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Проникновение бактерий в клетки эукариот определяется сложным взаимодействием бактериальных и
клеточных факторов. Являясь частью окружающей среды, условно"патогенные бактерии разработали раз"
личные механизмы взаимодействия с рецепторами клеточной поверхности, такими как Е"кадгерин, интег"
рины или рецептор эпидермального фактора роста, что позволяет бактериям активировать компоненты
сигнальных путей эукариотических клеток и способствует проникновению бактерий в клетки, их выжива"
нию и внутриклеточному размножению. Исследуя механизмы проникновения условно"патогенных бакте"
рий Serratia grimesii в культивируемые эукариотические клетки, мы ранее установили, что обработка клеток
N"ацетилцистеином (NAC) увеличивает инвазию S. grimesii, и этот эффект коррелирует с увеличением
экспрессии Е"кадгерина. Так как NAC регулирует экспрессию ROCK киназы и Src киназы, целью данной
работы было выявление участия этих компонентов сигналинга в инвазии S. grimesii. Результаты ингибитор"
ного анализа показали, что чувствительность культивируемых клеток разного происхождения к инвазии
бактериями S. grimesii значительно увеличивается после обработки клеток специфическим ингибитором
протеинкиназы ROCK Y"27632. С другой стороны, введение в клетки Rho"ингибирующей siRNA или инги"
битора Src киназы Src"I1 уменьшало инвазию. Изменения чувствительности клеток к бактериям, вызван"
ные ингибиторами, коррелируют с соответствующими изменениями в экспрессии Е"кадгерина, увеличива"
ющейся при ингибировании ROCK киназы и уменьшающейся при ингибировании Src киназы. Эти резуль"
таты демонстрируют участие протеинкиназ ROCK и Src в инвазии бактерий S. grimesii в эукариотические
клетки и позволяют предположить, что в инвазию S. grimesii вовлечены компоненты других сигнальных пу"
тей, активность которых, по"видимому, увеличивается при Y"27632"зависимом ингибировании ROCK ки"
назы.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: инвазия бактерий, Serratia grimesii, протеинкиназа ROCK, протеинкиназа Src, RhoA.
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Система передачи сигнала эукариотических
клеток состоит из многочисленных сигнальных
путей, которые позволяют клеткам распозна"
вать изменения в окружающей среде, переда"
вать внеклеточные сигналы в клетку и регулиро"
вать поведение и взаимодействия клеток. Буду"
чи частью клеточного микроокружения, пато"
генные и условно"патогенные внутриклеточные
бактерии разработали различные механизмы
для использования сигнальных путей эукарио"
тических клеток для проникновения в клетку"
хозяина, выживания и размножения в клетке
[1–5]. Для проникновения в эукариотические
клетки многие патогенные бактерии обладают

системами секреции, которые позволяют достав"
лять факторы вирулентности непосредственно
в цитоплазму клетки"хозяина, чтобы управлять
внутриклеточными процессами [6–9]. Напро"
тив, условно"патогенные бактерии используют
специфические поверхностные белки, которые
взаимодействуют с рецепторами клетки"хозяи"
на, такими как кадгерины [10, 11], интегрины
[12–14] или рецептор эпидермального фактора
роста [15, 16], что приводит к активации рецеп"
тор"опосредованных сигнальных каскадов и
проникновению бактерий в клетки. Подобные
механизмы могут быть использованы бактерия"
ми, инвазивная активность которых скрыта до
тех пор, пока они не контактируют с поврежден"
ными клетками или клетками пациента с ослаб"
ленным иммунитетом. Однако эти механизмы
еще недостаточно изучены.

