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Дослідження внутрішньоклітинних шляхів транспортування proHB-EGF, а також його 
ліганд-рецепторних комплексів, вимагає створення новітніх підходів та моделей, зокрема, із за-
стосуванням флуоресцентних технік. З метою створення моделі для вивчення функцій proHB-EGF 
було одержано генетичну конструкцію pEGFP-N1-proHB-EGF, що кодує протеїн proHB-EGF-EGFP–
proHB-EGF, злитий з посиленим зеленим флуоресцентним протеїном EGFP на цитоплазматично-
му кінці молекули. Шляхом трансфекції pEGFP-N1-proHB-EGF одержано евкаріотичні клітини 
ліній Vero, які експресували на поверхні злитий протеїн proHB-EGF-EGFP. Експресований у клітинах 
Vero proHB-EGF-EGFP зв’язував нетоксичне флуоресцентне похідне рецепторної субодиниці В 
дифтерійного токсину mCherry-SubB. Після стимуляції трансфекованих клітин ТРА (12-0-тетра-
деканоїлфорбол-13-ацетат), proHB-EGF-EGFP утворював флуоресцентно-мічений С-термінальний 
фрагмент молекули – CTF-EGFP. Отже, одержана генетична конструкція pEGFP-N1-proHB-EGF 
дозволяє візуалізувати молекули proHB-EGF та CTF у клітинах. Це відкриває нові можливості для 
дослідження їхніх функцій, зокрема рецепторної функції proHB-EGF при зв’язуванні з молекулою 
дифтерійного токсину, досліджень внутрішньоклітинних шляхів транспортування CTF та пошуку 
природних лігандів для proHB-EGF. 

К л ю ч о в і  с л о в а: гепаринзв’язувальний EGF-подібний фактор росту (HB-EGF), дифтерійний ток-
син, В-субодиниця дифтерійного токсину, С-термінальний фрагмент (CTF).

Г епаринзв’язувальний фактор росту, що 
подібний до епідермального факто-
ру росту HB-EGF (від англ.: Heparin-

Binding Epidermal growth factor-like Growth 
Factor) – трансмембранний глікопротеїн, який 
синтезується багатьма типами клітин, про-
те вперше був виявлений в культуральному 
середовищі клітин гістоцитарної лімфоми лю-
дини U937 [1]. Подібно до інших епідермальних 
факторів росту, HB-EGF синтезується як транс-
мембранний попередник. Трансмембранна 
форма HB-EGF (proHB-EGF) складається з 
про-, гепаринзв’язувального, EGF-подібного, 
юкстамембранного, трансмембранного та цито-
плазматичного доменів. рroHB-EGF злущується 
з клітинної поверхні під дією поверхневих ма-
триксних протеїназ, що призводить до утворен-
ня розчинної форми HB-EGF – sHB-EGF (від 
англ.: Soluble Heparin-Binding Epidermal growth 
factor-like Growth Factor). sHB-EGF є потужним 
мітогеном та хемоатрактантом для багатьох 

типів клітин [2]. Трансмембранна та розчин-
на форми HB-EGF виконують свої біологічні 
функції через взаємодію з EGF рецепторами 1 
(EGFR, HER-1) та 4 (HER-4), які є регуляторами 
проліферації, ангіогенезу, міграції та метастазу-
вання [3].

Розщеплення молекули proHB-EGF 
продукує не лише зовнішньоклітинний 
фрагмент – sHB-EGF, а й залишковий 
внутрішньоклітинний фрагмент CTF (від англ.: 
C-Terminal Fragment). За даними літератури, 
CTF разом із трансмембранним доменом 
транспортується ретроградним шляхом до 
ядра клітини [4]. Ядерний CTF взаємодіє з 
транскрипційними репресорами генів циклінів, 
що забезпечує так званий сигнал дерепресії. Вод
ночас, sHB-EGF взаємодіє з EGFR та через Ras-
MAPK сигнальні каскади сприяє прогресуван-
ню G1-фази клітинного циклу шляхом регуляції 
експресії цикліну D1, c-Myc та ін. Дерепресійний 
вплив HB-EGF-CTF та трансактиваційний 
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EGFR-опосередкований вплив sHB-EGF 
в поєднанні регулюють клітинний цикл у 
відповідь на зовнішньоклітинні чинники [5].

