèíèðîâàí-
íûõ ôîðì, êîòîðûå ñ òå÷åíèåì âðåìåíè ñìåíÿëèñü íèçêî-
óáèêâèòèíèðîâàííûìè (ðèñ. 3, íèæíÿÿ ïàíåëü). Â äâóõ
äðóãèõ ëèíèÿõ ïðîôèëü óáèêâèòèíèðîâàíèÿ áûë èñõîäíî
ñäâèíóò â ñòîðîíó ìåíåå óáèêâèòèíèðîâàííûõ ôîðì.
Ñòîèò îòìåòèòü, ÷òî õîòÿ ìóòàíò CD63 îáëàäàë âñåìè
ñâÿçûâàþùèìè ñàéòàìè äëÿ c-Cbl, òîãäà êàê CD123 ìîã
ñâÿçûâàòü óáèêâèòèí-ëèãàçó ëèøü íàïðÿìóþ ÷åðåç
Y1045, õàðàêòåð èçìåíåíèÿ ïðîôèëÿ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ
ó îáîèõ ìóòàíòîâ áûë âåñüìà ñõîæèì.

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî Ñ-òåðìèíà-
ëüíûé äîìåí ðåöåïòîðà, íå ó÷àñòâóþùèé íè â êàêèõ âçàè-
ìîäåéñòâèÿõ ñ c-Cbl, òåì íå ìåíåå âåñüìà ñóùåñòâåí äëÿ
ðåãóëÿöèè ïðîöåññà óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà. Çíà-
÷èòåëüíûì ðàçëè÷èåì áûñòðîãî è ìåäëåííîãî ýíäîöèòîçà
ÿâèëîñü òî, ÷òî â ïîñëåäíåì ñëó÷àå ïåðèîä ñóùåñòâîâà-
íèÿ ìîäèôèöèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ âî âñåõ ëèíèÿõ îêà-

çàëñÿ áîëåå äëèòåëüíûì, ÷åì ïðè áûñòðîì ýíäîöèòîçå.
Óáèêâèòèíèðîâàíèå ìóòàíòà, íåñïîñîáíîãî ñâÿçûâàòü
c-Cbl (CD165), õîòÿ è îòëè÷àëîñü îò áàçàëüíîãî óðîâíÿ,
áûëî î÷åíü ñëàáûì è íå äåìîíñòðèðîâàëî ñêîëüêî-íè-
áóäü âîñïðîèçâîäèìîé äèíàìèêè. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò
çàêëþ÷èòü, ÷òî óáèêâèòèíèðîâàíèå ðåöåïòîðà ñàìî ïî
ñåáå íå îçíà÷àåò åãî óëüòèìàòèâíîé ñîðòèðîâêè â ÏÝ è
äåãðàäàöèè è íå ÿâëÿåòñÿ åäèíñòâåííûì ñîáûòèåì, íåîá-
õîäèìûì äëÿ íàïðàâëåíèÿ íà ïóòü ëèçîñîìíîé äåãðàäà-
öèè. Ýòî îçíà÷àåò òàêæå, ÷òî «ðåøåíèå» î ñîðòèðîâêå ðå-
öåïòîðà â ÏÝ ïðèíèìàåòñÿ äàëåå ïî ýíäîöèòîçíîìó ïóòè,
óæå ïîñëå åãî óáèêâèòèíèðîâàíèÿ.