ПРОТИВОПОЛОЖНЫЙ ЭФФЕКТ ИНГИБИТОРОВ 
ROCK И Src КИНАЗЫ НА ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ КЛЕТОК

ЭУКАРИОТ К ИНВАЗИИ БАКТЕРИЙ Serratia grimesii
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Грамотрицательные бактерии Serratia явля"
ются условно"патогенными бактериями, спо"
собными вызывать внутрибольничные инфек"
ции или инфекции у пациентов с ослабленным
иммунитетом [17, 18]. Ранее мы обнаружили,
что бактерии S. grimesii, синтезирующие термо"
лизиноподобную металлопротеиназу гримели"
зин, специфически расщепляющую актин, мо"
гут проникать в эукариотические клетки. Оказа"
лось, также, что после трансформации плазми"
дой, несущей ген гримелизина, неинвазивные
E. coli приобретают инвазивную активность [19,
20]. Мы также показали, что чувствительность
клеток HeLa к инвазии S. grimesii и рекомбинан"
тными E. coli, трансформированными плазми"
дой, несущей ген гримелизина, усиливалась при
обработке клеток антиоксидантом N"ацетил"
цистеин (NAC) [20]. Этот эффект коррелировал
с повышением экспрессии Е"кадгерина [20, 21],
трансмембранного белка, синтез которого уве"
личивается под воздействием N"ацетилцистеи"
на [22]. С другой стороны, известно, что Е"кад"
герин участвует в интернализации бактерий
Listeria monocytogenes [10]. Такая корреляция
указывает на то, что повышенная чувствитель"
ность клеток к S. grimesii может быть вызвана не"
посредственным влиянием NAC на экспрессию
гена Е"кадгерина. Однако известно, что NAC
также регулирует экспрессию других компонен"
тов сигнальных путей, включая Rho/ROCK про"
теинкиназу [23] и Src протеинкиназу [22, 24],
что, в свою очередь, может влиять на экспрес"
сию E"кадгерина. Поэтому в настоящей работе мы
использовали специфические ингибиторы ROCK
и Src протеинкиназ, чтобы выяснить, участвуют
ли эти протеинкиназы в проникновении S. gri�
mesii в клетки эукариот и сопровождается ли этот
процесс регуляцией экспрессии Е"кадгерина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Культуры клеток, штаммы бактерий и условия
культивирования. Клетки эпителиоидной карци"
номы шейки матки человека M"HeLa клон 11,
клетки колоректальной аденокарциномы чело"
века CaCo"2, эмбриональные фибробласты мыши,
трансформированные вирусом SV40 (3T3"SV40)
и мезенхимные стволовые клетки человека
SC5"MSC были получены из «Коллекции куль"
тур клеток позвоночных» (Институт цитологии
РАН, Санкт"Петербург, Россия). Клетки линии
HeLa"RhoA, экспрессирующие RhoA, были лю"
безно предоставлена доктором Т. Адамом
(Charite, Берлин, Германия). Клетки M"HeLa и
HeLa"RhoA культивировали на среде αМЕМ
(«Биолот», Россия), содержащей 10% (v/v) эм"

бриональной бычьей сыворотки («Thermo Fisher
Scientific Inc.», США) и 1% (v/v) NEAA (non"
essential amino acids) («Sigma"Aldrich», Герма"
ния) без антибиотика при 37 °С в атмосфере 5%
CO2 до достижения 70–80% монослоя. Клетки
CaCo"2 и 3T3"SV40 культивировали в среде
DMEM («Биолот», Россия), а клетки SC5"MSC –
в среде αМЕМ («Биолот», Россия), содержащих
10% эмбриональной бычьей сыворотки без ан"
тибиотика, при 37 °С в атмосфере 5% CO2 до
достижения 70–80% монослоя.

Бактерии Serratia grimesii 30063 были получе"
ны из «Немецкой коллекции микроорганизмов
и клеточных культур» (DSMZ). Рекомбинан"
тные E. coli SCS1, экспрессирующие гримели"
зин, были получены, как описано ранее [25].
Бактерии выращивали на питательном бульоне
LB («Sigma"Aldrich», Германия), содержащем 1%"
ный пептон, 0,5% дрожжевого экстракта и 1%
NaCl (pH 7,0) при 37 °С с аэрацией в течение
времени, необходимого для появления в их
экстрактах актин"гидролизующей активности.
Затем суспензию бактерий в ростовой среде
осаждали на центрифуге MiniSpin («Eppendorf»,
Германия) при 13 000 об/мин в течение 10 мин.
Осадок ресуспендировали в среде DМЕМ («Би"
олот», Россия) без сыворотки.

Ингибиторный анализ. Чтобы ингибировать
сигнальный путь Rho/ROCK, исследуемые клет"
ки в стандартной среде предварительно обраба"
тывали Y"27632 («Sigma"Aldrich», Германия) в
течение 30 мин при указанных концентрациях,
используя в качестве исходного раствора 10 мМ
раствор Y"27632 в диметисульфоксиде (ДМСО)
(«Sigma"Aldrich», Германия). Для ингибирова"
ния Src киназы клетки предварительно обраба"
тывали в течение 30 мин 10 мкМ Src"I1 (ингиби"
тор киназы Src"1), («Sigma"Aldrich», Германия),
из расчета 1 мкл 10 мМ раствора Src"I1 в ДМСО
на 1 мл культуральной среды. Чтобы исключить
влияние ДМСО, содержащегося в растворах ин"
гибиторов, к контрольным клеткам добавляли
эквивалентное количество ДМСО. Затем кле"
точную среду заменяли средой DMEM без сыво"
ротки и проводили эксперименты по иммунофлуо"
ресценции и количественный анализ инвазии.

