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Карцинома кишечника – распространенное онкологическое заболевание, механизмы возникновения и
развития которого активно изучаются уже несколько десятилетий. Как показано ранее, в клетках карD
циномы кишечника происходит аберрантная активация канонического сигнального пути Wnt. В литераD
туре описана экспрессия лигандов, активирующих неканонические сигнальные пути в клетках этой опуD
холи. Не ясно, однако, какое значение в канцерогенезе и прогрессии карциномы кишечника играют неD
канонические пути Wnt. В данной работе исследована экспрессия “неканонического” лиганда hWnt11 в
клетках линии карциномы кишечника человека HT29 с целью выявить особенности активации неканоD
нического сигнального пути Wnt. Впервые показано, что экспрессия лиганда hWnt11 сопровождается
альтернативным сплайсингом. Обнаруженная изоформа, hWnt11sp3, не секретируется и лишена споD
собности ингибировать активацию канонического сигнального пути Wnt – характерного свойства полD
норазмерного лиганда hWnt11. Различные функциональные свойства лиганда hWnt11 и его сплайсDваD
рианта hWnt11sp3 в опухолевых клетках могут отражать особое значение альтернативного сплайсинга
в ходе канцерогенеза, так как аберрантная активность канонического сигнального пути Wnt характерна
для многих типов опухолевых клеток. Таким образом, при исследовании роли лигандов Wnt следует учиD
тывать возможность существования их изоформ, которые могут значительно различаться по функциоD
нальным характеристикам.

Ключевые слова: сигнальный путь Wnt, альтернативный сплайсинг hWnt11, линия клеток карциномы
кишечника, двойной люциферазный тест.

FUNCTIONAL PROPERTIES OF THE WNT11 NEW ISOFORM, EXPRESSED IN COLON CARCID
NOMA CELL LINE HT29, by A. V. Posvyatenko1*, K. V. Kulikova1, N. V. Gnuchev1, G. P. Georgiev1,
A. V. Kibardin1, 2, S. S. Larin1 (1Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334
Russia, *eDmail: posvyatenko@genebiology.ru; 2University of Oslo, Center for Medical Studies, Moscow,
119334 Russia). Colon carcinoma is a common type of neoplastic transformation. Mechanisms of its establishD
ment and progression have been studying for several decades. Aberrant activation of the canonical Wnt signaling
is frequently observed in colon carcinoma cells. Moreover, expression of the “noncanonical” Wnt ligands is also
detected in this type of cancer. However, the implication of the noncanonical Wnt signaling in carcinogenesis
and colorectal cancer (CRC) progression is still unclear. Here, to elucidate the characteristic features of the
noncanonical Wnt signaling activation in CRC the expression of the “noncanonical” ligand hWnt11 has been
studied. It was shown for the first time that expression of the hWnt11 in CRC is accompanied by the alternative
splicing. The new hWnt11 isoform (hWnt11sp3) has been identified. Unlike to hWnt11, this isoform is not seD
creted and lacks the ability to inhibit the canonical Wnt signaling. Considering the canonical Wnt signaling inD
hibiting activity of hWnt11, different functional properties of the ligand and its isoform may reflect a special role
of the alternative splicing in carcinogenesis and tumor progression. Thus, due to the difference in their functionD
al properties an existence of several Wnt isoforms should be taken into account for the investigation of the role
of Wnt ligands.
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Сигнальный путь Wnt – сигнальный каскад, иг8
рающий важную роль как в раннем эмбриональ8
ном развитии, так и в канцерогенезе [1, 2]. В совре8
менной литературе принято разделять сигнальный
каскад Wnt на канонический и неканонический
пути передачи сигнала. К каноническому относят
сигнальный путь, регулирующий активность тран8
скрипционных факторов семейства TCF/LEF
(Т8клеточный транскрипционный фактор/лим8
фоидный транскрипционный фактор). Ключевая
молекула канонического сигнального пути Wnt –
бета8катенин [3, 4]. В отсутствие активирующего
сигнала бета8катенин связывается с дестабилизи8
рующим комплексом белков, состоящим из APC
(adenomatous polyposis coli), Axin, GSK3b (glyco8
gen synthase kinase 3 beta) и CK1a (casein kinase 1 al8
pha), подвергается фосфорилированию и после8
дующей протеасомной деградации. Активация
канонического сигнального пути происходит при
связывании лигандов семейства Wnt с трансмем8
бранными рецепторами Fzd (Frizzled) и корецеп8
торами LRP5/6, что приводит к разрушению де8
стабилизирующего комплекса. В результате про8
исходит накопление бета8катенина и его
транслокация в клеточное ядро, где он может ре8
гулировать транскрипционную активность фак8
торов семейства TCF/LEF [5].