Äàííûå, ïîëó÷åííûå íà êëåòêàõ ñ îáîèìè òèïàìè ýí-
äîöèòîçà, íà ïåðâûé âçãëÿä ãîâîðÿò î òîì, ÷òî óäàëåíèå
Ñ-òåðìèíàëüíûõ ëèçèíîâ õîòÿ è âåäåò ê ñíèæåíèþ äëè-
òåëüíîñòè óáèêâèòèíèðîâàíèÿ è èçìåíåíèþ åãî ïðîôèëÿ
(ó÷èòûâàÿ îáùèé óðîâåíü ýêñïðåññèè òîãî èëè èíîãî ðå-
öåïòîðà), íî íå ïðèâîäèò ê åãî ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ. Ýòî
ìîæåò îçíà÷àòü, ÷òî äîìåí, ñîäåðæàùèé îñíîâíûå àêöåï-
òîðíûå ñàéòû óáèêâèòèíèðîâàíèÿ, ëåæèò âíå Ñ-òåðìè-
íàëüíîãî ó÷àñòêà. Â ñëó÷àå áûñòðîãî ýíäîöèòîçà ðàçëè-
÷èÿ â ìîäèôèöèðîâàíèè ìóòàíòîâ, ëèøåííûõ 63 è 123
òåðìèíàëüíûõ ÀÎ, ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü â ïîëüçó
óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ëèçèíà â ïîëîæåíèè 1075, ïðèñóòñò-
âóþùåì â ïåðâîì ìóòàíòå è îòñóòñòâóþùåì âî âòîðîì.
Îäíàêî äàííûå ïî ìåäëåííîìó ýíäîöèòîçó íå ïîääåðæè-
âàþò ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ, òàê êàê CD123 óáèêâèòèíèðó-
åòñÿ òàê æå, êàê è åãî áîëåå äëèííàÿ âåðñèÿ CD63 (ðèñ. 1).

Ñðàâíåíèå äåëåöèîííîãî ìóòàíòà CD63 è åãî ïîëíî-
ðàçìåðíîãî àíàëîãà, â êîòîðîì äâà ïîñëåäíèõ òèðîçèíà
(Y1148 è Y1173) çàìåíåíû íà ôåíèëàëàíèí (MI33), ïîêà-
çàëî, ÷òî â ðåöåïòîðå, ñîäåðæàùåì âñþ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòü, óáèêâèòèíèðîâàíèå ãîðàçäî âûøå, ÷åì â ìóòàíòå,
ëèøåííîì â òîì ÷èñëå è ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ (ðèñ. 4, à).
Îäíàêî è óðîâåíü ýêñïðåññèè è, ñëåäîâàòåëüíî, äîëÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ðåöåïòîðîâ â MI33 òîæå âûøå. Îöåíêà
îòíîøåíèÿ óáèêâèòèíèðîâàííîãî ðåöåïòîðà ê ôîñôîðè-
ëèðîâàíîìó íà îñíîâàíèè äåíñèòîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà
ñîîòâåòñòâóþùèõ áàíäîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà áëîòàõ
ðèñ. 4, à, ïîêàçûâàåò, ÷òî îòíîñèòåëüíîå óáèêâèòèíèðîâà-
íèå ïðàêòè÷åñêè îäèíàêîâî äëÿ ðåöåïòîðîâ, íåñóùèõ
Ñ-òåðìèíàëüíûå ëèçèíû è ëèøåííûõ èõ (ðèñ. 4, á). Òàêèì
îáðàçîì, ñ âûñîêîé ñòåïåíüþ âåðîÿòíîñòè Ñ-òåðìèíàëü-
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Ðèñ. 3. Àíàëèç ïîâåäåíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ (ÝÔÐ-Ð), äèíàìèêè åãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó (PY) è óáèêâèòèíèðîâàíèÿ (Óá)
â õîäå ìåäëåííîãî ýíäîöèòîçà â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ íîðìàëüíûé è ìóòàíòíûå ðåöåïòîðû ÝÔÐ.