Количественный анализ инвазии. Эффектив"
ность инвазии S. grimesii и E. coli SCS1 оценива"
ли с помощью гентамицинового метода (gen"
tamicin protection assay) [26] с небольшими изме"
нениями [20]. Бактерии S. grimesii в среде
DMEM без сыворотки добавляли к клеткам в
количестве не менее 100 бактерий на клетку. Об"
щее количество бактерий определяли по интен"
сивности поглощения суспензии при длине вол"
ны 600 нм. Клетки с бактериями инкубировали
в атмосфере 5% СО2 при 37 °С в течение 2 ч. Для



ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ROCK И Src КИНАЗЫ НА ИНВАЗИЮ БАКТЕРИЙ

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  6  2019

851

определения количества внутриклеточных бак"
терий (инвазии) клетки промывали 1 мл раство"
ра трипсин"ЭДТА («Sigma"Aldrich», Германия),
добавляли среду DMEM, содержащую гентами"
цин (50 мкг/мл), и инкубировали в течение 2 ч
при 37 °С с качанием, чтобы уничтожить вне"
клеточные бактерии. Затем клетки лизировали
дезоксихолатом натрия («Sigma"Aldrich», Герма"
ния), для чего к 400 мкл суспензии клеток добав"
ляли 200 мкл 4,5%"ного раствора дезоксихолата
натрия. Лизат, объемом 100 мкл, быстро титро"
вали холодной средой LB до нужной концентра"
ции и высевали по 100 мкл на чашки с LB"агаром
для подсчета колониеобразующих единиц (КОЕ).
Результаты представляют собой среднее значе"
ние КОЕ из трех независимых экспериментов. Зна"
чения выражены как среднее ± S.D. Различия
считались значительными на уровне р < 0,05.

Флуоресцентная микроскопия. Контрольные
и инфицированные клетки в PBS фиксировали
3,7%"ным параформальдегидом («Sigma"Aldrich»,
Германия) в PBS в течение 10 мин при комнат"
ной температуре, три раза промывали PBS, об"
рабатывали 0,1%"ным раствором Тритона X"100
в PBS в течение 5 мин и промывали PBS. Для ви"
зуализации Ф"актина клетки окрашивали рода"
мин"фаллоидином («Sigma"Aldrich», Германия)
в течение 15 мин при 37 °С в темноте и промы"
вали PBS. Затем клетки окрашивали DAPI
(«Sigma"Aldrich», Германия), 1 : 2000, в течение
5 мин для визуализации клеточных ядер и бакте"
рий, промывали PBS и заключали в монтажную
среду. Образцы анализировали с использованием
конфокального инвертированного микроскопа
Leica SP5 TCS («Leica», Германия).

ПЦР@анализ. Экспрессию гена Е"кадгерина
анализировали с помощью полуколичественной
ОТ"ПЦР. Общую РНК экстрагировали из клеточ"
ных лизатов с использованием набора PowerLy"
zer RNA Isolation («MO BIO», США). Концент"
рацию РНК измеряли с помощью спектрофото"
мера. кДНК получали с помощью обратной
транскрипции, выполненной с использованием
набора First Strand cDNA Synthesis Kit («Thermo
Fisher Scientific Inc.», США). Реакцию проводи"
ли согласно инструкциям производителя с до"
бавлением oligo(dT) праймеров («Евроген», Рос"
сия). Ген"специфические пары праймеров были
созданы с использованием программного обес"
печения BLAST"primer. Праймеры для Е"кадге"
рина: прямой 5'"CTGAGAACGAGGANAACG"3'
и обратный 5'"TTCACATCCAGCACATCC"3'.
Праймеры для GAPDH: прямой 5'"TGCACCA"
CCAACTGCTTAGC"3', и обратный 5'"GGCAT"
GGACTGTGGTCATGAG"3'.

ПЦР реакции были оптимизированы следу"
ющим образом: первичное плавление при 94 °C

3 мин, 45 циклов амплификации (денатурация 1 мин
при 94 °C, отжиг 1 мин при 60 °C для GAPDH и
64 °С для Е"кадгерина, элонгация 1 мин при 72 °С),
и финальная достройка цепи 10 мин при 72 °C.
Продукты амплификации разделяли в 1,5%"ном
геле и визуализировали с помощью окраски бро"
мистым этидием («Sigma"Aldrich», Германия). Для
определения молекулярного веса продуктов, по"
лученных с помощью ПЦР, использовали стан"
дартный маркер молекулярного веса DNA"Lad"
der 100 bp («Thermo Fisher Scientific Inc.», США).