Молекулярные механизмы, в которых задей8
ствованы компоненты сигнального пути Wnt, так8
же могут оказывать влияние на реорганизацию ци8
тоскелета, клеточную подвижность и поляриза8
цию клеток независимо от транскрипционной
активности факторов семейства TCF/LEF. Такие
процессы относят к неканоническому сигнально8
му пути Wnt. Считается, что неканонический сиг8
нальный путь вызывает активацию малых GTPаз
Rac и Rho, кроме того описана возможность его
влияния на уровень внутриклеточного кальция
[6, 7]. 

Длительное время считалось, что неканониче8
ский сигнальный путь активируется отдельной
подгруппой “неканонических” Wnt8лигандов,
наиболее изучены из которых Wnt5a и Wnt11. Од8
нако в последнее время преобладает мнение, что
активация того или иного сигнального пути Wnt
предопределяется сочетанием всех экспрессируе8
мых клеткой белков (лигандов, рецепторов и ко8
рецепторов, регуляторных и эффекторных моле8
кул), а не только ограниченным кругом лигандов
Wnt и рецепторов Fzd [8, 9]. Из корецепторов се8
мейства Fzd наиболее изучен LRP5/6, но в акти8
вации неканонического сигнального пути функ8
ции корецептора могут выполнять атипичные ти8
розинкиназы Ryk и Ror1/2 [10–12]. Репертуар
экспрессируемых клеткой рецепторов определяет
выбор между каноническим и неканоническим
путем передачи сигнала, причем не исключена
такая их комбинация, при которой “неканониче8
ский” лиганд может активировать канонический

сигнальный путь [13]. Активация неканониче8
ского пути может сопровождаться ингибировани8
ем канонического сигнального пути Wnt. Ранее
нами выявлен один из механизмов, обеспечиваю8
щих активацию неканонического и одновремен8
ное подавление канонического сигнального пути
Wnt за счет активности протеинкиназы MAK8V,
которая задействована в процессе метастазирова8
ния [14, 15]. Кроме того, ингибирование кано8
нического сигнального пути Wnt при экспрессии
“неканонических” лигандов может происходить
благодаря конкуренции лигандов за рецепторы
[16]. 

Наличие транскриптов “неканонических” ли8
гандов Wnt показано в различных типах опухоле8
вых клеточных линий [17]. Роль “неканониче8
ских” лигандов сигнального пути Wnt в развитии
опухолевых заболеваний лучше всего изучена для
меланомы. В этом случае экспрессия “неканони8
ческого” лиганда Wnt5a ассоциирована с высоко
агрессивным опухолевым фенотипом [18–20],
проявление которого может являться, в том чис8
ле, и следствием функциональной активности
лиганда Wnt5a [21]. В большинстве случаев рака
кишечника детектируются генетические измене8
ния, затрагивающие сигнальный путь Wnt и приво8
дящие к неконтролируемой активации канониче8
ского сигнального пути Wnt [22, 23]. Данные об экс8
прессии “неканонических” лигандов в клеточных
линиях карциномы кишечника можно рассматри8
вать как косвенный признак активации неканони8
ческого сигнального пути [24]. Однако многие авто8
ры в своих исследованиях приходят к концепции
контекст8зависимой регуляции активности сиг8
нальных путей Wnt, в соответствии с которой для
активации сигнальных путей существенно сочета8
ние экспрессируемых клеткой белков. 

Wnt11 – лиганд, способный активировать не8
канонический сигнальный путь Wnt и ингибиро8
вать активность канонического сигнального пути
в раннем эмбриональном развитии. Цель данной
работы – исследование особенностей экспрессии
лиганда hWnt11 в клетках линии карциномы ки8
шечника HT29 и функциональных характеристик
изоформ этого лиганда. Обнаружено, что функ8
циональная активность лиганда в клетках линии
HT29 может существенно изменяться в результа8
те альтернативного сплайсинга. Обнаруженная
нами новая изоформа hWnt11sp3, экспрессирую8
щаяся в клетках линии HT29, в отличие от
hWnt11, не секретируется и не ингибирует кано8
нический сигнальный путь Wnt.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Культивирование эукариотических клеток,
трансфекция. В работе использованы клеточные
линии HT29, T84, CHO из Американской коллек8
ции культур клеток (American Type Culture Collec8
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tion, США) и Mel P [25, 26]. При культивирова8
нии клеточных линий HT29, T84 и CHO исполь8
зовали среду DMEM/F12, для SW480 – среду
L815, а для Mel P – среду RPMI81640. Указанные
среды применяли с добавлением 10%8ной эмбри8
ональной бычьей сыворотки, 2 мМ L8глутамина,
100 ед/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептоми8
цина. Все реагенты производства “HyClone”
(США).

Трансфекцию клеток проводили с использова8
нием реагента Unifectin 56, любезно предостав8
ленного к.х.н. Суровым А.Ю. (Институт биоорга8
нической химии им. Шемякина и Овчинникова
РАН, Москва), который применяли в соответ8
ствии с рекомендациями разработчика.