Ýíäîöèòîç ïðåäâàðèòåëüíî ñâÿçàííîãî ïðè 4 °Ñ ÝÔÐ (0 ìèí) ñòèìóëèðîâàëè ïåðåâîäîì êëåòîê â ñðåäó ïðè òåìïåðàòóðå 37 °Ñ íà 15, 30, 60 è 90 ìèí,
ïîñëå ÷åãî ïîëó÷àëè ÒÊË. Àëèêâîòó ÒÊË èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáùåãî êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðîâ (âåðõíÿÿ ïàíåëü); îñòàâøóþñÿ ÷àñòü ïîäâåðãà-
ëè èììóíîïðåöèïèòàöèè àíòèòåëàìè íà ðåöåïòîð. Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà è èììóíîáëîòòèíãà áëîòû îêðàøèâàëè àíòèòåëàìè íà ðåöåïòîð (âåðõíÿÿ ïà-
íåëü), ôîñôîòèðîçèí (ñðåäíÿÿ ïàíåëü) è óáèêâèòèí (íèæíÿÿ ïàíåëü). Ñïðàâà ñòðåëêàìè ïîêàçàíî ïîëîæåíèå íåàêòèâèðîâàííîãî ðåöåïòîðà ÝÔÐ äèêî-

ãî òèïà.



íûå îñòàòêè ëèçèíà íå ÿâëÿþòñÿ ñàéòàìè óáèêâèòèíèðî-
âàíèÿ.

Êðîìå ìóòàãåíåçà âîçìîæíûì ïîäõîäîì äëÿ îêîí÷à-
òåëüíîãî ðåøåíèÿ ýòîãî âîïðîñà ìîæåò áûòü èäåíòèôèêà-
öèÿ ñàéòîâ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðèè, ïîñêîëüêó óáèêâèòèíèðîâàíèå ëèçèíà ïðèâîäèò ê
âîçíèêíîâåíèþ òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ ñ òàê íàçûâàåìîé
óáèêâèòèíîâîé ïîäïèñüþ, â êîòîðûõ ê ëèçèíó ïðèñîåäè-
íåíû äâà îñòàòêà ãëèöèíà (Denis et al., 2007). Ê íàñòîÿùå-
ìó âðåìåíè ñóùåñòâóåò òîëüêî îäíà ðàáîòà, â êîòîðîé èñ-
ïîëüçîâàëñÿ ýòîò ïîäõîä äëÿ èäåíòèôèêàöèè ñàéòîâ óáèê-
âèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ (Huang et al., 2006).
Àâòîðû îïðåäåëèëè 5 àêöåïòîðíûõ îñòàòêîâ, ðàñïîëî-
æåííûõ èñêëþ÷èòåëüíî â ïðåäåëàõ ÒÊ-äîìåíà. Ìóòàöèÿ
åùå 4 îñòàòêîâ ëèçèíà â òîì æå äîìåíå ïðèâîäèëà ê ïðàê-
òè÷åñêè ïîëíîìó ïîäàâëåíèþ ÝÔÐ-çàâèñèìîãî óáèêâèòè-
íèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà.

Íåäîñòàòêîì äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî àíàëèçó
ïîäâåðãàëèñü îñòàòêè ÷åðåç 2 ìèí ïîñëå èõ ñòèìóëÿöèè
ÝÔÐ, ïîýòîìó îñòàåòñÿ íåÿñíûì, êàêîå îòíîøåíèå ýòîò
ïàòòåðí èìååò ê ñîðòèðîâêå â ÏÝ, ïðîèñõîäÿùåé ãîðàçäî
íèæå. Òåì íå ìåíåå â íàøèõ ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåí-
òàõ ñ ïîìîùüþ òàíäåìíîé ìàññ-ñïåêòðîñêîïèè ÷åðåç
60 ìèí ïîñëå ñòèìóëÿöèè ýíäîöèòîçà â êëåòêàõ A431 îáíà-

