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Вивчали білок-білкові взаємодії, опосередковані адаптерним білком Grb2, у процесі РМА-ішту­
кованої мегакаріоиитної диференціації клітин еритролейкемії людини лінії К5(>2. Аналіз -ів'язуван-
н.я здійснювали in vitro з використанням рекомбінаційних форм ОгЬ2 {повнорозмірної форми (//7)2 
та його /V- / С-кінцевих SH3 доменів), конюгованих з глушат іон -S- три /1 сфера зо ю. Іденти­
фіковано білки, зв'язування яких модулюється в клітинах, іцо диференціюються, та про­
аналізовано динаміку їхнього зв'язування. Припускаємо, що ряд мішеней Grb2 може використову­
ватися спільно в сигнальних шляхах, залучених як до стимуляції мітогенезу, так і Оо індукції 
диференціації лейкемічних клітин К562. 

Вступ. Як свідчать експериментальні дані останніх 
років, більшість сигнальних шляхів, залучених до 
контролю росту, диференціації і трансформації клі­
тин, ініціюється і /або регулюється шляхом фосфо-
рилювання білків по залишках Туг як рецепторни­
ми, так і цитоплазматичними тирозиновими про-
теїнкіназами. Ключовими ланками вказаних сиг­
нальних шляхів є невеликі за розміром адаптерні 
білки, побудовані переважно з доменів, основна 
функція яких полягає у забезпеченні білок-білко-
вої взаємодії в процесі внутрішньоклітинного пере­
творення і проведення регуляторних сигналів. Біль­
шість адаптерів включають одну або кілька копій 
Src-гомологічних доменів 2-го (SH2) і 3-го (SH3) 
типів, що впізнають і зв 'язують залишки рТуг і 
Pro-багаті райони відповідно у білках-мішенях [1 ]. 
У ряді випадків до складу адаптери их білків мо­
жуть входити додаткові функціональні модулі, такі 
як рТуг-зв 'язуючий (РТВ) домен 12 |, 
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Слід підкреслити, що взаємодії з ефекторними 
білками, опосередковані SH3 доменами, є, як пра­
вило, конститутивними, в той час як модифікація 
специфічних залишків Туг визначає їхню асо­
ціацію з SH2 або РТВ доменами. В такий спосіб 
адаптери забезпечують формування надмолекуляр­
них сигнальних комплексів, склад яких і стехіо­
метрія між окремими компонентами залежать від 
конкретного клітинного контексту і фізіологічних 
потреб клітин. 

Phi -позитивні клітини еритролейкемії людини 
лінії К562 характеризуються високим рівнем експ­
ресії химерного онкобілка p210Bcr-Abl з конститу­
тивною тирозинкіназною активністю і збереженою 
здатністю до диференціації під дією індукторів 
різної хімічної природи і скерованості дії | 3 , 4 |. 
Одним з основних механізмів, за допомогою якого 
реалізується трансформуючий потенціал р2ІОВсг 
АЬІ, є активація Ras-залежного сигнального шляху 
[5, 6 |. Встановлено, що як потенційні ланки Всг-
АЬ1~опосередкованої активації p21Ras в гематопое-
тичних клітинах можуть функціонувати щонай-
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менше три різних адаптерних білки (Grb2, She і 
CrkL), кожен з яких здатен активувати фактори, 
що стимулюють обмін гуанілових нуклеотидів у 
н у к л е о т и д - з в ' я з у ю ч о м у ц е н т р і в и с о к о а ф і н н о ї 
ОТРази , і .виявляється в комплексах з Bcr-Abl 
[5—7]. Аутофосфорилювання залишка Туг177 в 
активованій химерній протеїнкіназі супроводжу­
ється формуванням зв 'язуючого центра для SH2 
домена Grb2, що характеризується наступною лі­
нійною організацією ф у н к ц і о н а л ь н и х модулів: 
SH3-SH2-SH3 [5] . Заміщення Туг177 на Phe попе­
реджує зв 'язування Grb2 , призводить до блокуван­
ня активації p21Ras, а також до значного зниження 
трансформуючої активності Bcr-Abl у Ra t i фібро­
бластах, але не в гематопоетичних клітинах [5, 8 ]. 
Це , очевидно, пов 'язано з тим, що взаємодія Grb2 
з Bcr-Abl у гематопоетичних клітинах може здій­
снюватися не лише прямо, але й опосередковано. 
До останнього шляху причетний білок с-СЬ1, здат­
ний фосфорилюватися по множинних залишках 
Туг у трансформованих клітинах, встановлюючи, в 
свою чергу, як прямі, так і опосередковані контак­
ти з химерним онкобілком [91. Про важливу роль 
Grb2 у Bcr-Abl-залежній трансформації гематопое­
тичних клітин свідчать також наступні дані. 

