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В работе изучали сигнальные эффекты Т�кадгерина на модели линейных фибробластов NIH3T3. Было об�
наружено, что экспрессия Т�кадгерина активирует Rac1 и Cdc42 GTPазы (р < 0,01), но не влияет на актив�
ность RhoA. Гиперэкспрессия Т�кадгерина с использованием аденовирусных конструкций в клетках
HUVEC вызывает разборку микротрубочек и полимеризацию актиновых стресс фибрилл, а подавление
экспрессии с использованием лентивирусных конструкций вызывает полимеризацию микротрубочек и
уменьшение количества актиновых стресс фибрилл. Подавление экспрессии Т�кадгерина достоверно сни�
жает проницаемость эндотелиального монослоя по сравнению с контролем (р < 0,001).

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: Т�кадгерин, Rho GTPазы, проницаемость эндотелиального монослоя, микротрубоч�
ки, актин.

Кадгерины – это суперсемейство молекул,
обеспечивающих Са2+�зависимую гомофильную
межклеточную адгезию. «Классические» кадге�
рины имеют внеклеточную часть, с характерной
пятидоменной организацией, а также трансме�
мбранную и цитоплазматическую часть, где
последняя взаимодействует с компонентами ци�
тоскелета и обеспечивает формирование проч�
ных межклеточных контактов [1]. Т�кадгерин –
нетипичный представитель суперсемейства кад�
геринов. В структуре Т�кадгерина имеется внек�
леточная часть, характерная для «классических»
кадгеринов [2], но отсутствует трансмембран�
ный и цитоплазматический домены, при этом
Т�кадгерин заякорен на мембране через глико�

зилфосфатидилинозитол [3]. Отсутствие цитоп�
лазматической части и локализация Т�кадгери�
на в липидных плотах [4] указывает на то, что Т�
кадгерин, вероятнее всего, не опосредует фор�
мирование стабильных межклеточных контак�
тов, а участвует во внутриклеточной сигнализа�
ции [4, 5, 6].

Локализация Т�кадгерина на лидирующем
крае мигрирующих эндотелиальных клеток [7],
на конусе роста прорастающих к своим мише�
ням аксонов мотонейронов [8, 9], а также учас�
тие Т�кадгерина в прорастании мелких сосудов
и капилляров при неоангиогенезе и опухолевом
ангиогенезе [10, 11] позволило сделать предпо�
ложение о том, что Т�кадгерин является навига�
ционным рецептором. В основе механизма,
обеспечивающего направленный рост сосудов и
нервов, а также миграцию клеток, лежит гомо�
фильное связывание между молекулами Т�кад�
герина на поверхности мигрирующих клеток,
взаимодействующих со своим окружением [3,
10, 12].

В модельных экспериментах in vitro было по�
казано, что взаимодействие между молекулами
Т�кадгерина на поверхности эндотелиальных
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клеток приводит к активации RhoA� и Rac1�сиг�
нальных путей, изменению организации акти�
нового цитоскелета и смене клеточного феноти�
па с нормального на промиграторный [13]. Кро�
ме того, способность эндотелиальных клеток,
гиперэкспрессирующих Т�кадгерин, прикреп�
ляться и распластываться на субстрате, содер�
жащем рекомбинантный Т�кадгерин, достовер�
но снижается по сравнению с контролем [12].
Однако следует отметить, что в основном, эти
данные были получены при изучении влияния
Т�кадгерина на клеточную миграцию, пролифе�
рации и адгезию эндотелиальных клеток in vitro.

Результаты, полученные ранее в нашей лабо�
ратории, позволяют предполагать, что Т�кадге�
рин участвует не только в процессах роста сосу�
дов de novo и миграции эндотелиальных клеток.
В норме Т�кадгерин экспрессируется в мелких и
крупных сосудах в эндотелиальных, гладкомы�
шечных клетках и перицитах [14], что предпола�
гает важную роль Т�кадгерина в функциониро�
вании, в том числе, и зрелых, стабильных сосу�
дов. В настоящей работе, изучая роль Т�кадге�
рина в функциональной активности эндотели�
альных клеток и изменении клеточного фено�
типа при формировании эндотелиального мо�
нослоя, мы обнаружили, что экспрессия Т�кад�
герина влияет на проницаемость эндотелиаль�
ного монослоя, при этом Т�кадгерин участвует в
активации внутриклеточной сигнализации с
участием LIMK1, Rac1 и Cdc42 GTPаз, а изме�
нение экспрессии Т�кадгерина вызывает реор�
ганизацию актинового и микротрубочкового
цитоскелета.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использовали эндотелиальные
клетки пуповины человека (HUVEC) 2�го пас�
сажа («Cambrex»,США) и линейные фиброблас�
ты мыши NIH3T3 (ATCC № CRL�1658). Клетки
HUVEC культивировали с использованием
укомплектованной среды EGM�2 («Cambrex»),
для клеток NIH3T3 использовали среду DMEM
(«Gibco», США) с добавлением пенициллина
(0,1 мг/мл), стрептомицина (0,1 мг/мл), и 10%
фетальной бычьей сыворотки. Для электрофо�
реза и иммуноблоттинга использовали реагенты
фирмы «Bio�Rad Laboratories» (США). В работе
использовали первые антитела против Т�кадге�
рина («ProSci», США), фосфорилированной
LIMK1�киназы («Cell Signaling Technology», США),
c�Myc эпитопа («Santa Cruz Biotechnology», США),
α�тубулина («Sigma», США) против RhoA, Rac1 и
Cdc42 GTPаз («Santa Cruz Biotechnology», гли�
церальдегидфосфатдегидрогеназы (α�GAPDH)

(«Sigma»), а также вторые антитела, конъюгиро�
ванные с флуорохромом AlexaFluor594 или
AlexaFluor488, и фаллоидин, конъюгированный
с AlexaFluor594 («Molecular Probes», Великобри�
тания).