Трансфекция клеток препаратами siRNA.
siRNA, направленная против RhoA человека, и
контрольная siRNA, содержащая случайную
нуклеотидную последовательность, были полу"
чены из фирмы Santa Cruz (США). Трансфек"
цию клеток M"HeLa этими siRNA проводили с
использованием реагента трансфекции siRNA
(«Santa Cruz», США), в соответствии с инструк"
циями производителя. Эффективность РНК"ин"
терференции (RNAi) была проверена Вестерн"
блотт анализом. Клетки собирали и лизировали
детергент"содержащим буфером для лизиса кле"
ток RIPA (25 мM Tris"HCl pH 7,6, 150 мM NaCl,
1% NP"40, 1% дезоксихолат натрия, 0,1% SDS)
(«Thermo Fisher Scientific Inc.», США). Концент"
рацию белка в лизате определяли с помощью ре"
актива Брэдфорда («Bio"Rad», США). 10 мкг
белка наносили на дорожку SDS"электрофореза
и после окончания электрофореза переносили
на PVDF"мембрану для выявления Е"кадгерина
Вестерн"блоттингом. Контролем нагрузки слу"
жил β"актин и GAPDH.

Вестерн@блоттинг. Клеточные экстракты фрак"
ционировали с помощью SDS"электрофореза и
переносили на мембрану из поливинилиден"
дифторида (PVDF) в соответствии с протокола"
ми производителя («Bio"Rad», США). После ин"
кубации с 5%"ным обезжиренным молоком в
TBST"буфере (10 мМ Tris"HCl, рН 8,0, 150 мМ
NaCl, 0,5% (v/v) Твин 20) в течение 60 мин
мембрану промывали один раз TBST"буфером и
инкубировали с антителами против RhoA
(«Santa Cruz», США), (1 : 1000) или Е"кадгерина
(«Santa Cruz», США), (1 : 1000) и β"актина
(«Abcam», США), (1 : 5000) или GAPDH («Abcam»,
США), (1 : 5000) при 4 °C в течение 12 ч. Затем
мембраны промывали 3 раза по 10 мин и инку"
бировали 2 ч со вторыми антителами, специ"
фичными к IgG мыши или IgG кролика, конью"
гированными с пероксидазой хрена (1 : 3000).
Мембраны трижды промывали TBST"буфером и
проявляли с помощью системы реагентов для
выявления результатов Вестерн"блоттинга
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate («Thermo
Fisher Scientific Inc.», США) в соответствии с
протоколами производителя.
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Статистический анализ. Статистический ана"
лиз полученных данных проводили с помощью
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA)
с пакетом анализа данных Excel. Различия счи"
тались достоверными на уровне р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Ингибирование активности ROCK киназы уве@
личивает инвазию S. grimesii. Чтобы выяснить,
участвует ли Rho/ROCK киназа в проникнове"
нии S. grimesii в эукариотические клетки, мы
сначала использовали конфокальную флуорес"
центную микроскопию для визуализации внут"
риклеточных бактерий в клетках М"HeLa, пред"
варительно обработанных специфическим ин"
гибитором ROCK киназы Y"27632. Контроль"
ные клетки M"HeLa (рис. 1, а) и клетки, обрабо"
танные 10 мкМ Y"27632 (рис. 1, б) в течение
30 мин, инфицировали бактериями S. grimesii,
как описано в разделе «Методы исследования».
Сравнение контрольных клеток (рис. 1, а) и кле"
ток, обработанных Y"27632 (рис. 1, б) показыва"
ет, что ингибитор вызывал значительную раз"

борку актинового цитоскелета с небольшими
островками Ф"актина, оставшимися в цито"
плазме, и остроконечными актин"содержащи"
ми филоподии"подобными протрузиями, обра"
зовавшимися на периферии клетки. Многочис"
ленные бактерии были расположены вдоль
протрузий и между протрузиями, а также интер"
нализованы в клетках, что указывает на то, что
инкубация клеток с Y"27632, предшествующая
заражению клеток бактериями, существенно
повышает чувствительность клеток М"HeLa к
инвазии. Чтобы оценить этот эффект количе"
ственно, инвазия бактерий в клетки М"HeLa, об"
работанные ингибитором ROCK киназы Y"27632
в диапазоне 1–20 мкМ, была определена с по"
мощью гентамицинового метода [26].

Как показано на рис. 2, а, 5–20 мкМ Y"27632
увеличивали восприимчивость клеток M"HeLa
к проникновению S. grimesii дозо"зависимым
образом, с максимальным увеличением инвазии
после инкубации клеток с 10 мкМ Y"27632.
Дальнейшее увеличение концентрации ингиби"
тора приводило к уменьшению чувствительнос"
ти клеток к бактериям, что может быть связано с
дозо"зависимым влиянием Y"27632 на форми"