Обратная транскрипция, полимеразная цепная
реакция, секвенирование. РНК выделяли из кле8
ток карциномы кишечника или нормальной тка8
ни легкого человека по стандартному протоколу
[27]. Полимеразную цепную реакцию с обратной
транскрипцией (ОТ8ПЦР) проводили по стан8
дартному протоколу [27] c использованием двух
сочетаний праймеров AF+CR и BF+CR: AF
[5'8GTG AAG GAC TCG GAA CTC GT83'], BF
[5'8GGG AGT CGG CCT TCG TGT AT83'] и об8
щий 3'8праймер CR [5'8TCA CTT GCA GAC ATA
GCG CT83']. Использование праймеров AF+CR

предполагает амплификацию участка, соответ8
ствующего фрагменту последовательности кДНК
hWnt11 от 848 до 1181 н., пары BF+CR – от 372 до
1181 н. (рис. 1а). Последовательность мРНК
Wnt11 человека (№ BC113386 из NCBI GenBank)
использовали в качестве базовой для дизайна
праймеров и анализа полученных в работе фраг8
ментов ДНК. 

Фрагмент, белковый продукт экспрессии ко8
торого использовали для получения антител, ам8
плифицировали с помощью праймеров hvF1 [5'8
AAG GAT CCC AGG ATG TGG CTG CTG AC83']
и hvR1 [5'8AAG TCG ACT TAG GGG TTG TAG
CCA CGC C83']. Продукты ПЦР детектировали
электрофорезом в 1%8ном агарозном геле, содер8
жащем бромистый этидий, из которого амплифи8
цированные фрагменты вырезали и очищали с по8
мощью набора Genomed (“GENOMED GmbH”,
Германия). 

Секвенирование амплифицированных фраг8
ментов проводили с помощью набора реактивов
ABI PRISM® BigDye™ Terminator v. 3.1 (“Applied
Biosystems”, США) с последующим анализом
продуктов реакции на автоматическом секвена8
торе ДНК ABI PRISM 3730 (“Applied Biosystems”).

Молекулярное клонирование. Для создания
экспрессионных конструкций в работе использо8
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Рис. 1. Исследование экспрессии hWnt11 методом ОТ8ПЦР с применением двух пар праймеров. а – Схема структуры
кДНК hWnt11 с указанием положения праймеров AF, BF и CR (ex – номера экзонов). б, в – Экспрессия hWnt11 в клет8
ках линий карцином кишечника (HT29, T84, SW480) и в нормальной ткани легкого человека. Экспрессия hWnt11 про8
анализирована методом ОТ8ПЦР с применением двух пар праймеров, сконструированных к различным участкам
кДНК hWnt11 таким образом, что больший участок BF8CR (в) содержит меньший AF8CR (б). Стрелкой на рисунке от8
мечен ампликон, исследованный в работе (463 п.н.). г – Положительный контроль – результаты ОТ8ПЦР, проведен8
ной с применением праймеров к гену фермента глицеральдегид838фосфатдегидрогеназы (GAPDH). Отрицательный
контроль – без добавления обратной транскриптазы (для б, в и г).
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ваны плазмиды pcDNA5/FRT/TO (“Invitrogen
Corp.”, США), pGEX84T81 (“GE Healthcare”,
США) и pQE830 (“QIAGEN”, Германия). Моле8
кулярное клонирование осуществляли с приме8
нением эндонуклеаз рестрикции и фермента
ДНК8лигаза Т4 (“Fermentas”, Литва) по стандарт8
ной методике лигирования липких концов [27].

Получение антител против hWnt11. В качестве
антигена для наработки антител против белка
hWnt11 нами выбран участок Gln2318Pro320. Для
экспрессии участка белка, выбранного для имму8
низации, бактерии E. coli штамма XL10GOLD
трансформированы конструкцией, полученной
на базе вектора pGEX84T81 после встраивания
последовательности ДНК, кодирующей фраг8
мент белка hWnt11 Gln2318Pro320. Трансформи8
рованные бактерии растили на среде LB и инду8
цировали экспрессию белка по стандартному
протоколу [27]. 

Рекомбинантный белок, представляющий со8
бой фрагмент Gln2318Pro320 лиганда hWnt11,
слитый с ферментом глутатион8S8трансферазой,
выделяли из лизатов бактерий и очищали с ис8
пользованием глутатион8сефарозы: Glutatione
Sepharose 4 Fast Flow (“GE Healthcare”, Велико8
британия) – в соответствии с рекомендациями
производителя. Иммунизацию кроликов, реим8
мунизацию с применением адъюванта Фрейнда
(“Gibco”, США) и забор сыворотки проводили по
стандартной методике [28]. 