Культивирование и трансфекция эукариоти�
ческих клеток. Клетки высевали на культураль�
ные флаконы из расчета 104 клеток/см2 и куль�
тивировали в СО2 инкубаторе при 37°. Для гипер�
экспрессии Т�кадгерина в NIH3T3 клетках ис�
пользовали плазмиду, содержавшую кДНК Т�
кадгерина (pcDNA3.1/T�cad), созданную ранее
в нашей лаборатории [15], или контрольную
плазмиду pcDNA3.1 («Invitrogen», США). В экс�
перименте по измерению активности SRE
(Serum Response Element) клетки NIH3T3 транс�
фицировали плазмидами pcDNA3.1/T�cad,
pcDNA3.1, плазмидой для экспрессии β�галак�
тозидазы pCMV�b�Gal («Clontech», США),
плазмидой для экспрессии люциферазы и SRE�
SRE.L («Stratagene», США). В качестве положи�
тельного контроля при измерении активации
SRE использовали плазмиду, содержавшую ген
p114RhoGEF, который является фактором обме�
на гуанидина и активирует Rho GTPазы. Для
подавления активности Rho GTPаз использова�
ли плазмиды, несущие доминантно�негативные
конструкты RhoN17, RacN17 и Cdc42N19 для
RhoA, Rac1 и Cdc42 соответственно. При оцен�
ке активации Rho GTPаз методом осаждения с
использованием Сефарозы («pull�down assay»)
клетки NIH3T3 трансфицировали плазмидами,
несущими гены постоянно активных форм
GTPаз: для RhoA – RhoV12, для Rac1 – RacV12,
для Cdc42 – Cdc42V12. Для оценки влияния ги�
перэкспрессии Т�кадгерина на активацию
LIMK1 клетки NIH3T3 котрансфицировали
плазмидами pcDNA3.1/T�cad и плазмидой myc�
LIMK1, кодирующей LIMK1 и c%myc�эпитоп
для усиления эндогенной экспрессии LIMK1 и
для контроля присутствия трансгена в трансфи�
цированных клетках; контрольные клетки кот�
рансфицировали плазмидами pcDNA3.1 и myc�
LIMK1. Клетки NIH3T3 трансфицировали с ис�
пользованием реагента Lipofectamine2000TM

(«Invitrogen») согласно инструкции производите�
ля. Для оценки влияния гиперэкспрессии Т�кад�
герина на организацию микротрубочек, HUVEC
котрансфицировали плазмидой pcDNA3.1/T�cad
и плазмидой, содержавшей ген зеленого флуо�
ресцентного белка (GFP) для визуализации
трансфицированных клеток (pcDNA3.1/GFP); в
контроле клетки трансфицировали плазмидами
pcDNA3.1 и pcDNA3.1/GFP. Для подавления
экспрессии Т�кадгерина методом РНК�интер�
ференции (siRNA), эндотелиальные клетки ко�
трансфицировали малыми интерферирующими
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РНК («Dharmacon», США) (siRNA/T�cad) и
плазмидой pcDNA3.1/GFP для визуализации
трансфицированных клеток; в качестве контро�
ля использовали плазмиду pcDNA3.1/GFP. Для
трансфекции эндотелиальных клеток использо�
вали реагент CytoPure�huv («Qbiogen», США)
согласно инструкциям производителя. Уровень
экспрессии Т�кадгерина, RhoA, Rac1, Cdc42,
LIMK1, c�Myc, α�GAPDH, β�катенина и VE�
кадгерина оценивали методом иммуноблоттин�
га с использованием клеточных лизатов, как бы�
ло описано ранее в [6].

Метод измерения проницаемости эндотели�
ального монослоя in vitro. Для оценки проницае�
мости эндотелия использовали метод, описан�
ный ранее в [16]. Клетки HUVEC 2�го пассажа
высаживали в верхнюю камеру на полупроница�
емую мембрану ячеек трансвелл («Transwell®»,
«Corning», США) с размером пор 0,4 мкм и ра�
диусом мембраны 6,5 мм в количестве 105 кле�
ток/лунку. Через 72 ч, после достижения клетка�
ми монослоя, в верхнюю камеру ячеек транс�
велл вносили раствор декстрана, конъюгиро�
ванного с флуоресцентным красителем FITC
(FITC�dextran, «Sigma»), в конечной концентра�
ции FITC�декстрана 10 мкг/мл. Через 60 мин из
нижней камеры отбирали 20 мкл аликвоты и из�
меряли интенсивность флуоресценции FITC
при длине волны 525 нм. Далее для последую�
щих измерений пробы отбирали каждые 60 мин.
Эксперимент проводили в четырех параллелях и
повторяли 5 раз. Данные представлены как сред�
нее ± стандартная ошибка среднего, р < 0,001.

Иммунофлуоресцентное окрашивание эндоте�
лиальных клеток. Клетки HUVEC 2�го пассажа
культивировали до образования монослоя в
планшете CultureSlideTM («Beckton Dikinson»,
США) и переводили на бессывороточную среду
EGM�2 за 4 ч до начала эксперимента. При ок�
рашивании HUVEC антителами к α�тубулину
проводили дополнительную инкубацию в раст�
воре 2 мкМ таксола для стабилизации микрот�
рубочек. Клетки фиксировали в растворе 0,1%
глютарового альдегида, содержавшего 0,1 М ка�
кодилат натрия. После серии промывок в буфе�
ре Хэнкса клетки инкубировали в 0,25% раство�
ре Triton X�100. Далее клетки последовательно
инкубировали в 10%�ном растворе сыворотки
донора вторых антител в течение 30 мин для
блокирования неспецифического связывания,
затем в растворе первых антител и вторых анти�
тел, конъюгированных с флуорохромом Alexa�
Fluor594 или AlexaFluor488. После отмывки
клетки на стеклах заключали в среду Mounting
Medium VectashieldTM («Vector Laboratories Inc»,
США). Визуализацию окрашивания и анализ
изображения проводили с использованием ин�

вертированного конфокального микроскопа
(Zeiss Axiovert LSM 200М) с цифровой камерой
AxioCam HRc, программ LSM Image Browser
(«Zeiss», Германия), MetaMorph 5.0 («Universal
Imaging», США) и Scion Image 4.0 («Scion
Corporation», США).