Рис. 1. Влияние ингибирования ROCK киназы и Src киназы на чувствительность клеток M"HeLa к инвазии бактериями
S. grimesii, по данным флуоресцентной конфокальной микроскопии. Клетки M"HeLa, выращенные на покровных стеклах (а),
предварительно инкубировали с 10 мкМ Y"27632 (б) или 10 мкМ Src"I1 (в) и инфицировали бактериями S. grimesii, как
описано в Материалах и Методах. Ф"актин окрашивали родамин"фаллоидином (красный); ядра и бактерии окрашивали
DAPI (синий). Внутриклеточные бактерии отмечены стрелами. В нижнем ряду рисунка (г, д, е) показаны увеличенные
изображения, соответствующие выделенным участкам изображений верхнего ряда рисунка (а, б, в).
С цветным вариантом рис. 1 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/



ВЛИЯНИЕ ИНГИБИТОРОВ ROCK И Src КИНАЗЫ НА ИНВАЗИЮ БАКТЕРИЙ

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  6  2019

853

рование клеточных выростов и перестройки ци"
тоскелета [27, 28], которые играют существен"
ную роль в бактериальной инвазии. В частнос"
ти, было показано, что повышение концентра"
ции Y"27632 над оптимальной приводит к раз"
борке кортикального цитоскелета [27]. Когда
клетки вступают в контакт с бактериями, этот
процесс может уменьшить инвазию бактерий.

Инкубация клеток с 10 мкМ Y"27632 приво"
дила также к 2–3"кратному увеличению инва"
зии в клетки CaCo"2 и 3T3"SV40, а также в клет"
ки линии HeLa"RhoA, содержащей ~20% RhoA"
трансфицированных клеток HeLa (рис. 2, б).
Кроме того, подобный эффект наблюдался, ког"
да эти клетки были инфицированы рекомби"
нантными E. coli SCS1, трансформированными

Рис. 2. Количественная оценка влияния ингибирования ROCK киназы на чувствительность клеток к инвазии бактерия"
ми S. grimesii. а – Влияние концентрации ингибитора Y"27632 на инвазию бактерий S. grimesii в клетки M"HeLa. б – Вли"
яние 10 мкМ Y"27632 на инвазию S. grimesii в клетки M"HeLa, HeLa"RhoA, CaCo"2 и 3T3"SV40. в – Влияние 10 мкМ
Y"27632 на инвазию бактерий E. coli SCS1, трансформированных геном гримелизина, в клетки M"HeLa, HeLa"RhoA,
CaCo"2 и SC5"MSC. Контроль – необработанные клетки, ROCK(") – клетки, предварительно инкубированные с 10 мкМ
Y"27632, как описано в «Методах исследования». Результаты представляют собой среднее значение КОЕ из трех незави"
симых экспериментов. Значения выражены как среднее ± S.D. Различия считались значительными на уровне р < 0,05.
г – Влияние ингибирования RhoA на чувствительность клеток M"HeLa к инвазии бактериями S. grimesii. Клетки M"HeLa,
выращенные на покровных стеклах, инкубировали с siRNA, направленной против RhoA, до того, как они были инфици"
рованы S. grimesii. Контроль – клетки трансфицированы siRNA, содержащей случайную нуклеотидную последователь"
ность. Представлены результаты количественной оценки влияния ингибирования siRNA на чувствительность клеток
M"HeLa к бактериальной инвазии. Значения выражены как среднее ± S.D. Различия считались значительными на уровне
р < 0,05. На врезках показаны результаты ингибирования RhoA по данным Вестерн"блот анализа и иммунофлуоресцен"
ции. Вестерн"блот анализ (верхняя врезка) – клетки M"HeLa, необработанные (дорожка 1) или трансфицированные
siRNA, направленной против RhoA (дорожка 2). β"актин служил контролем нагрузки. Иммунофлуоресцентный анализ
(нижняя врезка) – клетки M"HeLa, выращенные на покровных стеклах, инкубировали с siRNA, направленной против
RhoA, и инфицировали бактериями S. grimesii. Внутриклеточные бактерии S. grimesii показаны стрелками. Ф"актин окра"
шивали родамин"фаллоидином (красный); ядра и бактерии окрашивали DAPI (синий).
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/
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плазмидой, несущей ген гримелизина, фактора
вирулентности S. grimesii [25] (рис. 2, в). Так как
влияние ингибитора Y"27632 на инвазию бакте"
рий во все исследованные клетки оказалось
одинаковым, в дальнейших экспериментах бы"
ли использованы только клетки линии M"HeLa.