ðóæåíû äâà ñàéòà óáèêâèòèíèðîâàíèÿ — K704 è K715,
îáà òàêæå ðàñïîëîæåííûå â ÒÊ-äîìåíå, íî îòëè÷íûå îò
èäåíòèôèöèðîâàííûõ îñòàòêîâ ëèçèíà (Huang et al., 2006).
Ëîêàëèçàöèÿ ñàéòîâ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ â ÒÊ-äîìåíå êà-
æåòñÿ ôèçèîëîãè÷åñêè îáîñíîâàííîé, òàê êàê óáèêâèòèíè-
ðîâàíèå Ñ-òåðìèíàëüíûõ ñàéòîâ ìîæåò ïðåïÿòñòâîâàòü
âçàèìîäåéñòâèþ ñ ìíîãî÷èñëåííûìè ñèãíàëüíûìè ïàðòíå-
ðàìè ðåöåïòîðà, êîòîðûå ïðîèñõîäÿò ïàðàëëåëüíî ñ óáèê-
âèòèíçàâèñèìûìè ïðîöåññàìè óçíàâàíèÿ è ñîðòèðîâêè ðå-
öåïòîðà ÝÔÐ â ÏÝ. Â ïðèíöèïå òàêîé âàðèàíò ïîëíîñòüþ
èñêëþ÷àòü íåëüçÿ, ïîñêîëüêó ïðèøèâêà ìîëåêóëû óáèêâè-
òèíà â íåïîñðåäñòâåííîé áëèçîñòè îò ñàéòîâ ïðèñîåäèíå-
íèÿ ñèãíàëüíûõ ñóáñòðàòîâ ðåöåïòîðà ìîæåò íåãàòèâíî
ñêàçûâàòüñÿ íà âçàèìîäåéñòâèè ñ íèìè. Òåì íå ìåíåå ïðåä-
ñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâóþò, ñêîðåå, ïðîòèâ
ïîäîáíîé âîçìîæíîñòè. Èíòåðåñíî òàêæå, ÷òî äàæå íàëè-
÷èå âñåõ ñàéòîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ îáà ñïîñîáà (ïðÿìîé è
îïîñðåäîâàííûé ÷åðåç Grb2) ñâÿçûâàíèÿ c-Cbl ñ ðåöåïòî-
ðîì, íå îáåñïå÷èâàþò åãî ïîëíîöåííîãî óáèêâèòèíèðîâà-
íèÿ â îòñóòñòâèå Ñ-òåðìèíàëüíîãî äîìåíà èç 63 ÀÎ.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå íàìè äàííûå ïîçâîëÿþò
ãîâîðèòü î òîì, ÷òî ýòîò Ñ-òåðìèíàëüíûé ó÷àñòîê ðåöåï-
òîðà, íå ïîäâåðãàÿñü óáèêâèòèíèðîâàíèþ â õîäå ýíäîöè-
òîçà ñàì ïî ñåáå, ìîæåò ó÷àñòâîâàòü â ðåãóëÿöèè óáèêâèòè-

622 Ê. À. Êîíäðàòîâ, Ì. Ñ. Ìåëèêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Ñðàâíåíèå äèíàìèêè è óðîâíÿ óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ íîðìàëüíûé ðåöåïòîð
ÝÔÐ (WT), ðåöåïòîð, â ðåçóëüòàòå äåëåöèè ëèøåííûé 63 Ñ-òåðìèíàëüíûõ ÀÎ (CD63), è ðåöåïòîð, ëèøåííûé ñàéòîâ àâòîôîñôî-

ðèëèðîâàíèÿ, ðàñïîëîæåííûõ â ýòîì æå äîìåíå (MI33).