Особливістю proHB-EGF, що відрізняє його 
від інших факторів росту, є здатність формувати 
комплекси з іншими мембранними протеїнами. 
Так, proHB-EGF формує комплекс із CD9, CD44, 
CD63, CD81, CD82, α3β1 інтегринами, антиапоп-
тозним протеїном BAG-1, металопротеїназами 
типу ADAM (ADAM – A Disintegrin And 
Metalloproteinase) та мембранно-асоційованими 
гепарансульфат протеогліканами. Той факт, 
що комплекс локалізується в ділянках 
міжклітинних контактів, підтверджує думку, що 
HB-EGF відіграє важливу роль в міжклітинних 
взаємодіях [6]. Важливо відзначити, що взаємодія 
з гепарином перешкоджає протеолітичному про-
цесингу proHB-EGF, тим самим пригнічуючи 
ріст клітин. Дослідження даного аспекту 
відкриває можливості контролювати баланс між 
юкстакринним, паракринним та автокринним 
механізмом дії фактора на клітини.

Слід зазначити, що proHB-EGF та sHB-
EGF також мають здатність взаємодіяти з 
дифтерійним токсином (ДТ) – основним фак-
тором патогенності збудника Corynebacterium 
diphtheriae. Саме proHB-EGF виступає в ролі 
рецептора до ДТ, опосередковуючи проникнен-
ня та реалізацію його токсичних властивостей 
всередині клітини [7]. У структурі ДТ виділяють 
дві субодиниці: рецепторзв’язувальну – В (від 
англ.: binding) та ензиматичноактивну – А (від 
англ.: active). В-субодиниця складається з двох 
доменів: R, який безпосередньо відповідає за 
зв’язування з рецептором, та Т, за рахунок яко-
го відбувається транслокація А-субодиниці до 
цитозолю клітини, де і виявляється її ензима-
тична активність шляхом АDP-рибозилювання 
евкаріотичного фактора елонгації-2 (eEF-2), що 
призводить до припинення протеїнового синте-
зу та загибелі клітини [8]. Рецепторна функція 
proHB-EGF є ще однією причиною інтенсивного 
дослідження біологічної активності даного 
протеїну та його ролі у механізмах патогенезу 
дифтерії.  

З огляду на поліфункціональність молекули 
proHB-EGF виникає необхідність створення но-
вих інструментів для дослідження детальніших 
молекулярних механізмів його функціонування. 
Тому нами запропоновано новий підхід для 
дослідження молекулярних механізмів реа

лізації біологічної активності трансмембранної 
форми proHB-EGF людини шляхом створення 
його флуоресцентного міченого похідного. Та-
кий підхід надав би можливість досліджувати 
не лише особливості реалізації рецепторної 
функції proHB-EGF після зв’язування із молеку-
лою ДТ, а і вивчали його участь у процесах кон-
тактного інгібування росту клітин у культурі та 
особливості внутрішньоклітинного транспор-
тування CTF під час інтенсивної проліферації 
клітин.

Метою даної роботи було одержання флуо
ресцентного похідного трансмембранної фор-
ми proHB-EGF людини шляхом об’єднання 
нуклеотидної послідовності proHB-EGF із нук
леотидною послідовністю посиленого зеленого 
флуоресцентного протеїну (EGFP) як моделі для 
вивчення молекулярних механізмів реалізації 
біологічної активності трансмембранної 
форми proHB-EGF людини, а також його 
С-термінального фрагмента CTF. 

Матеріали і методи

Матеріали та обладнання. У роботі були 
використані такі реактиви: культуральне сере-
довище RPMI-1640 із L-глутаміном, фетальна 
сироватка великої рогатої худоби, пеніцилін, 
стрептоміцин, амфотерицин (антимікотик), 
праймери, імідазол, поживне середовище LB, 
диметилформамід (ДМФА), MgCl2, полімераза 
Taq, вільна від нуклеаз вода, ендонуклеази 
рестрикції ВаmHI, XhoI, ДНК-лігаза Т4, лужна 
фосфатаза креветки, набір для виділення ДНК, 
ізопропіл-β-D-тіогалактопіранозид  (IPTG), 
протеїнові маркери молекулярної маси в 
діапазоні від 10 до 180 кДа, ДНК-маркери 
молекулярної маси в діапазоні від 100 до 
10 000 п.н. (Fermentas, Литва), дезоксирибонук
леотидтрифосфати (dNTPs) (Amersham, США), 
Lipofectamine LTX (Invitrogen, США).

Ультразвуковий дезінтегратор Labsonic М 
(Sartorius, Німеччина), електроблоттер Hoefer 
ТЕ77 (Amersham, США), електропоратор 
Eppendorf 2510 (Eppendorf, Німеччина).