Так, «с!о\уп»-регуляція Grb2 за допомогою ан-
тисенсових олігонуклеотидів супроводжується се­
лективним пригніченням росту Bcr-Abl-позитивних 
клітин, але не Bcr-Abl-негативних клітин [10] . 
Крім цього, експресія делеційних мутантів Grb2, 
позбавлених N - чи С-кінцевого SH3 доменів, у 
клітинах лінії К562 індукує їх до диференціації за 
еритроїдним шляхом [11] . Таким чином, пошук 
засобів, за допомогою яких можна втручатися у 
процес взаємодії Bcr-Abl з Grb2 і блокувати його, 
є потенційним підходом, скерованим на досягнення 
реверсії трансформованого фенотипу P h i - п о з и т и в ­
них лейкемічних клітин. 

Враховуючи викладене, ми вирішили проаналі­
зувати спектри білків, що зв 'язуються in vitro з 
рекомбінантними формами Grb2 (повнорозмірною 
формою та. N - і С-кінцевими SH3 доменами), 
кон'югованими з глутатіон-Б-трансферазою (GST) , 
у процесі мегакаріоцитної диференціації клітин 
лінії К562, індукованої форбол-12-міристат-13-аце-
татом (РМА). 

Матеріали і методи. В експериментах викори­
стовували клітини еритролейкемії людини лінії 
К562, отримані з колекції клітинних культур Ін­
ституту цитології РАН. Клітини культивували в 
середовищі RPMI 1640 («Sigma», США) з додаван­
ням 10 % інактивованої ембріональної сироватки 
телят («GibcoBRL»), 2 мМ L-глутаміну, 50 М О / м л 
пеніциліну, 50 м к г / м л стрептоміцину («Gibco-

BRL») у зволоженій атмосфері з 5 % С 0 2 при 
температурі 37 °С. Мегакаріоцитну диференціацію 
клітин К562, що знаходилися в експоненціальній 
фазі росту, індукували РМА («Sigma»). Для цього, 
необхідну для проведення експерименту кількість 
клітин висівали в середовище для культивування 
( 2 - Ю 5 к л / м л ) і інкубували з або без РМА (160 нМ) 
протягом трьох діб. 

Після закінчення зазначеного часу інкубації 
клітини ( 1 - Ю 7 кл /пробу) двічі промивали охолод­
женим забуференим фізіологічним розчином (ЗФР) 
( 1 3 7 мМ N a C l , 2 , 7 мМ К С 1 , 4 , 3 мМ 
N a H 2 P 0 4 - 7 H 2 0 , 1,7 мМ К 2 Н Р 0 4 , рН 7,3) і лізували 
на льодяній бані в буфері, що містив 10 мМ 
трис-НСІ (рН 7,5) , 150 мМ NaCl, 1% тритон 
Х-100, 5 мМ ЕДТА, 50 мМ N a F , 1 мМ N a 3 V 0 4 , 
5 мМ бензамідин, 25 м к г / м л апротиніну («Sigma»), 
10 м к г / м л лейпептину («Sigma»), 1 м к г / м л пепста-
тину («Fluka», Швейцар ія ) , 1 мМ Ф М С Ф («Flu-
ka»), протягом 20 хв. Детергент-нерозчинну фрак­
ц і ю о с а д ж у в а л и ц е н т р и ф у г у в а н н я м при 
12000 о б / х в протягом 15 хв. Концентрацію білка в 
супернатантах визначали за методом Петерсона 
[121. 

Білок-білкові взаємодії вивчали in vitro з вико­
р и с т а н н я м р е к о м б і н а н т н и х G S T - к о н ' ю г о в а н и х 
форм Grb2 (повнорозмірної форми та фрагментів, 
що відповідають N - та С-кінцевим SH3 доменам 
Grb2) . Для трансформації клітин Escherichia coli 
(DH-5a) використовували відповідні pGEX-2T пла-
змідні вектори. Експресію GST-кон 'югованих біл­
ків у бактеріях індукували додаванням 0,5 мМ 
ізопропіл-1-тіо-/#-0-галактопіранозиду. 

Очистку GST-кон 'югованих форм Grb2 із 
озвучених бактеріальних лізатів здійснювали за 
допомого г л у т а т і о н - с е ф а р о з и ( « Р п а г т а с і а Bio­
tech.»). Стандартизовані за концентрацією білка 
лізати клітин К562 інкубували протягом 2 год при 
4 °С і постійному перемішуванні з GST-кон 'югова-
ними білками (5 мкг білка на пробу). 