Поскольку активность ROCK киназы зави"
сит от RhoA [29], другим способом ингибирова"
ния ROCK киназы может быть ингибирование
активности RhoA. Чтобы проверить это предпо"
ложение, мы ингибировали RhoA путем предва"
рительной инкубации клеток M"HeLa с siRNA,
направленной против RhoA. Контролем служи"
ли клетки M"HeLa, трансфицированные конт"
рольной siRNA, содержащей случайную нуклео"
тидную последовательность. По данным флуо"
ресцентной микроскопии, изменения морфоло"
гии клеток M"HeLa и цитоскелета, вызванные
введением siRNA, ингибирующей экспрессию
RhoA, были сходны с изменениями, вызванны"
ми действием специфического ингибитора
ROCK киназы Y"27632. Введение siRNA приво"
дило к округлению клеток, разборке актинового
цитоскелета в цитоплазме и образованию прот"
рузий на периферии клеток (рис. 2, г). Однако в
отличие от результатов действия Y"27632, в
клетках, обработанных анти"RhoA"siRNA, ко"
личество внутриклеточных бактерий было низ"
ким (рис. 2, г). Количественная оценка этого
эффекта показала, что ингибирование RhoA
уменьшило инвазию бактерий S. grimesii в клет"
ки M"HeLa в 2 раза (рис. 2, г), что указывает на
независимое от RhoA влияние ROCK киназы на
чувствительность клеток к инвазии бактериями.

Ингибирование активности Src киназы умень@
шает инвазию S. grimesii. Аналогично эффекту,
полученному в результате действия Y"27632, об"
работка клеток HeLa ингибитором Src киназы
Src"I1 (рис. 1, в) вызывала разборку актинового
цитоскелета в центральной части клеток и пере"
стройку актиновых структур на периферии.
Кроме того, наблюдалась локализация бактерий
на поверхности протрузий. Однако, в отличие от
эффекта, вызываемого Y"27632, предваритель"
ная обработка клеток ингибитором Src"I1 при"
водила к значительному уменьшению количе"
ства внутриклеточных бактерий (рис. 1, в). Как
видно на рис. 3, а, инкубация клеток с ингиби"
тором Src"I1 уменьшала эффективность инва"
зии бактерий S. grimesii в клетки M"HeLa, HeLa"
RhoA и CaCo"2 в 5–6 раз, а в клетки 3T3"SV40 –
примерно в 2 раза.

Ингибирование инвазии наблюдалось и тог"
да, когда клетки предварительно инкубировали
со смесью ингибиторов Y"27632 и Src"I1, а затем
инфицировали бактериями (рис. 3, б). Совмест"
ное действие двух ингибиторов было лишь не"

сколько меньше, чем действие Src"I1. Эти ре"
зультаты указывают на то, что при ингибирова"
нии Srс киназы Y"27632"зависимое ингибирова"
ние ROCK практически не увеличивает уровень
инвазии. Эти данные могут быть полезны в экс"
периментах, направленных на понимание меха"
низма активации инвазии бактерий S. grimesii
ингибитором Y"27632.

Ингибирование активности ROCK и Src по@раз@
ному влияет на экспрессию и накопление E@кадге@
рина. Увеличение инвазии S. grimesii в клетки

Рис. 3. Количественная оценка влияния ингибирования
Src киназы и Src/ROCK киназ на чувствительность клеток
к инвазии бактериями S. grimesii. а – Клетки инкубировали
с 10 мкМ Src"I1 до того, как они были инфицированы S. gri�
mesii. Контроль – необработанные клетки, Src(") – клетки,
инкубированные с 10 мкМ Src"I1 перед заражением. б – Клет"
ки инкубировали с Y"27632 и Src(") ингибитором до того,
как они были инфицированы S. grimesii. Контроль – необ"
работанные клетки, ROCK("), Src(") – клетки, инкубиро"
ванные со смесью 10 мкМ Src"I1 и 10 мкМ Y"27632 до за"
ражения. Результаты представляют собой среднее значе"
ние КОЕ из трех независимых экспериментов. Значения
выражены как среднее ± S.D. Различия считались значи"
тельными на уровне р < 0,05
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HeLa и CaCo"2 коррелирует с повышенной
экспрессией Е"кадгерина [21, 22]. С другой сто"
роны, недавние исследования показали, что как
активация ROCK [30, 31], так и ее ингибирова"
ние [32] могут вызывать значительные измене"
ния в экспрессии генов. Показано также, что
повышенная экспрессия и/или повышенная ак"
тивность Src [33], а также ингибирование Src [34]
вызывают изменения в экспрессии многочис"
ленных генов. Поэтому мы использовали полу"
количественный ОТ"ПЦР и Вестерн"блоттинг,
чтобы выяснить, может ли обработка клеток
M"HeLa ингибиторами Y"27632 или Src"I1 вли"
ять на экспрессию E"кадгерина. Изменение экс"
прессии Е"кадгерина наблюдали через 4 ч после
обработки клеток ингибиторами. На рис. 4, а
показано, что инкубация клеток M"HeLa с 10 мкМ
Y"27632 в течение 30 мин приводила к ~5"крат"
ному увеличению экспрессии гена Е"кадгерина.
Напротив, аналогичная инкубация клеток M"HeLA
с 10 мкМ Src"I1 уменьшала экспрессию гена
Е"кадгерина примерно в 5 раз (рис. 4, а). В соот"
ветствии с этими результатами, вестерн"блоттинг
показал увеличение и уменьшение количества
E"кадгерина, вызванное ингибиторами Y"27632
и Src"I1 соответственно (рис. 4, б). Эти результа"
ты хорошо коррелируют с приведенными выше
данными о влиянии ингибирования Y"27632 и
Src"I1 на инвазию S. grimesii. Для того, чтобы оп"
ределить влияние введения анти"RhoA"siRNA на
уровень экспрессии и количество Е"кадгерина,
необходимы дополнительные эксперименты, так