У дослідженнях використовували черво-
ний флуоресцентний протеїн mCherry та флуо-
ресцентне похідне рекомбінантної субодиниці В 
дифтерійного токсину (mCherry-SubB), які 
одержували зі створених нами раніше штамів-
продуцентів [9]. Експресію та виділення 
рекомбінантних протеїнів проводили згідно з 

експериментальні роботи
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протоколами та рекомендаціями, описаними у 
роботі [9]. 

Культивування клітин евкаріот. Клітинна 
культура нирки зеленої мавпи Vero була от-
римана з банку клітинних ліній Інституту 
експериментальної патології, онкології та 
радіобіології ім. Р. Є. Кавецького НАН України. 
Клітини культивували у стандартних умовах у 
культуральному середовищі RPMI-1640 з дода-
ванням 5–10% сироватки ембріонів телят за 5%‑ї 
концентрації СО2 в атмосфері.

Одержання генетичної конструкції 
pEGFP-N1-proHB-EGF. Джерелом нуклеотидної 
послідовності ділянки гена, що кодує proHB-
EGF людини, була кДНК, яку отримували із 
клітин гістоцитарної лімфоми людини U937. За 
допомогою ПЛР із використанням специфічної 
пари праймерів було одержано нуклеотидну 
послідовність, що кодує ген proHB-EGF людини. 
Детальніше ця процедура описана в публікації 
[10]. Генетична конструкція pEGFP-N1-proHB-
EGF була створена на основі вектора pEGFP-N1 
(AddGene, США). Плазмідну ДНК виділяли з 
клітин E. coli DH10B методом лужного лізису [11]. 
Вектор pEGFP-N1 послідовно обробляли ендо-
нуклеазами рестрикції BamHI, XhoI та лужною 
фосфатазою. Одержану в ході проведення ПЛР 
послідовність гена, що кодує proHB-EGF лю-
дини, обробляли відповідними рестриктазами 
для подальшого об’єднання із векторною ДНК. 
Лінійну послідовність вектора та послідовність 
гена, що кодує proHB-EGF людини, об’єднували 
в єдину генетичну конструкцію за допомогою 
Т4 ДНК-лігази. Клонування проводили за «лип-
кими» кінцями. Всі вищезазначені маніпуляції 
з ДНК проводили, дотримуючись рекомендацій 
виробника. Клітини E. coli штаму DH10B транс-
формували за допомогою генетичної конструкції 
pEGFP-N1-proHB-EGF методом електропорації 
[12] з наступним висіванням на тверде поживне 
середовище LB (триптону – 10 г/л, дріжджового 
екстракту – 5 г/л, NaCl – 10 г/л, агару – 15 г/л), 
яке містило 0,005%‑ий канаміцин як селектив-
ний антибіотик. Після описаних маніпуляцій 
колонії перевіряли на наявність нуклеотидної 
послідовності вставки гена proHB-EGF у складі 
вектора за допомогою ПЛР із використанням 
пари праймерів, що фланкують ген proHB-
EGF на 5′-кінці та ген EGFP на 3′-кінці. При 
проведенні ПЛР, кожні 25 мкл суміші містили: 

0,6 мМ кожного з праймерів, по 0,2 мМ кожного 
з dNTP, 0,8 мМ MgCl2, буфер для Taq полімерази, 
1 одиницю активності Taq полімерази. Аналіз 
продуктів ПЛР проводили в 1%-му агарозному 
гелі. Результатом даної маніпуляції був ПЛР 
продукт, що містив у своєму складі нуклеотидні 
послідовності обох генів. Колонії, що містили 
вектор pEGFP-N1, у складі якого є ген proHB-EGF 
нарощували у рідкому поживному середовищі із 
додаванням селективного антибіотика та вико-
ристовували у подальшому для напрацювання 
генетичної конструкції pEGFP-N1-proHB-EGF.

Трансфекція клітин евкаріот. Трансфекцію 
евкаріотичних клітин лінії Vero генетичною 
конструкцією pEGFP-N1-proHB-EGF проводи-
ли із використанням реагенту для трансфекції 
Lipofectamine LTX. Всі маніпуляції проводи-
ли згідно з рекомендаціями виробника. Після 
трансфекції клітини використовували для 
приготування препаратів для конфокальної 
мікроскопії.