Метод измерения активности SRE. Для ана�
лиза влияния экспрессии Т�кадгерина на акти�
вацию Rho GTPаз использовали клетки NIH3T3,
не экспрессирующие Т�кадгерин. Клетки NIH3T3
котрансфицировали плазмидами pcDNA3.1/T�
cad (для гиперэкспрессии Т�кадгерина), SRE.L
(для оценки активации SRE) и pCMV�b�Gal
(для нормирования на уровень трансфекции).
Известно, что при активации Rho GTPаз в ци�
топлазме (RhoA, Rac1 и Cdc42) происходит ак�
тивация SRE�комплекса в ядре [17]. Трансфек�
ция плазмидой SRE.L, у которой под одним
промотором находятся ген SRE и ген люцифера�
зы, позволяет, измеряя уровень активности лю�
циферазы, оценивать уровень активации Rho
GTPаз. Контрольные клетки котрансфицирова�
ли плазмидами pcDNA3.1, SRE.L и pCMV�b�
Gal. В качестве положительного контроля ис�
пользовали клетки, котрансфицированные
плазмидами pcDNA3.1/T�cad, SRE.L, pCMV�b�
Gal, p114RhoGEF (плазмида, несущая ген пос�
тоянно активного фактора обмена нуклеотидов,
ответственного за активацию Rho GTPаз). Для
подавления Т�кадгерин опосредованной акти�
вации SRE клетки NIH3T3 котрансфицировали
плазмидами pcDNA3.1/T�cad, SRE.L, pCMV�b�
Gal и одной из плазмид, содержавшей домина�
нтно�негативную конструкцию для инактива�
ции Rho GTPаз (RhoN19, Rac1N17 и Cdc42N19
для RhoA, Rac1 и Cdc42 соответственно). Через
24 ч после трансфекции клетки депривировали в
течение 4 ч, лизировали, и в полученных лизатах
определяли уровень активности люциферазы и
b�галактозидазы согласно инструкциям произ�
водителя («Promega», США). Эксперимент про�
водили в пяти параллелях и повторяли 5 раз.
Данные представлены как среднее ± стандарт�
ная ошибка среднего, р < 0,01.

Метод выделения активных Rho GTPаз («Pull�
down assay»). Для выделения активных форм Rho
GTPаз использовали метод сефарозного осаж�
дения GST (Glutathione S�Transferase)�pull down
assay с последующим имунноблоттингом осаж�
денных белков, описанный ранее [18]. Метод
«GST�pull down» основан на иммобилизации
глутатион�S�трансферазасодержащих белков
(GST�белки) на глутатион�сефарозу. В данном
случае использовали белки, являющиеся эф�
фекторами GTPаз Rho и способные связывать
активные GTP�содержащие Rho GTPазы. В ла�
боратории доктора Шварца на основе экспрес�
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сионного вектора pGEX�2T были созданы две
плазмиды, содержащие PAK�связывающий до�
мен (PBD) для активных GTPаз Rac1 и Cdc42, и
Rho�связывающий домен (RBD) для связыва�
ния активной GTPазы RhoA [29]. При последу�
ющей трансформации E. coli штамм DH5 соот�
ветствующими плазмидами были выделены и
очищены GST�белки, содержащие PBD (GST�
RBD) и RBD (GST�PBD) домены. Иммобилиза�
цию GST�белков на глутатион�сефарозу («Amer�
sham», США) проводили при 4° в течение ночи.
Клетки NIH3T3 трансфицировали плазмидами
pcDNA3.1, pcDNA3.1/T�cad, а также плазмида�
ми, экспрессирующими активные формы Rho�
GTPаз (RhoV12, RacV12, Cdc42V12) для поло�
жительного контроля. Через 48 ч после транс�
фекции клетки лизировали в лизирующем буфе�
ре (50 мм Tris (pH 7,4), 1% Triton X�100, 0,5% де�
зоксихолат натрия, 500 мМ NaCl, 10 мМ MgCl2,
ингибиторы протеаз), и лизаты инкубировали с
GST�RBD� или GST�PBD�сефарозой при 4° в
течение 60 мин. После осаждения сефарозы ме�
тодом центрифугирования, осадки инкубирова�
ли в стандартном лизирующем буфере Лэммли
для отделения сефарозы. Активные GTPазы
RhoA, Rac1 и Cdc42 определяли методом элект�
рофореза в 14%�ном ПААГ с последующим им�
муноблоттингом с использованием специфич�
ных для каждой GTPазы моноклональных анти�
тел. Содержание общих GTPаз определяли в ли�
зате, приготовленном обычным способом. Предс�
тавлены результаты трех независимых экспери�
ментов.

Гиперэкспрессия Т�кадгерина в эндотелиаль�
ных клетках с использованием аденовирусной
трансдукции. Для гиперэкспрессии Т�кадгерина
в HUVEC использовали конструкции, создан�
ные нами на основе экспрессионной системы
AdEasyTM («Quantum Biotechnologies», США).
Полученная аденовирусная конструкция позво�
ляла с высокой эффективностью гиперэкспрес�
сировать Т�кадгерин в HUVEC. Гиперэкспрес�
сию Т�кадгерина в трансдуцированных HUVEC
оценивали методом иммунофлуоресцентного
окрашивания и иммуноблоттинга с использова�
нием антител против Т�кадгерина человека. В
экспериментах использовали клетки HUVEC 2�
го пассажа, трансдуцированные вирусом, коди�
рующим кДНК Т�кадгерина человека (pAd�T�
cad) или контрольным вирусом (pAd). 

Подавление экспрессии Т�кадгерина в эндоте�
лиальных клетках методом siRNA с использовани�
ем лентивирусной трансдукции. Для подавления
экспрессии Т�кадгерина в HUVEC методом
siRNA использовали лентивирусный вектор
pSIH1�H1�СopGFP («System Bioscience», США),
предназначенный для экспрессии коротких

шпилечных РНК (shRNA, short hairpin RNA) и
несущий ген GFP в качестве маркера трансдук�
ции. Последовательность GGTGAGTGTCT�
TAGCATAT, расположенная в 3'�нетранслируе�
мой области мРНК Т�кадгерина человека и спо�
собная служить эффективной мишенью РНК�
интерференции, была отобрана при помощи
тест�системы ООО «Фирма Мона» (Россия).
Лентивирусная конструкция pSIH1�H1�СopGFP�
shRNA/T�cad, кодирующая шпилечную РНК,
направленную против мРНК Т�кадгерина (shRNA/
T�cad), была упакована в VSV�G («System
Bioscience») псевдотипированные лентивирус�
ные частицы и использована для заражения кле�
ток HUVEC. В качестве контрольной конструк�
ции использовали вектор pSIH1�H1�СopGFP�
shRNA/Luc, кодирующий shRNA против люци�
феразы (shRNA/Luc). Подавление экспрессии
Т�кадгерина подтверждали методом иммуноб�
лоттинга. Данные нормировали по содержанию
α�GAPDH в клетке.