Для аффинной очистки антител из поликло8
нальной сыворотки получали химерный белок,
представляющий собой фрагмент лиганда hWnt11
Gln2318Pro320, c последовательностью из шести
гистидиновых остатков на N8конце (His6 – “ги8
стидиновый тэг”). Бактерии E. coli штамма
XL10GOLD, трансформированные конструкцией
на базе плазмиды pQE30, лизировали в соответ8
ствии с протоколом для денатурирующих усло8
вий. Наработанный белок очищали методом ме8
талл8хелатной хроматографии, используя суб8
страт Ni8NTA (“QIAGEN”) в соответствии с
протоколом производителя. Очищенный белок
подвергали диализу против буфера (10 мМ
NaH2PO4, 8 М мочевина, pH 8) и иммобилизова8
ли на агарозе, активированной триазином. Полу8
ченный сорбент последовательно инкубировали с
лизатом нетрансформированных бактерий, диа8
лизованным против того же буфера, а затем с сы8
вороткой. Антитела, специфически связавшиеся
с фрагментом лиганда hWnt11, элюировали с сор8
бента (0.1 М цитрата, 0.05% Tween, pH 2) и дово8
дили значение pH до 7. После добавления этилен8
гликоля (до 40% об./об.) антитела хранили при
температуре –20°С. 

Двойной люциферазный тест. Для проведения
двойного люциферазного теста клетки Mel P вы8
севали в 248луночный планшет, в количестве

1.5 × 105 клеток на лунку. Через 18–20 ч клетки
трансфицировали, используя плазмиду TOP8
FLASH (“Millipore”, США), плазмиду pRL8CMV
(“Promega”), вектор pCMV8hWnt3a, кодирующий ген
Wnt3a человека (№ NM_033131 в NCBI GenBank),
любезно предоставленный д.б.н. Коробко И.В. (Ин8
ститут биологии гена РАН), и конструкции, полу8
ченные для экспрессии исследуемых изоформ
белка. Через 72 ч после трансфекции клетки ли8
зировали и детектировали интенсивность биолю8
минесценции в клетках, используя набор реакти8
вов Dual8Luciferase Reporter Assay System
(“Promega”) и люминометр Glomax 20/20 Lumi8
nometer (“Promega”) в соответствии с рекоменда8
циями производителя. 

Хроматография на гепаринDсефарозе. Хромато8
графию на гепарин8сефарозе использовали для
концентрирования образцов, причем проводили
ее в малых объемах – инкубация без элюции. Ге8
парин8сефарозу CL86B (“GE Healthcare”) урав8
новешивали фосфатно8солевым буфером с низ8
ким содержанием соли (до 20 мМ NaCl). Исполь8
зовали клетки линии CHO, трансфицированные
экспрессионными конструкциями на базе плаз8
миды pcDNA5/FRT/TO или интактные клетки
линии HT29. Через 72 ч после трансфекции кле8
ток собирали кондиционную среду или лизирова8
ли клетки, используя фосфатный буфер с добав8
лением детергентов: 1% Triton X8100 (“Sigma”),
0.1% Nonidet840 (“Flucka”, Швейцария). Аликво8
ту среды или лизата объемом 1 мл центрифугиро8
вали 1 мин со скоростью 14000 об/мин, суперна8
тант инкубировали с 20 мкл 50%8ной гепарин8се8
фарозы при 4°С и постоянном перемешивании в
течение ночи. Хроматографию проводили в соот8
ветствии с протоколом производителя; вместо
элюции субстрат кипятили с равным объемом бу8
фера Лэммли для последующей детекции белков,
связавшихся с субстратом [29].

ГельDэлектрофорез в ПААГ и ВестернDблот анализ.
Электрофорез в 12.5%8ном ДДС8ПААГ проводили
согласно стандартной методике [29]. После перено8
са белков на PVDF8мембрану HYBOND8P (“GE
Healthcare”) блокировали неспецифическое связы8
вание, инкубируя мембрану в течение часа с блоки8
рующим буфером, содержащим 3%8ное обезжи8
ренное молоко. После этого мембрану инкубиро8
вали с первичными антителами кролика против
белка hWnt11, а затем со вторичными антителами
против иммуноглобулинов кролика, конъюгиро8
ванными с пероксидазой хрена (“GE Healthcare”).
Люминесценцию детектировали с помощью набо8
ра реагентов Immobilon Western (“Millipore”).
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В клеточных линиях карциномы кишечника 
человека обнаружена экспрессия 
сплайс�вариантов лиганда Wnt11

Сузуки (Suzuki) и соавторы [24], используя ме8
тод ОТ8ПЦР, обнаружили экспрессию различных
лигандов семейства Wnt в ряде клеточных линий
карциномы кишечника. В некоторых линиях
присутствовали транскрипты почти всех обнару8
женных лигандов. Возможно, наличие такого
большого разнообразия транскриптов лигандов
семейства Wnt есть следствие либо злокачествен8
ной трансформации клеток, либо того, что не все
транскрипты лигандов транслируются в полно8
функциональные белки. 

С целью исследовать особенности экспрессии
“неканонического” лиганда hWnt11 в клеточных
линиях карциномы кишечника человека HT29,
T84 и SW480 мы использовали метод ОТ8ПЦР с
двумя сочетаниями праймеров (рис. 1). 