как известно, что это влияние зависит от мно"
жества клеточных факторов, в том числе, типа
клеток и состояния цитоскелета [35–37].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Инвазия эукариотических клеток условно"
патогенными бактериями активируется контак"
том поверхностных белков бактерий с рецепто"
рами клетки"хозяина, такими как E"кадгерин,
интегрин или рецептор эпидермального факто"
ра роста [10, 12, 13, 16]. Изучая инвазию услов"
но"патогенных бактерий S. grimesii в эукариоти"
ческие клетки, мы показали, что индуцирован"
ное N"ацетилцистеином увеличение чувстви"
тельности этих клеток к инвазии коррелирует с
увеличением экспрессии E"кадгерина [20, 21].
Кроме того, была обнаружена колокализация
S. grimesii с Е"кадгерином клеток 3T3 и 3T3"SV40,
что указывает на возможное участие Е"кадгери"
на в инвазии S. grimesii в эукариотические клет"
ки [38]. Результаты настоящей работы подтверж"
дают это предположение, показывая, что инги"
бирование ROCK" или Src"ассоциированных
сигнальных путей сильно влияет на чувствитель"
ность клетки"хозяина к проникновению S. grimesii,
и эти эффекты коррелируют с соответствующи"
ми изменениями экспрессии Е"кадгерина. При
этом ингибирование Src подавляло как инвазию,
так и экспрессию Е"кадгерина, тогда как инги"
бирование ROCK усиливало как инвазию, так и

Рис. 4. Влияние ингибирования ROCK киназы и Src киназы на экспрессию и накопление E"кадгерина. Уровень экспрес"
сии E"кадгерина определяли полуколичественной ОТ"ПЦР (а) и тестировали с помощью Вестерн"блот анализа (б). 1 – Конт"
роль (необработанные клетки M"HeLa), 2 – клетки M"HeLa обрабатывали 10 мкМ Y"27632, 3 – клетки M"HeLa обраба"
тывали 10 мкМ Src"I1. Изменение экспрессии Е"кадгерина наблюдали через 4 ч, после обработки клеток ингибиторами.
Результаты ПЦР"анализа представляют собой среднее значение из трех независимых экспериментов. Значения выраже"
ны как среднее ± S.D. Различия считались значительными на уровне р < 0,05. На врезках представлены данные ОТ"
ПЦР электрофореза (а) и Вестерн"блот анализа (б), GAPDH служил в качестве внутреннего контроля
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экспрессию Е"кадгерина. Эти изменения были
одинаковыми для всех исследованных клеток, а
также для двух видов бактерий, S. grimesii и ре"
комбинантных E. coli SCS1, использованных в
наших экспериментах.

Контакт бактерий с рецептором клеточной
поверхности инициирует процесс интернализа"
ции бактерий, включающий активацию сиг"
нальных каскадов и перестройки цитоскелета.
Src"киназа является одним из ключевых регуля"
торов этого процесса. Показано, что при интер"
нализации Listeria monocytogenes, индуцирован"
ной взаимодействием интерналина InlA c E"кад"
герином, Src киназа фосфорилирует кортактин,
который необходим для активации комплекса
Arp2/3 и полимеризации актина [39]. Интерна"
лизация листерии включает также Src"опосре"
дованное фосфорилирование тирозиновых ос"
татков E"кадгерина [40]. Показано также, что
протеинкиназы Src семейства участвуют в опос"
редованной интегрином интернализации Staphy�
lococcus aureus [12], Yersinia pseudotuberculosis [13]
и уропатогенной Escherichia coli [41]. Активация
Src протеинкиназы была также выявлена при
инвазии Escherichia coli K1 в клетки микрососу"
дистого эндотелия мозга человека, которая со"
провождалась перестройками цитоскелета. Как
инвазия E. coli, так и индуцированная E. coli пе"
рестройка актиновых филаментов блокирова"
лись ингибиторами Src [42]. Исходя из этих дан"
ных, мы предполагаем, что Src киназа не только
влияет на экспрессию гена E"кадгерина, но и
участвует в регуляции перестроек цитоскелета,
необходимых для интернализации S. grimesii. Та"
ким же образом ингибирование инвазии S. grime�
sii, вызванное введением в клетки анти"RhoA"
siRNA, может быть связано с отсутствием RhoA"
зависимых перестроек цитоскелета. Поскольку
RhoA является активатором ROCK киназы [29],
уменьшение инвазии бактерий S. grimesii после
введения в клетки анти"RhoA"siRNA, можно
также объяснить тем, что при ингибировании
синтеза RhoA ROCK киназа не активируется.