à — ïîñëå ïîëó÷åíèÿ ÒÊË åãî ÷àñòü èñïîëüçîâàëè äëÿ èììóíîïðåöèïèòàöèè ðåöåïòîðà, çàòåì ïðîâîäèëè ýëåêòðîôîðåç è áëîòòèíã ÒÊË è ïðåöèïèòàòà
è îêðàøèâàëè áëîòû íà ðåöåïòîð, óáèêâèòèí, ôîñôîòèðîçèí è c-Cbl, êàê óêàçàíî íà ðèñóíêå. á — äëÿ àäåêâàòíîãî ñðàâíåíèÿ óðîâíÿ óáèêâèòèíèðîâà-
íèÿ â ìóòàíòàõ îïðåäåëÿëè èíòåãðàëüíóþ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü (ÈÎÏ) ïîëîñ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ôîñôîðèëèðîâàííîìó ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðó, è
ÈÎÏ ïîëîñ, îêðàøåííûõ íà óáèêâèòèí ñîîòâåòñòâóþùèõ áëîòîâ, ïðåäñòàâëåííûõ íà ïàíåëè à. Ãèñòîãðàììà îòðàæàåò îòíîøåíèå óáèêâèòèíèðîâàí-

íûõ ôîðì ðåöåïòîðà ê êîëè÷åñòâó åãî àêòèâèðîâàíèÿ (ò. å. ôîñôîðèëèðîâàííîé ïî òèðîçèíó) ôîðìû. Ýíäîöèòîç ñòèìóëèðîâàëè, êàê îïèñàíî âûøå.



íèðîâàíèÿ ÒÊ-äîìåíà, ñîäåðæàùåãî, ïî-âèäèìîìó, îñíîâ-
íûå àêöåïòîðíûå ñàéòû. Äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ äîëæíû
âûÿâèòü áåëêè, âçàèìîäåéñòâèå ñ êîòîðûìè ìîæåò ìîäóëè-
ðîâàòü ïàòòåðí óáèêâèòèíèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà ÝÔÐ.

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».
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UBIQUITINATION OF EGF RECEPTORS WITH C-TERMINAL DOMAIN DELETION

AND POINT MUTATIONS DURING ENDOCYTOSIS

K. A. Kondratov,1 M. S. Melikova,1 A. L. Chernorudsky,1, 2 E. S. Kornilova1, 3

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

Analysis of ubiquitination of EGF receptor carrying different mutations of C-terminal domain was done.
The mutants differed both by the set of major autophosphorylation sites that determine the way of interaction
with ubiquitin-ligase c-Cbl, and by the presence of lysine residues which can be possible acceptor sites for ubi-
quitin. It was found that the receptor lacking tyrosine kinase activity due to lysine for phenylalanine substitution
at ATP-binding site of tyrosine kinase (TK) domain (K721) failed to be ubiquitinated as well as the receptor wit-
hout all binding sites for c-Cbl (CD165), while dynamics and pattern of ubiquitination of other deletion mutants
was significantly different. The mutant lacking Grb2 binding sites but able to bind c-Cbl directly (CD123) was
minimally ubiquitinated and only at early stages upon EGF endocytosis stimulation. At the same time, the recep-
tor possessing all binding sites for Cbl but lacking C-terminal domain of 63 aminoacid residues (CD63) which
contains two autophosphorylation sites (Y1148 and 1173) and 4 lysines, was less ubiquitinated and had more
low-ubiquitinated forms comparing to the WT one. However, these lysines are not acceptor sites for ubiquitin
since the full-size receptor lacking like CD63 the same major autophosphorylation sites underwent ubiquitinati-
on similar to the deletion mutant. Thus, C-terminal region of the EGF receptor, being not a substrate for ubiqui-
tination per se, is involved in its regulation. It was also found that ubiquitination pattern at fast endocytosis dif-
fered from those at slow one. In the first case the total level of EGFR decreased dramatically as a result of effici-
ent lysosomal degradation. The level of receptor-associated c-Cbl was practically the same, while the total
intracellular c-Cbl dropped. Treatment of cells with proteasomal inhibition MG132 blocked the loss of Cbl only
partially. In the second case, total amount of both EGF receptor and c-Cbl did not notably change that suggested
recycling pathway for receptors even despite them beeng ubiquitinated.

K e y w o r d s: EGF receptor, autophosphorylation sites, C-terminal domain ubiquitination, ubiquitin-ligase
c-Cbl, endocytosis.
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