Статистическая обработка результатов. Ста�
тистический анализ данных проводили с ис�
пользованием программы Statistica 6.0. Резуль�
таты на графиках представлены как среднее зна�
чение ± стандартная ошибка среднего. Разли�
чия считались достоверными при уровне значи�
мости меньше 0,05 (p < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Т�кадгерин влияет на проницаемость эндоте�
лиального монослоя. Для оценки влияния Т�кад�
герина на проницаемость эндотелия in vitro ис�
пользовали метод измерения проницаемости кле�
точного монослоя для молекул FITC�декстрана.
В HUVEC подавляли эндогенную экспрессию
Т�кадгерина методом siRNA. Лентивирусную
конструкцию, кодирующую shRNA против
мРНК Т�кадгерина (shRNA/T�cad), а также
контрольную конструкцию (shRNA/Luc), коди�
рующую shRNA против мРНК люциферазы,
упаковывали в псевдовирусные частицы, кото�
рыми трансдуцировали HUVEC. Подавление
экспрессии Т�кадгерина (как зрелой формы, Mr

95кДа, так и предшественника, Mr 130 кДа) че�
рез 72 ч подтверждали методом иммуноблоттин�
га. Экспрессия Т�кадгерина в HUVEC, трансду�
цированных контрольной конструкцией shRNA/
Luc, не изменялась по сравнению с нативными
HUVEC (рис. 1, а). После трансдукции HUVEC
культивировали до образования монослоя, за�
тем в верхнюю камеру ячеек трансвелл вносили
раствор FITC�декстрана. Каждые 60 мин из
нижней камеры отбирали аликвоту среды и из�
меряли интенсивность флуоресценции FITC.
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Через 2 ч проницаемость эндотелиального мо�
нослоя, в клетках которого экспрессия Т�кадге�
рина была подавлена (shRNA/T�cad), оказыва�
лась на 30% ниже, чем в контролях (shRNA/Luc
и контр.) (рис. 1, б). Достоверные различия в
проницаемости эндотелиального монослоя наб�
людались на протяжении всего эксперимента, и
через 4 ч разница составляла 40%.

Мы предположили, что возможным меха�
низмом снижения проницаемости эндотелиаль�
ного монослоя при подавлении экспрессии Т�
кадгерина является изменение экспрессии и/или
локализации белков, обеспечивающих прочную
межклеточную адгезию в эндотелиальных клет�
ках: VE�кадгерина и β�катенина, поскольку из�
вестно, что нарушение локализации этих белков
приводит к разрушению прочной межклеточной
адгезии и увеличению проницаемости эндоте�
лиального монослоя [16, 19].

Т�кадгерин изменяет экспрессию ββ�катенина,
но не VE�кадгерина. Для проверки этого предпо�
ложения мы использовали HUVEC, в которых с
помощью лентивирусной трансдукции подавля�
ли эндогенную экспрессию Т�кадгерина. Лока�

лизацию и уровень экспрессии VE�кадгерина и
β�катенина анализировали методом иммуноф�
луоресцентного окрашивания в сочетании с
конфокальной микроскопией (рис. 2, а, см.
цветную вклейку), а также методом иммуноб�
лоттинга. Полуколичественная оценка уровней
интенсивности флуоресценции показала (рис. 2,
а, б), что наблюдаются достоверные различия в
интенсивности окрашивания антителами к β�
катенину в контрольных (shRNA/Luc) и опыт�
ных клетках (shRNA/T�cad), что отражает уве�
личение содержания β�катенина в ядре и цитоп�
лазме клеток, экспрессия Т�кадгерина в кото�
рых была подавлена. Эти данные были подтве�
рждены методом иммуноблоттинга (рис. 2, в): в
лизатах, полученных из HUVEC, экспрессия Т�
кадгерина в которых была подавлена (shRNA/T�
cad), количество белка β�катенина было боль�
ше, чем в контрольных клетках (shRNA/Luc).
Данные были нормированы по количеству об�
щего белка. Таким образом, подавление экспрес�
сии Т�кадгерина (shRNA/T�cad) вызывает уве�
личение содержания β�катенина в HUVEC.

В то же время достоверных различий в уров�
не экспрессии и локализации VE�кадгерина в
контрольных HUVEC (shRNA/Luc) и в HUVEC
при подавлении экспрессии Т�кадгерина
(shRNA/T�cad) обнаружено не было, хотя при
полуколичественном анализе интенсивности
флуоресценции при окрашивании антителами
против VE�кадгерина отмечалась некоторая
тенденция к увеличению его содержания в зоне
адгезивных контактов (р > 0,05, данные не при�
ведены).

Т�кадгерин активирует GTPазы Rac1 и Cdc42,
но не влияет на активность RhoA. Известно, что
одним из возможных путей регуляции проница�
емости эндотелиального барьера является акти�
вация GTPаз Rho (RhoA, Rac1 и Cdc42), что, в
свою очередь, влияет на плотность межклеточ�
ных адгезивных контактов, состояние цитоске�
лета и активность акто�миозинового комплекса
[20, 21]. Поскольку были получены результаты,
свидетельствующие о влиянии Т�кадгерина на
проницаемость эндотелиального монослоя, мы
предположили, что Т�кадгерин может опосредо�
вать свое действие через активацию Rho GTPаз.
Для проверки этой гипотезы мы использовали
метод измерения SRE�активности, отражающей
активацию Rho GTPаз, а также оценивали уро�
вень активации Rho GTPаз, выделяя активные
формы Rho GTPаз. Экспрессию Т�кадгерина
подтверждали методом иммуноблоттинга, кото�
рый показал, что в контрольных клетках экспрес�
сия Т�кадгерина отсутствовала (рис. 3, а).