Для оцінки рівня неспецифічного зв 'язування 
лізати контрольних клітин К562 інкубували з GST. 
Утворені білкові комплекси осаджували додаван­
ням глутатіон-сефарози (25 мкл 50 %-і суспензії 
сефарози на пробу) з наступною інкубацією протя­
гом 1 год при 4 °С. Після завершення інкубації 
гранули сефарози промивали 4 рази буфером лі­
зису і прогрівали в 25 мкл двократного буфера для 
зразків Леммлі при температурі 95 °С протягом 
5 хв. Білки, що специфічно зв 'язалися з глутатіон-
сефарозою, розділяли в градієнтному (5—18 %) 
поліакриламідному гелі (ПААГ) у буферній системі 
Леммлі [13] . Отримані гелі зафарбовували сріблом 
[14] . 
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Зв'язуваним білків лізатів контрольних і РМА-індукованих клітин К562 з рекомбінантними G S T - K O H ' i o r o n a u M M H формами Grb2: а — 
з повнорозмірною формою Grb2; б — з N-кінцевим SH3 доменом; в — С-кінцевим SH3 доменом. GST — зв'язування білків лізатів 
контрольних клітин з глутатіон-8-трансферазою; БС - - білки-стандарти. Клітинні лізати отримували на 3, 6, 12, 24 , 48 і 72-гу год 
культивування клітин К562 з або без РМА (160 нМ) 

Результати та обговорення. Використання різ­
номанітних in vitro і in vivo модельних систем 
дозволило показати, що фенотип гематопоетичних 
клітин, трансформованих онкобілком Bcr-Abl, ха­
рактеризується проліферацією, незалежною від 
факторів росту [15, 16], інгібуванням здатності до 
апоптозу [17, 18 1 та зміненими адгезивними вла­
стивостями [19] . Недавно було також встановлено, 

що експресія Всг-Abl у лейкемічних клітинах МІ 
миші супроводжується індукцією диференціації п о 
мієлоїдному ряду без супутньої зупинки ї х н ь о ї 
проліферації 120 Ь 

Наведені дані дозволяють припустити, шо я к 
на якісному, так і на кількісному рівні багато 
сигнальних ланок може використовуватися спільно 
і /або перекриватися в сигнальних шляхах, залуче-
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них до стимуляції мітогенезу, інгібування апоптозу 
і індукції диференціації в одному і тому ж типі 
Bcr-Abl-трансформованих клітин. 

Для перевірки нашого припущення ми про­
аналізували зміни в спектрах білків, що взає­
модіють з одним із активаторів Ras-залежного 
сигнального шляху, адаптерним білком Grb2 , у 
процесі РМА-індукованої мегакаріоцитної диферен­
ціації клітин еритролейкемії людини лінії К562. 
Для цього лізати контрольних і індукованих клітин 
інкубували з GST-кон 'югованими повнорозмірною 
формою Grb2 та його N - та С-кінцевими SH3 
доменами. Розділення білків, що зв 'язалися з глу-
татіон-сефарозою, здійснювали електрофорезом у 
ПААГ, а отримані гелі зафарбовували сріблом. 

Як видно з рисунку, зв ' язування ряду спе­
цифічних білків контрольних лізатів клітин К562 з 
рекомбінантними формами Grb2 не підтримується 
на постійному конститутивному рівні, а залежить 
від фази росту клітинної культури. Так , зв ' язуван­
ня білків з молекулярними масами 90, 97, 100, 118, 
210, 250 і 320 кДа з повнорозмірною формою Grb2 
досягає максимуму на 24-ту год і поступово зни­
жується на 72-гу год культивування. Оскільки 
вказані білки не ідентифікуються в преципітатах з 
SH3 доменами, їхня взаємодія з Grb2, очевидно, 
опосередковується SH2 доменом. У той же час 
максимальний рівень асоціації р45, р52 і р60 з 
N-кінцевим SH3 доменом і р94 з С-кінцевим SH3 
доменом виявляється на 3-ю год, знижується на 
24-ту год і практично не детектується на 72-гу год. 
Взаємодія білка з молекулярною масою 27 кДа з 
усіма трьома формами Grb2 характеризується хви­
леподібною динамікою з двома максимумами на 
3-ю і 24-ту год. Слід зазначити, що виявлена 
різниця у зв 'язуванні клітинних білків з SH3 
доменами Grb2 у порівнянні з повнорозмірною 
формою може бути пов 'язана із стеричними факто­
рами, що впливають на доступність взаємодії окре­
мих модулів зі своїми специфічними мішенями. 