С другой стороны, увеличение инвазии S. gri�
mesii в результате обработки клеток ингибито"
ром ROCK Y27632 оказалось весьма неожидан"
ным. ROCK играет важную роль в регуляции пе"
рестроек актомиозинового цитоскелета, активи"
рованных RhoA, таких как образование стресс"
фибрилл, подвижность клеток, сокращение и
адгезия [43, 44], и ингибирование ROCK часто
приводит к ингибированию бактериальной ин"
вазии [45, 46]. Вместе с тем, показано, что инги"

бирование активности ROCK с помощью Y"27632
увеличивало вирулентность Listeria monocyto�
genes при инвазии этих бактерий в мышиные
фибробласты и гепатоциты [23] и усиление ин"
вазии Yersinia enterocolitica в клетки HeLa [47].
При этом Y"27632"зависимое ингибирование
ROCK увеличивало никотин"зависимую инва"
зию E. coli К1 в клетки микрососудистого эндо"
телия мозга человека, по"видимому, в результате
перестроек актинового цитоскелета и морфоло"
гических изменений, индуцированных никотин"
зависимым активированием PI3 киназы [45].
Предполагается, что ингибирование ROCK уве"
личивало интернализацию Yersinia, способствуя
повышению активности Rac1 [47]. Было также
показано влияние ингибирования ROCK на уве"
личение экспрессии кадгерина и некоторых
специфических компонентов адгезии и подвиж"
ности нормальных и раковых клеток [31, 48, 49].
Поэтому необходимы дальнейшие исследова"
ния, чтобы выяснить, участвуют ли эти или дру"
гие компоненты сигнальных путей в увеличении
эффективности инвазии S. grimesii в ответ на ин"
гибирование ROCK киназы с помощью Y"27632.

Таким образом, проведенный нами ингиби"
торный анализ выявил участие протеинкиназ
Src и ROCK в проникновении условно"патоген"
ных бактерий Serratia grimesii в эукариотические
клетки. Результаты нашей работы показали, что
ингибирование Src киназы с помощью Src"I1 при"
водит к уменьшению инвазии бактерий и экспрес"
сии E"кадгерина. Инвазия бактерий уменьша"
лась также при ингибировании синтеза RhoA,
активатора ROCK киназы, с помощью анти"
RhoA"siRNA. Напротив, ингибирование ROCK
киназы с помощью Y"27632 усиливало инвазию
и экспрессию E"кадгерина. Полученные резуль"
таты указывают на то, что в инвазии S. grimesii
наряду с Src" и ROCK"опосредованными сиг"
нальными путями участвуют компоненты дру"
гих сигнальных путей, активность которых, по"
видимому, увеличивается при Y"27632"зависи"
мом ингибировании ROCK киназы.
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Internalization of bacteria into eukaryotic cells is determined by a sophisticated interaction of bacterial and host cell fac"
tors. Being a part of cell environment, opportunistic intracellular bacteria developed various mechanisms to interact with
cell surface receptors such as E"cadherin, integrins or the epidermal growth factor receptor, to activate components of sig"
naling pathways of eukaryotic cells and promote their own uptake, survival, and intracellular replication. Studying the
mechanisms that promote penetration of opportunistic bacteria Serratia grimesii into cultured eukaryotic cells, we have
previously shown that pre"treatment of cells with N"acetylcysteine (NAC) increases Serratia invasion, and this effect cor"
relates with an increased E"cadherin expression. As NAC is known to regulate both ROCK kinase and Src kinase expres"
sion, the aim of our work was to reveal participation of these signaling components in S. grimesii invasion. Here we demon"
strate that Y"27632, a specific inhibitor of Rho"associated protein kinase (ROCK), significantly enhanced invasion of cul"
tured eukaryotic cells by opportunistic bacteria S. grimesii. On the other hand, invasion of the same cells by S. grimesii was
inhibited with siRNA directed against RhoA or with the Src kinase inhibitor Src"I1. The inhibitor effects correlated with
the corresponding changes in expression of E"cadherin gene, up"regulated by the ROCK inhibition and down"regulated
by the Src inhibition. These results demonstrate participation of Src and ROCK protein kinases in invasion of eukaryotic
cells by opportunistic pathogen S. grimesii and suggest that additional signaling pathways are involved in the S. grimesii
uptake. Activity of these pathways appears to be increasing with the Y"27632"dependent inhibition of ROCK kinase.
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