Расчетная величина последовательности, ам8
плифицируемой при использовании пары прай8
меров AF+CR, составляет 263 п.н., а при исполь8
зовании пары BF+CR – 739 п.н. Амплифицируе8
мые фрагменты расположены относительно
праймера CR таким образом, что меньший входит
в состав большего. 

В качестве контроля использована кДНК из
нормальной ткани легкого человека. Обнаружено,
что при использовании пары праймеров AF+CR,
соответствующих 3'8области кДНК hWnt11, в тка8
ни легкого человека и в клеточных линиях HT29 и
T84 детектируется ПЦР8продукт, размер которого
соответствует расчетной величине – 263 п.н. (рис. 1б).
Полученные результаты позволяют сделать вывод
об экспрессии мРНК лиганда в данных клеточ8
ных линиях.

В то же время при использовании пары прай8
меров BF+CR обнаружены ПЦР8фрагменты раз8
личного размера (рис. 1в). Продукты ПЦР с ис8
пользованием кДНК из ткани нормального легко8
го человека представлены двумя ампликонами.
Размер большего ампликона соответствует расчет8
ной величине фрагмента, который должен ампли8
фицироваться с последовательности, кодирующей
hWnt11 (739 п.н.). Специфичность амплификации
подтверждена секвенированием очищенного фраг8
мента. 

Ампликоны меньшей величины, чем полно8
размерный hWnt11, присутствовали в качестве
продуктов ПЦР с кДНК из нормального легкого
человека, клеток линий HT29 и T84. 

В клетках линий карциномы кишечника при
этом не зарегистрирован ампликон, соответству8
ющий по размеру расчетной полноразмерной по8
следовательности. Для исследования особенно8
стей экспрессии лиганда hWnt11 в клетках линии

карциномы кишечника нами выбран ПЦР8фраг8
мент размером 463 п.н. – превалирующий продукт
по результатам электрофоретического анализа. 

В результате секвенирования выбранного
фрагмента установлено, что его нуклеотидная по8
следовательность в целом идентична кДНК
hWnt11, хотя несет делецию размером в 276 п.н.,
которая соответствует части последовательности
третьего и четвертого экзонов гена hWnt11. In silico
анализ показывает, что делеция не приводит к сдви8
гу рамки считывания. Нуклеотидная последова8
тельность выбранного для исследования фрагмента
депонирована в NCBI GenBank (№ JF800675) в ка8
честве сплайс8варианта hWnt11sp3. Размер пред8
полагаемого альтернативного белкового продук8
та соответствует 262 аминокислотным остаткам
(354 для полноразмерногоWnt11) и имеет предпо8
лагаемую молекулярную массу 29.5 кДа (39 кДа
для полноразмерного Wnt11).

Создание генно�инженерных конструкций 
и получение антител, необходимых

для проведения исследования

Чтобы исследовать свойства белкового про8
дукта сплайс8варианта hWnt11sp3, необходимо
было добиться его эффективной экспрессии в эу8
кариотических клетках и разработать способ его
детекции в клеточном лизате.

Для экспрессии белкового продукта hWnt11sp3
нами создана экспрессионная конструкция на ба8
зе плазмиды pcDNA5/FRT/TO и последователь8
ности, кодирующей сплайс8вариант. Для сравни8
тельного анализа свойств исследуемого сплайс8
варианта использовали конструкции на основе
той же плазмиды, содержащие последовательно8
сти, кодирующие полноразмерный лиганд и
фрагмент hWnt11, не содержащий С8концевой
участок после Cys283 (hWnt11ΔC). Вариант ли8
ганда семейства Wnt, лишенный С8концевого
участка, способен связываться со специфически8
ми рецепторами, но не имеет функциональной
активности и считается доминантно8негативной
формой лигандов семейства Wnt [30]. Ранее мето8
дом ОТ8ПЦР получили полноразмерный вариант
кДНК hWnt11, который использовали для ампли8
фикации участка последовательности, кодирую8
щей hWnt11ΔC. ПЦР8продукты очищали, секве8
нировали и клонировали в плазмиду pcDNA5/
FRT/TO (рис. 2а,б). 

Обычно исследование функций и паттерна
экспрессии нового белка проводят с использова8
нием специфических антител; в данном случае
нужны были антитела, специфически распознаю8
щие hWnt11. Нуклеотидную последовательность,
кодирующую участок лиганда, выбранный для им8
мунизации (Gln2318Pro320), клонировали в плаз8
миды pGEX84T81 и pQE830 для экспрессии в бак8
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териальной системе. Наработанные химерные
белки использовали для получения антител: белок,
слитый с глутатион8S8трансферазой (GST), – для
иммунизации кроликов; а белок, несущий 68ги8
стидиновый тэг (His6), – для аффинной очистки
антител из сыворотки (рис. 2в,г).