Для выявления Т�кадгеринопосредованной
активации SRE NIH3T3�клетки котрансфици�
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Рис. 1. Влияние Т�кадгерина на проницаемость эндотелия.
а – Анализ экспрессии Т�кадгерина в эндотелиальных
клетках методом иммуноблоттинга. 130 кДа – предшест�
венник Т�кадгерина, 95 кДа – зрелый Т�кадгерин; б – из�
мерение проницаемости монослоя эндотелиальных клеток
по интенсивности флуоресценции FITC�декстрана (FITC).
shRNA/T�cad – HUVEC, трансдуцированные лентивирус�
ной конструкцией, подавляющей экспрессию Т�кадгери�
на; shRNA/Luc – HUVEC, трансдуцированные контроль�
ной конструкцией. Контроль – не трансдуцированные
HUVEC, p < 0,001
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Т�КАДГЕРИН АКТИВИРУЕТ Rac1 и Cdc42

ровали плазмидами pcDNA3.1/T�cad, SRE.L и
pCMV�b�Gal (pcDNA3.1/T�cad на рис. 3, б);
контрольные клетки котрансфицировали плаз�
мидами pcDNA3.1, SRE.L и pCMV�b�Gal
(pcDNA3.1). Активация SRE при экспрессии Т�
кадгерина в клетках была сопоставима с поло�
жительным контролем (p114RhoGEF) (рис. 3, б);
при коэкспрессии плазмид, несущих гены Т�
кадгерина и p114RhoGEF наблюдался аддитив�
ный эффект, при котором степень активации
SRE была в 1,57 раз больше, чем при экспрессии
каждой из этих плазмид по отдельности. 

Как известно, на активность SRE влияют все
Rho�белки: RhoA, Rac1 и Cdc42 [21]. Для выяв�
ления роли Т�кадгерина в активации каждой из
этих GTPаз мы использовали плазмиды, несущие
доминантно�негативные конструкты, RhoN17,
RacN17 и Cdc42N19, специфически подавляю�
щие активность RhoA, Rac1 и Cdc42 соответ�
ственно. При коэкспрессии Т�кадгерина и
RacN17, а также Т�кадгерина и Cdc42N19 детек�
тировалось частичное подавление активации

SRE по сравнению с экспрессией только Т�кад�
герина. Однако при коэкспрессия плазмид, не�
сущих гены RhoN17 и Т�кадгерина, активация
SRE соответствовала уровню активации SRE при
экспрессии одного Т�кадгерина, и была сравни�
ма с положительным контролем (p114RhoGEF).

Таким образом, полученные данные позво�
ляют предположить, что экспрессия Т�кадгери�
на в NIH3T3 клетках опосредует активацию
SRE, что свидетельствует об участии Т�кадгери�
на во внутриклеточной сигнализации с участи�
ем Rho GTPаз, а также, что экспрессия Т�кадге�
рина вызывает активацию Rac1 и Cdc42, но не
влияет на RhoA�сигнальный путь.

Для дальнейшего доказательства специфич�
ности наблюдаемых эффектов Т�кадгерина на
активацию Rac1 и Cdc42 мы выделяли активные
формы Rho GTPаз, используя лизаты клеток
NIH3T3 после трансфекции плазмидой, содер�
жащей Т�кадгерин (pcDNA3.1/T�cad), или конт�
рольной плазмидой (pcDNA3.1) методом осаж�
дения с использованием сефарозы. В качестве
положительного контроля клетки трансфици�
ровали плазмидами, несущими гены постоянно
активных форм Rho GTPаз: RhoV12, RacV12 и
Cdc42V12. При выделении активных форм Rho
GTPаз было обнаружено (рис. 4), что экспрес�
сия Т�кадгерина активирует Rac1 и Cdc42 до
уровня, сопоставимого с положительным конт�
ролем (RacV12 и Cdc42V12) (рис. 4, а, б), в то
время как активации RhoA не наблюдается
(рис. 4, в). При этом общее содержание белков
Rac1, Cdc42 и RhoA при экспрессии Т�кадгери�
на в NIH3T3 клетках остается неизменным, что
подтверждается данными иммуноблоттинга.
Таким образом, полученные результаты позво�
ляют утверждать, что экспрессия Т�кадгерина в
NIH3T3�клетках вызывает активацию Rac1 и
Cdc42 GTPазы, но не влияет на активность RhoA.

Т�кадгерин фосфорилирует LIMK1 и влияет
на организацию микротрубочек в HUVEC. LIMK1
является важным элементом сигнальных путей с
участием Rho GTPаз, регулирующим организа�
цию микротрубочек и актинового цитоскелета и
влияющим на проницаемость эндотелиального
монослоя [22–24]. В эндотелиальных клетках
LIMK1 в неактивной форме колокализуется с
микротрубочками. При фосфорилировании (ак�
тивации) LIMK1 происходит диссоциация
комплекса LIMK1�микротрубочки, разборка
микротрубочек, формирование стресс�фиб�
рилл, что приводит к сокращению эндотелиаль�
ных клеток и увеличению проницаемости эндо�
телиального барьера [24].

Для того чтобы оценить влияние Т�кадгери�
на на активность LIMK1, использовали клетки
NIH3T3, котрансфицированные плазмидами
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Рис. 3. Т�кадгерин активирует SRE. а – Анализ экспрессии
Т�кадгерина методом иммуноблоттинга в NIH3T3 клетках,
трансфицированных плазмидой pcDNA3.1/T�cad и конт�
рольной плазмидой pcDNA3.1. б – Влияние гиперэкспрес�
сии Т�кадгерина в клетках NIH3T3 (pcDNA3.1/T�cad) на
активацию SRE и активность Rho GTPаз; положительный
контроль (p114RhoGEF), доминантно�негативные
конструкты RacN17, Cdc42N19 и RhoN17, р < 0,01
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pcDNA3.1/T�cad для экспрессии Т�кадгерина
(или pcDNA3.1 в контроле) и плазмидой myc�
LIMK1 для усиления экспрессии LIMK1�кина�
зы. Активность LIMK1 оценивали методом им�
муноблоттинга. Было обнаружено, что экспрес�
сия Т�кадгерина в NIH3T3�клетках приводит к
увеличению содержания фосфорилированной
формы LIMK1 в Т�кадгеринэкспрессирующих
клетках по сравнению с контрольными, в то
время как общее количество LIMK1, измерен�
ное по содержанию белка c�Myc, остается неиз�
менным (рис. 5, а, см. цветную вклейку).