З отриманих нами результатів також випли­
ває, що індукція мегакаріоцитної диференціації 
клітин К562 під впливом РМА супроводжується 
координованими змінами у білок-білкових взає­
модіях, опосередкованих Grb2 . Так , характерним 
для індукованих клітин є посилення зв 'язування з 
повнорозмірною формою білків з молекулярними 
масами 320, 210 і 100 кДа на 72-гу год культиву­
вання, коли спостерігається значне нагромадження 
диференційованих клітин (41 % від контролю) і 
пригнічення їхнього росту (58 % від контролю). До 
найбільш ранніх ефектів, пов 'язаних з впливом 
РМА, слід віднести посилення зв 'язування р90 з 
повнорозмірною формою Grb2 , практично повне 
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інгібування взаємодії N - S H 3 домену з р45, р52 і 
р60 на 3-ю год, а також посилення зв 'язування 
C-SH3 домену з р94 на 6-ту год культивування в 
порівнянні з контролем. Крім цього, звертає на 
себе увагу залежність рівня зв ' я зування р27 з усіма 
трьома формами Grb2 у клітинах, що диферен­
ціюються, від відповідних показників у контролі 
(посилення зв ' я зування у випадку нижчого його 
рівня в контролі і навпаки) . 

Підсумовуючи проведені дослідження, можна 
припустити, що внутрішньоклітинний молекуляр­
ний грунт, асоційований з конкретною фізіоло­
гічною ситуацією, може впливати (через існування 
розгалуженої системи петель позитивних і негатив­
них регуляторних зв 'язків) на взаємодію одного з 
активаторів p21Ras в Bcr-Abl-трансформованих 
клітинах (адаптерного білка Grb2) зі своїми спе­
цифічними мішенями. Таким чином, імовірно, що 
індуктори диференціації можуть не просто десенси-
тизувати функцію Ras на ранніх стадіях відповіді 
лейкемічних клітин, а швидше за все здатні пере­
ключати Ras-залежну сигналізацію на альтерна­
тивний шлях. До того ж ключові сигнальні білки 
експресуються у вигляді множинних молекулярних 
форм, що створює додаткові можливості для забез­
п е ч е н н я у з г о д ж е н о г о г н у ч к о г о к о н т р о л ю за 
різними гілками одного і того ж сигнального каска­
ду. 

Робота була частково профінансована Міні­
стерством науки і технологій України (грант 
№ 5.4/38) та Західно-Українським БіоМедичним 
дослідницьким центром (грант наданий у 1997 р.) 

Автори висловлюють щиру подяку співробіт­
никові Лондонського відділення інституту ракових 
досліджень Людвіга Івану Гуту за надання плаз-
м і д н и х в е к т о р і в pGEX-2T/GrbKfull), pGEX-
277Grb2(N-SH3) та pOEX-27YGrb2(C-SH3) . 

О. Н. Ильницкая, Е. Ю. Паливода, 3. М. Гусак, Т. И. Валевка, 
И. И. Игумениева, С. И. Кусень, Л. Б. Дробот 

Анализ белок-белковых взаимодействий, опосредованных 
адапторным белком Grb2, в процессе мегакариоцитной 
дифференцировки клеток эритролейкемии человека линии К5Ы 

Резюме 

Изучали белок-белковые взаимодействия, опосредованные адап 
торным белком Grb2, в процессе РМА-индуцированной мегака­
риоцитной дифференцировки клеток эритролейкемии человека 
линии К562. Связывание анализировали in vitro с использовани­
ем рекомбинантных форм Grb2 (полноразмерной формы Grb2 
и его N- и С-концевых SH3 доменов), конъюгированных с 
глутатион-З-трансферазой. Идентифицированы белки, связы­
вание которых модулируется в дифференцирующихся клетках, 
и проанализирована динамика их связывания. Предполагается, 
что ряд мишеней Grb2 являются общими в сигнальных путях, 
вовлеченных как в стимуляцию митогенеза, так и в индукцию 
дифференцировки в лейкемических клетках К562. 
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N. I. Igumentseva, S. I. Knsen', L. B. Drobot 

Analysis of protein-protein interactions mediated by adaptor protein 
Grb2 during the course of megakaryocytic differentiation of human 
erythroleukemia cell line K562 

Summary 

Protein-protein interactions mediated by adaptor protein Grb2 
during the course of PMA-induced megakaryocytic differentiation of 
the human erythroleukemia cell line K562 were studied. Binding 
assay was performed in vitro using the recombinant forms of Grb2 
(Grb2/full, Grb2/N-SH3 and Grb2/C-SH3), conjugated with gluta­
thione- S-transferase. Proteins, binding of which are modulated in 
differentiated cells, were identified and binding dynamics was 
analysed. It is supposed that a set of Grb2 targets could be used in 
common in signalling pathways involved in both the stimulation of 
mitogenesis and the induction of differentiation in the K562 cells. 
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