Проверку функциональности полученных
экспрессионных генетических конструкций на
базе pcDNA5/FRT/TO проводили по следующей
схеме: клетки линии СНО были транзиторно
трансфицированы, и наличие рекомбинантых
белков подтверждали методом Вестерн8блот ана8
лиза (рис. 2д). В клеточных лизатах транзиторно
трасфицированных клеток линии СНО зареги8
стрированы иммунореактивные полосы с моле8
кулярными массами, соответствующими расчет8
ным. На основании данных Вестерн8блот8анализа
мы сделали вывод, что в результате трансфекции в
клетках экспрессируются hWnt11, hWnt11sp3 и
hWnt11ΔC, и все эти формы hWnt11 распознаются
полученными антителами.

Белковый продукт сплайс�варианта hWnt11sp3 
не обладает способностью секретироваться

Лиганды семейства Wnt – секретируемые бел8
ки, действующие на клетки, которые их экспрес8
сируют, и на соседние с ними клетки. Белки Wnt
связываются с внеклеточным матриксом, в част8
ности с гепаран8сульфатом и гепарином. Это их
свойство используется для детекции малых кон8
центраций различных форм Wnt [31]. 

Способность белкового продукта сплайс8ва8
рианта hWnt11sp3 секретироваться оценивали,
определяя его наличие в кондиционной среде.
Транзиторно трансфицированные генетически8
ми конструкциями, кодирующими исследуемые
формы лиганда, клетки линии CHO культивиро8
вали 3 сут после чего кондиционную среду и кле8
точные лизаты инкубировали с гепарин8сефаро8
зой. Связывание белков с гепарин8сефарозой вы8
являли методом Вестерн8блот анализа (рис. 3а).
При инкубации гепарин8сефарозы с кондицион8
ной средой происходило связывание полнораз8
мерного и доминантно8негативного вариантов
hWnt11, что достоверно показано при иммун8
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Рис. 2. Создание генно8инженерных конструкций для экспрессии в бактериальной и эукариотической системе. а –
Схема экзонной структуры последовательностей, кодирующих полноразмерный лиганд hWnt11, изоформу hWnt11sp3
и доминантно8негативный вариант hWnt11ΔC. Обведенная пунктиром область соответствует последовательности, ко8
дирующей участок белка Gln2318Pro320, выбранный для получения антител. б – Схема основных элементов плазмид,
использованных в работе. Плазмиды pGEX4T1 и pQE30 использованы для экспрессии иммуногенного фрагмента в
бактериальной экспрессионной системе. Плазмида pcDNA5/FRT/TO использована для экспрессии исследуемых
форм лиганда hWnt11 в эукариотических клетках. Серым выделен полилинкерный участок (MCS), звездочка соответ8
ствует последовательности, кодирующей 6 гистидиновых остатков. в, г – Электрофорез в ДСН8ПААГ продуктов экс8
прессии иммуногенного фрагмента лиганда Wnt11 в бактериальной системе. Порядок нанесения: 1 – лизат неиндуци8
рованных бактерий; 2 – лизат бактерий, индуцированных ИПТГ; 3 – очищенный белок. Бактерии трансформированы
плазмидами pGEX4T18hv (в) и pQE308hv (г). д – Анализ функциональности экспрессионных конструкций, созданных
на базе pcDNA5/FRT/TO, и последовательностей, кодирующих hWnt11 (1), hWnt11sp3 (2) и hWnt11ΔC (3), методом
иммуноблотинга. В качестве отрицательного контроля использован лизат нетрансфицированных клеток (4).
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ноблотинге, в то время как новая изоформа
hWnt11sp3 в культуральной среде не обнаружена.
Следует отметить, что при инкубации гепарин8
сефарозы с лизатами трансфицированных клеток
зарегистрировано наличие всех трех изучаемых
белков во внутриклеточном компартменте. Это
значит, что в результате трансфекции экспресси8
ровались все формы белка и что белковый про8
дукт альтернативного сплайсинга hWnt11sp3, так8
же как доминантно8негативная и полноразмер8
ная формы hWnt11, связывается с гепарином.

Отсутствие сплайс8варианта в кондиционной
среде указывает на нарушение секреции этого
белкового продукта, что отличает его от полно8
размерного лиганда и позволяет предположить их
различия на функциональном уровне.

Сплайс�вариант hWnt11sp3 не ингибирует 
канонический сигнальный путь Wnt

Обычно в результате активации неканониче8
ских сигнальных путей Wnt происходит реорга8

низация цитоскелета, активация различных фер8
ментов: GTPаз, киназ, факторов транскрипции.
Одно из следствий активации неканонических
сигнальных путей Wnt – это ингибирование ка8
нонического сигнального пути. Именно эту ха8
рактеристику мы использовали в качестве крите8
рия функциональной активности исследуемых
форм лиганда.