Изучая влияние Т�кадгерина на микротру�
бочковый цитоскелет в HUVEC, использовали
две клеточные модели: для гиперэкспрессии Т�
кадгерина HUVEC трансфицировали плазми�
дой pcDNA3.1/T�cad, для подавления нативной
экспрессии Т�кадгерина использовали метод
siRNA короткими РНК олигонуклеотидами
(siRNA/T�cad). Подавление экспрессии Т�кад�
герина в HUVEC оценивали методом иммуноб�
лоттинга. Через 48 ч при использовании siRNA/
T�cad в дозировке 100 нМ наблюдалось практи�
чески полное подавление экспрессии Т�кадге�
рина, причем как зрелой формы (Mr 95 кДа), так
и его предшественника (Mr 130 кДа) (рис. 5, б). 

Влияние Т�кадгерина на микротрубочковый
цитоскелет в HUVEC оценивали методом имму�

нофлуоресцентного окрашивания микротрубо�
чек с использованием антител против α�тубули�
на. Для усиления нативной экспрессии Т�кадге�
рина HUVEC котрансфицировали плазмидами
pcDNA3.1/T�cad и pcDNA3.1/GFP. Интенсив�
ность окрашивания антителами к α�тубулину в
GFP�экспрессирующих HUVEC оценивали в
условиях временной трансфекции. Для подавле�
ния экспрессии Т�кадгерина HUVEC одновре�
менно трансфицировали плазмидой pcDNA3.1/
GFP и siRNA/T�cad в количестве 100 нМ. При
транзитной трансфекции культуры клеток мле�
копитающих в одну трансфицированную клетку
попадает сразу много молекул плазмидной ДНК –
вплоть до 100 000 штук. Поэтому в случае котра�
нсфекции смесью плазмид практически в лю�
бой трансфицированной клетке оказывается
смесь исходных плазмид, причем в той же про�
порции [28]. При анализе результатов иммуно�
флуоресцентного окрашивая HUVEC, получен�
ных с использованием конфокальной микрос�
копии, было обнаружено, что Т�кадгерин влия�
ет на организацию микротрубочек: гиперэк�
спрессия Т�кадгерина вызывает разборку мик�
ротрубочек, а подавление экспрессии Т�кадге�
рина вызывает противоположный эффект – по�
лимеризацию микротрубочек. На рис. 5, в, на
верхней панели представлен характерный пат�
терн окрашивания: в трансфицированной клетке
экспрессируется GFP (зеленая флуоресценция)
и гиперэкспрессируется Т�кадгерин, при этом
интенсивность окрашивания антителами на α�
тубулин (красная флуоресценция) и количество
микротрубочек в этой клетке меньше, чем в ок�
ружающих нетрансфицированных клетках. По�
луколичественный анализ интенсивности флуо�
ресценции с использованием программы Meta�
Morph показал, что при гиперэкспрессии Т�кад�
герина интенсивность окрашивания антитела�
ми к α�тубулину оказывалась достоверно ниже,
чем в контроле (рис. 5, г, слева, р < 0,05). На
нижней панели рис. 5, в представлены HUVEC,
в одной из которых экспрессия Т�кадгерина бы�
ла подавлена с использованием siRNA/T�cad
(зеленая флуоресценция GFP). Интенсивность
окрашивания антителами на α�тубулин (крас�
ная флуоресценция) и количество микротрубо�
чек в этой клетке больше, чем в окружающих
нетрансфицированных клетках. Полуколичест�
венный анализ интенсивности флуоресценции с
использованием программы MetaMorph пока�
зал, что при подавлении экспрессии Т�кадгери�
на интенсивность окрашивания антителами к
α�тубулину оказывалась достоверно выше, чем в
контроле (рис. 5, г, справа, р < 0,05).

Т�кадгерин влияет на сборку актиновых
стресс�фибрилл в HUVEC. Известно, что прони�
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Рис. 4. Выделение активных форм Rho GTPаз методом
осаждения с использованием Сефарозы. а – Rac1, б –
Cdc42, в – RhoA
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цаемость эндотелиального монослоя напрямую
зависит от состояния актинового цитоскелета –
полимеризация актиновых стресс�фибрилл вы�
зывает активацию акто�миозинового комплек�
са, клеточное сокращение, снижение прочности
межклеточных контактов и увеличение прони�
цаемости эндотелиального монослоя [24]. Для
оценки влияния Т�кадгерина на актиновый ци�
тоскелет в HUVEC Т�кадгерин гиперэкспресси�
ровали с помощью аденовирусной трансдукции
или подавляли экспрессию Т�кадгерина с ис�
пользованием лентивирусной трансдукции. Ме�
тодом иммунофлуоресцентного окрашивания с
использованием флуоресцентно�меченного фал�
лоидина, выявляющего филаменты актина, бы�
ло обнаружено, что гиперэкспрессия Т�кадгери�
на (pAd�T�cad) в HUVEC усиливает полимери�
зацию актина и формирование стресс�фибрилл
по сравнению с контрольными клетками (pAd)
(рис. 6, а, см. цветную вклейку), а подавление
экспрессии Т�кадгерина (shRNA/T�cad), наобо�
рот, уменьшает количество актиновых стресс�
фибрилл по сравнению с контролем (shRNA/
Luc) (рис 6, б). 