Влияние экспрессии hWnt11, Wnt11ΔC и
hWnt11sp3 на активацию канонического сигналь8
ного пути детектировали, используя модельную
систему на основе двойного люциферазного теста
(рис. 3б). Клетки линии Mel P трансфицировали
плазмидой, кодирующей фермент люциферазу
светлячка (Photinus pyralis) “ф” под TCF8зависи8
мым промотором, и плазмидой, кодирующей лю8
циферазу морских кишечнополостных (Renilla
reniformis) “р”. Экспрессия люциферазы “ф” про8
исходит в ответ на активацию канонического сиг8
нального пути, так как его прямым следствием
является экспрессия генов, находящихся под
контролем TCF8зависимого промотора. Экспрес8
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Рис. 3. Свойства белкового продукта сплайс8варианта hWnt11sp3 отличаются от свойств полноразмерного лиганда
hWnt11 при исследовании в модельных системах. а – Вестерн8блот анализ связывания исследуемых форм белка hWnt11
с гепарин8сефарозой, которая проинкубирована или с лизатами клеток линии CHO, трансфицированными hWnt118,
hWnt11sp38 и Wnt11ΔC8кодирующими конструкциями (нижняя панель), или со средой, кондиционированной трансфи8
цированными клетками (верхняя панель). В качестве отрицательного контроля использованы нетрансфицированные
клетки линии CHO. б – Анализ влияния экспрессии разных изоформ лиганда hWnt11 на активацию канонического сиг8
нального пути методом двойного люциферазного теста. Клетки линии Mel P трансфицировали смесью плазмид, коди8
рующих люциферазу “ф” под регуляцией TCF8зависимого промотора и люциферазу “р” – для контроля уровня транс8
фекции. Трансфекция плазмидной ДНК, кодирующей лиганд hWnt3a, использована для активации канонического сиг8
нального пути. Воздействие на активность канонического сигнального пути Wnt проводили с использованием
котрансфекции конструкциями, кодирующими hWnt11 (третий столбец) и hWnt11sp3 (четвертый столбец). В качестве
контроля воздействия котрансфекции на модельную систему использована котрансфекция плазмидой
pcDNA5/FRT/TO без вставки.
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сия люциферазы “р” происходит независимо от
активации сигнальных путей Wnt и используется
для контроля уровня трансфекции и базальной
экспрессии. Активация канонического сигналь8
ного пути Wnt происходит в результате трансфек8
ции клеток модельной системы конструкцией,
кодирующей лиганд hWnt3а, и детектируется бла8
годаря увеличению уровня относительной био8
люминесценции. 

Воздействие на активацию сигнального пути
производили при помощи котрансфекции клеток
модельной системы конструкцией, кодирующей
лиганд hWnt3а, и генетическими конструкциями,
позволяющими экспрессировать hWnt11 и
hWnt11sp3. В качестве контроля влияния транс8
фекции на уровень относительной биолюминес8
ценции в активированной модельной системе ис8
пользовали трансфекцию векторной плазмидой
pcDNA5/FRT/TO без вставки. Установлено, что
предложенная модельная система чувствительна
к воздействию “неканоническим” лигандом
hWnt11: его экспрессия приводит к ингибирова8
нию канонического сигнального пути. Подавле8
ние канонического сигнального пути выражается
в понижении уровня экспрессии люциферазы
“ф”, находящейся под контролем TCF8зависимо8
го промотора. В то же время при экспрессии бел8
кового продукта сплайс8варианта hWnt11sp3 ин8
гибирования канонического сигнального пути
практически не происходит. 

Полученные данные свидетельствуют о том,
что белковый продукт hWnt11sp3 не обладает

функциональной активностью, характерной для
полноразмерного лиганда.

В клетках линии HT29 антителами против 
hWnt11 выявлен набор иммунореактивных полос 

различной молекулярной массы

В результате ОТ8ПЦР анализа РНК из клеток
линии HT29 установлено, что в этих клетках про8
исходит альтернативный сплайсинг “неканони8
ческого” лиганда hWnt11. Так как в результате
альтернативного сплайсинга может происходить
экспрессия нефункциональных форм лиганда,
мы исследовали, сопровождается ли альтернатив8
ный сплайсинг лиганда hWnt11 экспрессией бел8
ковых продуктов сплайс8вариантов в нативных
условиях. Чтобы выяснить, какие изоформы ли8
ганда hWnt11 экспрессируются клетками линии
карциномы кишечника HT29, нами проведен Ве8
стерн8блот анализ кондиционной среды и лизатов
клеток линии HT29 с использованием антител, по8
лученных к лиганду hWnt11 (рис. 4). Кондицион8
ную среду и клеточные лизаты инкубировали с ге8
парин8сефарозой, а затем связавшиеся белки де8
тектировали с помощью антител. В результате в
кондиционной среде обнаружена единственная
иммунореактивная полоса с молекулярной мас8
сой, соответствующей полноразмерному hWnt11.
При этом в клеточных лизатах наряду с полосой,
соответствующей полноразмерному лиганду, об8
наружен ряд иммунореактивных полос с меньши8
ми, чем у полноразмерного hWnt11, молекуляр8
ными массами.