Таким образом, полученные данные свиде�
тельствуют о том, что экспрессия Т�кадгерина
влияет на проницаемость эндотелиального мо�
нослоя, при этом гиперэкспрессия Т�кадгерина
приводит к активации Rac1� и Cdc42�сигналь�
ных путей, фосфорилированию LIMK1�киназы,
деполимеризации микротрубочек и сборке ак�
тиновых стресс фибрилл, а подавление экспрес�
сии Т�кадгерина вызывает полимеризацию
микротрубочек, разборку актиновых стресс
фибрилл и снижение проницаемости эндотели�
ального монослоя.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Основной функцией эндотелиальных клеток
является обеспечение избирательной проницае�
мости сосудистой стенки, ограничивающей сво�
бодный обмен между кровью и окружающими
тканями. Известно, что вазоактивные вещества,
такие как тромбин и гистамин, вызывают увели�
чение проницаемости эндотелиального монос�
лоя, как in vivo, так и in vitro, за счет активации
внутриклеточной сигнализации с участием Rho
GTPаз, что приводит к формированию актино�
вых стресс�фибрилл, фосфорилированию легких
цепей миозина, активации акто�миозинового
сокращения в эндотелиальных клетках и наруше�
нию организации или функции плотных и адге�
зивных межклеточных контактов [16, 20, 21, 23].

В нашей работе для выяснения возможной
роли Т�кадгерина в регуляции барьерной функ�

ции эндотелия мы использовали метод siRNA, и
обнаружили, что подавление экспрессии Т�кад�
герина в HUVEC вызывает достоверное сниже�
ние проницаемости эндотелиального монослоя
in vitro. Мы предположили, что снижение про�
ницаемости эндотелиального монослоя при по�
давлении экспрессии Т�кадгерина в HUVEC
может быть связано с активацией внутриклеточ�
ной сигнализации с участием Rho GTPаз. Rho
GTPазы – сигнальные молекулы, регулирую�
щие многие процессы в клетке, такие как дина�
мические изменения цитоскелета, адгезия и
подвижность клеток, проницаемость эндотели�
ального барьера и целостность межклеточных
контактов, а также транскрипцию генов и про�
лиферацию клеток [22, 23]. Для проверки гипо�
тезы об участии Rho GTPаз в Т�кадгеринопос�
редованной сигнализации мы использовали
клеточную модель – линию фибробластов
NIH3T3, не экспрессирующую Т�кадгерин, и
измеряли активность SRE до и после экспрес�
сии Т�кадгерина в этих клетках. Поскольку из�
вестно, что при активации Rho�белков (RhoA,
Rac1 и Cdc42) в цитоплазме происходит актива�
ция SRE�комплекса в ядре [17], изменение
уровня активности SRE позволяет судить об ак�
тивации Rho GTPаз. Полученные данные сви�
детельствуют об активации SRE в клетках
NIH3T3 при экспрессии Т�кадгерина, что ука�
зывает на активацию Rho GTPаз. Для оценки
специфического влияния Т�кадгерина на актив�
ность каждой из Rho GTPаз мы выделяли актив�
ные формы Rac1, Cdc42 и RhoA и обнаружили,
что экспрессия Т�кадгерина в клетках NIH3T3
вызывает активацию Rac1 и Cdc42, но не влияет
на RhoA�сигнальный путь. Данные литературы
об участии Rac1, Cdc42 и RhoA в регуляции про�
ницаемости эндотелиального монослоя проти�
воречивы. С одной стороны, в ряде работ было
показано, что определенный уровень активнос�
ти Rac1 необходим для поддержания стабиль�
ной межклеточной адгезии, опосредованной
плотными и кадгеринсодержащими адгезивны�
ми контактами [23]. С другой стороны, извест�
но, что активация Rac1, хотя и предотвращает
сборку актиновых стресс фибрилл, но может
также вызывать нарушение межклеточной адге�
зии в монослое эндотелиальных клеток [19, 23].
Активация RhoA в эндотелиальных клетках вы�
зывает формирование актиновых стресс фиб�
рилл, акто�миозиновое сокращение и разборку
кадгериновых контактов [23]. Но в то же время,
есть данные, указывающие на то, что активации
RhoA с использованием бактериальных токси�
нов или постоянно активной формы RhoA
(RhoAV14) оказывается недостаточно для эф�
фективного разрушения межклеточных контак�
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тов, что свидетельствует о существовании до�
полнительных сигнальных путей, регулирую�
щих проницаемость эндотелия [24]. Относи�
тельно того, какую роль играет Cdc42 в регуля�
ции проницаемости эндотелиального барьера,
также нет ясности, хотя ряд данных литературы
указывает на то, что изменение активности
Cdc42 не влияет на барьерную функцию эндоте�
лия [23]. Возможно, что активация специфичес�
ких GTPаз и дальнейшая внутриклеточная сиг�
нализация зависит от типа клеток, условий экс�
перимента, от того, находятся ли клетки в состо�
янии плотного монослоя или в процессе форми�
рования новых контактов, а также от того, ана�
лизируются в эксперименте процессы клеточ�
ной адгезии или формирования межклеточных
контактов. Так, при адгезии HUVEC, гиперэк�
спрессирующих Т�кадгерин, на субстрате, со�
держащем рекомбинантный Т�кадгерин, проис�
ходит активация внутриклеточных сигнальных
путей с участием Rho/ROCK и Rac1 GTPаз, ко�
торые приводят к изменению организации ци�
тоскелета, клеточного фенотипа и откреплению
клеток от подложки [12]. В то же время в нашей
работе мы обнаружили, что экспрессия Т�кадге�
рина вызывает активацию Rac1 и Cdc42, но не
влияет на RhoA�сигнальный путь. 