Методом иммуноблотинга показано, что в
клетках линии карциномы кишечника HT29 экс8
прессируется не только полноразмерный лиганд
hWnt11, но и белковые продукты меньшей молеку8
лярной массы, которые могут быть результатом аль8
тернативного сплайсинга, происходящего в этих
клетках. Эти данные согласуются с присутствием в
клетках линии HT29 hWnt118транскриптов разного
размера, которые обнаружены ОТ8ПЦР8анализом,
на основании чего и была выдвинута гипотеза аль8
тернативного сплайсинга hWnt11.

Трансфицировав клетки CHO конструкциями,
кодирующими полноразмерный лиганд hWnt11 и
сплайс8вариант hWnt11sp3, мы показали, что
полноразмерный белок секретируется в культу8
ральную среду, тогда как белковый продукт аль8
тернативного сплайсинга лишен этой способно8
сти. В случае клеток HT29 наблюдается аналогич8
ная картина в отношении эндогенных белков:
полноразмерная форма лиганда секретируется, а
возможные изоформы меньшей молекулярной
массы детектируются только в лизатах. 

50 кДа

1 2

37 кДа

Рис. 4. Экспрессия лиганда hWnt11 клетками линии
карциномы кишечника HT29. Вестерн8блот анализ
связывания изоформ лиганда hWnt11 с гепарин8сефа8
розой, проинкубированой с кондиционной средой
(1) или лизатом клеток линии HT29 (2).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У больных раком кишечника часто выявляют
активацию канонического сигнального пути Wnt
[22, 23]. Экспрессия лигандов сигнального пути
Wnt в таком случае представляет собой дополни8
тельный фактор, влияющий на статус сигнально8
го пути. Известно, что лиганды неканонического
сигнального пути могут по8разному влиять на ка8
нонический сигнальный путь в зависимости от
паттерна экспрессирующихся рецепторов [13,
32]. Кроме того, “неканонические” лиганды по8
тенциально способны активировать механизмы,
влияющие на клеточную подвижность и таким
образом вносить вклад в формирование агрессив8
ного опухолевого фенотипа.

Альтернативный сплайсинг может приводить
к существенному изменению функциональных
свойств белковых продуктов одного и того же ге8
на. Так, например, различные изоформы цитоки8
нов иногда оказывают прямо противоположное
действие на активность регулируемого ими сиг8
нального пути [33, 34]. В случае сигнального пути
Wnt об экспрессии различных изоформ лигандов и
их функциональной активности известно чрезвы8
чайно мало. В представленной работе впервые на
молекулярном уровне показано существование
изоформ “неканонического” лиганда hWnt11. Об8
наруженная нами изоформа hWnt11sp3 по функ8
циональным характеристикам существенно отли8
чается от полноразмерного лиганда hWnt11. Во8
первых, hWnt11sp3 не секретируется и, таким об8
разом, не может действовать паракринно. Во8вто8
рых, эта изоформа не способна ингибировать ак8
тивацию сигнального пути Wnt каноничеcкими
лигандами. 

Неспособность изоформы hWnt11sp3 ингиби8
ровать канонический сигнальный путь Wnt свиде8
тельствует о том, что альтернативный сплайсинг
играет существенную роль в регуляции активности
сигнальных путей Wnt в клетках линии HT29.

Неконтролируемая активность канонического
сигнального пути Wnt считается одним из основ8
ных факторов, определяющих развитие карцино8
мы кишечника и используется в качестве мишени
в противоопухолевой терапии этого заболевания
[35, 36]. Результаты исследований экспрессии ли8
гандов сигнального пути Wnt в опухолевом разви8
тии указывают на вовлечение “неканонических”
лигандов в формирование опухолевых феноти8
пов. Однако, как правило, не учитывается воз8
можность существования различных изоформ
лигандов сигнального пути Wnt. Способность
”неканонических” лигандов ингибировать ак8
тивность канонического сигнального пути Wnt
ранее показана на множестве модельных систем.
В данной работе для исследования функциональ8
ной активности изоформ hWnt11 использована
модельная система на основе двойного люцифе8

разного теста. Результаты исследования подтвер8
ждают, что альтернативный сплайсинг лиганда
Wnt11 может оказывать влияние на активность
сигнального пути Wnt в опухолевых клетках. При
этом остается открытым следующий вопрос: экс8
прессия изоформ лиганда Wnt11 есть следствие
опухолевой трансформации клеток HT29, или
альтернативный сплайсинг представляет собой
механизм, который в норме используется для ре8
гуляции функциональной активности лигандов
сигнального каскада Wnt. Полученные результа8
ты свидетельствуют о том, что в исследованиях,
связанных с изучением лигандов Wnt, следует
учитывать существование их различных изоформ,
которые могут значительно различаться по своим
функциональным характеристикам. 

Авторы выражают свою признательность
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