Известно, что прочность эндотелиального
барьера напрямую зависит от состояния цитос�
келета эндотелиальных клеток: деполимериза�
ция микротрубочек сопровождается полимери�
зацией актина и формированием стресс�фиб�
рилл, что вызывает увеличение проницаемости
эндотелиального барьера [22, 23, 25–27]. В эн�
дотелиальных клетках существует общий меха�
низм регуляции полимеризации актина и депо�
лимеризации микротрубочек: серин�треонино�
вая киназа LIMK1 является важным связующим
звеном между Rho GTPазами, актиновым ци�
тоскелетом и микротрубочками [22–24]. LIMK1
в неактивной форме колокализуется с микрот�
рубочками. При фосфорилировании LIMK1,
которое приводит к ее активации, происходит
диссоциация комплекса LIMK1–микротрубоч�
ки, разборка микротрубочек, стабилизация ак�
тина и формирование стресс�фибрилл. Эти из�
менения в организации цитоскелета в эндотели�
альных клетках сопровождаются изменениями
клеточного фенотипа, клеточным сокращением
и увеличением проницаемости эндотелиального
барьера [25]. В настоящей работе, используя ли�
нейные клетки NIH3T3, мы впервые показали,
что экспрессия Т�кадгерина приводит к актива�
ции LIMK1. Эти результаты коррелируют с дан�
ными, полученными нами на HUVEC. При ги�
перэкспрессии Т�кадгерина в HUVEC усилива�
ется формирование актиновых стресс�фибрилл

и происходит деполимеризация микротрубочек,
а подавление экспрессии Т�кадгерина, наобо�
рот, вызывает, уменьшение количества актино�
вых стресс�фибрилл, увеличение полимериза�
ции микротрубочек и снижение проницаемости
эндотелиального монослоя. Результаты, полу�
ченные нами при изучении влияния экспрессии
Т�кадгерина на микротрубочки, актиновые
стресс�фибриллы и регуляцию проницаемости
эндотелия, согласуются с данными работ А. Ве�
рина c соавт., в которых было показано, что
прочность эндотелиального монослоя напря�
мую зависит от состояния микротрубочкового и
актинового цитоскелета эндотелиальных кле�
ток, что имеет важное физиологическое значе�
ние для функционирования сосудов [26, 27].

Для дальнейшего выявления механизмов
влияния Т�кадгерина на проницаемость эндоте�
лиального монослоя мы анализировали экспрес�
сию и локализацию белков, обеспечивающих
прочную межклеточную адгезию в эндотелиаль�
ных клетках – VE�кадгерина и β�катенина. Из�
вестно, что VE�кадгерин является специфич�
ным белком адгезивных контактов в эндотели�
альных клетках и через белковые взаимодей�
ствия с катенинами обеспечивает связь с акти�
новым цитоскелетом [16]. Разрушение VE�кад�
герин�β�катенинового комплекса за счет фос�
форилирования белков, входящих в состав
комплекса, или за счет нарушения их локализа�
ции в местах межклеточных контактов приводит
к нарушению межклеточной адгезии и увеличе�
нию проницаемости эндотелиального монослоя
[16, 19]. Полученные в настоящей работе ре�
зультаты свидетельствуют о том, что при подав�
лении экспрессии Т�кадгерина в HUVEC, кото�
рое сопровождается снижением проницаемости
эндотелиального монослоя для молекул FITC�
декстрана, наблюдается достоверное увеличе�
ние содержания белка β�катенина в ядре и ци�
топлазме клеток. Вероятно, при подавлении
экспрессии Т�кадгерина в эндотелиальных
клетках активируются пути внутриклеточной
сигнализации с участием β�катенина. Предпо�
ложение об участии β�катенина в Т�кадгерино�
посредованной сигнализации коррелирует с
данными, полученными в лаборатории под ру�
ководством доктора Резинк, и свидетельствую�
щими о том, что гиперэкспрессия Т�кадгерина,
хотя и не изменяет общее содержание β�катени�
на в эндотелиальных клетках, тем не менее
приводит к увеличению содержания активного
β�катенина и накоплению β�катенина в ядре,
где он взаимодействует с Lef/Tcf факторами
транскрипции и вызывает активацию экспрес�
сии генов, ответственных за пролиферацию кле�
ток и регуляцию клеточного цикла [13].
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Несмотря на изменение содержания β�кате�
нина в HUVEC при подавлении экспрессии Т�
кадгерина, мы не обнаружили достоверных раз�
личий в содержании и локализации VE�кадге�
рина. Возможно, что в плотной культуре эндоте�
лиальных клеток изменение проницаемости мо�
нослоя регулируется не за счет изменения лока�
лизации VE�кадгерина в зоне контактов на по�
верхности мембраны, а за счет изменения функ�
циональной активности этих контактов. Это
предположение подтверждается данными, по�
лученными при изучении влияния активации
Rho/Rac белков на локализацию и созревание
межклеточных контактов при формировании
эндотелиального и эпителиального монослоя
клеток [20]. Оказалось, что в отличие от Е�кад�
герина в эпителиальных клетках, Rho/Rac�бел�
ки не влияют на локализацию VE�кадгерина в
эндотелиальных клетках, хотя активация Rho/
Rac�белков вызывает перестройки цитоскелета.
В то же время нельзя исключить, что изменение
проницаемости эндотелиального монослоя при
подавлении экспрессии Т�кадгерина происхо�
дит за счет изменения организации плотных
контактов.

Таким образом, суммируя полученные в нас�
тоящей работе результаты на схеме (рис. 7, см.
цветную вклейку), можно сделать вывод о том,
что Т�кадгерин участвует в активации систем
внутриклеточной сигнализации. Гиперэкспрес�
сия Т�кадгерина активирует Rac1 и Cdc42
GTPазы, но не влияет на активность Rho, а так�
же усиливает фосфорилирование LIMK1 кина�
зы, которая вызывает перестройки актинового и
микротрубочкового цитоскелета, что, в свою
очередь, влияет на проницаемость эндотелиаль�
ного монослоя.
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T�CADHERIN ACTIVATES RAC1 
AND CDC42 AND CHANGES ENDOTHELIAL 

PERMEABILITY
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In the present study we show that plasmid expression of T�cadherin induces intracellular signaling in NIH3T3 fibrob�
lasts: activation of Rac1 and Cdc42 (р < 0.01), but not RhoA. We created adenovirus constructs for T�cadherin over�
expression in human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and lentivirus constructs for down�regulation of
endogenous T�cadherin expression in HUVEC. In HUVEC cells T�cadherin overexpression induced microtubule
disassembly and polymerization of actin stress fibers. Down�regulation of T�cadherin expression in HUVEC cells had
an opposite effect resulting in microtubule polymerization and actin stress fiber disassembly.

Key words: T�cadherin, Rho GTPases, endothelial cell permeability, microtubules, actin
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