Конфокальна мікроскопія. Клітини, 
які досягли 70–90% конфлюентного стану, 
пересівали на попередньо знежирені покривні 
скельця та культивували ще 24 год. Перед 
фарбуванням, клітини промивали розчином 
RPMI-1640. Зразки фарбували у RPMI-1640 
із додаванням відповідних флуоресцентних 
похідних (mCherry-sHB-EGF та mCherry-sHB-
EGFΔ84-106) у концентрації 10 мкг/мл або моно-
клональних антитіл проти рецептора EGFR 
(1  : 2000), попередньо проінкубованих із FITC 
міченими антитілами кози проти Fc-фрагментів 
імуноглобулінів миші (1 : 1000), після чого 
інкубували за 37 °С протягом 15 хв. Перед 
фіксацією зразки двічі промивали забуфере-
ним фізіологічним розчином (ЗФР). Фіксацію 
зразків проводили 5%-им параформальдегідом 
у натрій-фосфатному буфері, потім зразки про-
мивали ЗФР та дистильованою водою. На кожен 
препарат клітин наносили 25 мкл DABCO-PVA 
(1,4-Diarabicyclo[2.2.2]octan - polyvinyl alcohol) 
для подальшого збереження та аналізу. До мо-
менту проведення конфокальної мікроскопії, 
зразки зберігалися в темряві при 4 °С. 
Колокалізацію флуоресцентних міток FITC (зе-
лений канал) та mCherry (червоний канал) визна-
чали з використанням програмного забезпечен-
ня Fiji (http://fiji.sc/Fiji).

н. в. короткевич, а. ю. лабинцев, к. Ю. манойлов та ін.
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Результати та обговорення

Одержання генетичної конструкції pEGFP-
N1-proHB-EGF. Для дослідження рецепторної та 
регуляторної функцій proHB-EGF необхідним 
інструментом може бути флуоресцентне похідне 
трансмембранної форми HB-EGF, одержане 
шляхом об’єднання генетичних послідовностей, 
що кодують proHB-EGF та посилений зелений 
флуоресцентний протеїн EGFP. 

З метою створення генетичної конструкції 
pEGFP-N1-proHB-EGF, що кодує трансмембран-
ну форму HB-EGF, об’єднану із зеленим флуорес-
центним протеїном EGFP на С-термінальному 
кінці молекули, було ампліфіковано нуклеотид-
ну послідовність, що кодує proHB-EGF людини 
з використанням специфічної пари праймерів 
та кДНК, одержаної нами раніше із клітин лінії 
U937 [13]. Нуклеотидні послідовності вектора 
pEGFP-N1 та proHB-EGF було об’єднано у гене-
тичну конструкцію по сайтам щеплення ендону-
клеаз рестрикції XhoI та BamHI, що дозволило 
зберегти єдину рамку зчитування обох генів – 
proHB-EGF та EGFP (рис. 1, 2). Внаслідок про-
ведення вищезазначених маніпуляцій із ДНК, 
детально описаних у розділі «Матеріали і ме-
тоди», одержано бактерії E. coli штаму DH10B, 
що містили генетичну конструкцію pEGFP-N1-
proHB-EGF, з об’єднаною ДНК послідовність 
генів proHB-EGF і EGFP (рис. 3). Ці клітини у 

Рис. 1. Схематичне зображення генетичної конструкції pEGFP-N1-proHB-EGF

подальшому використовували для клонування 
та виділення генетичної конструкції pEGFP-N1-
proHB-EGF. 

Генетична конструкція pEGFP-N1-proHB-
EGF дозволяла експресувати proHB-EGF із 
флуоресцентною міткою на С-кінці молекули. 
Для забезпечення транспортування proHB-
EGF-EGFP на поверхню клітинної мембрани, у 
складі ділянки гена, що кодує proHB-EGF, було 
залишено відповідну сигнальну послідовність. 
Таким чином, одержане флуоресцентне похідне 
proHB-EGF було здатне до транспортуван-
ня на поверхню мембрани клітини та до по-
дальшого утворення флуоресцентноміченого 
С-термінального фрагмента (CTF-EGFP) після 
протеолітичного процесингу proHB-EGF-EGFP. 
Наявність флуоресцентного протеїну на С-кінці 
молекули proHB-EGF уможливлює проведення 
досліджень, пов’язаних із вивченням молекуляр-
них механізмів реалізації біологічної активності 
як повнорозмірної молекули proHB-EGF, так і 
С-термінального фрагмента, а також шляхів їх 
внутрішньоклітинного транспортування. Це 
також відкриває можливості для дослідження 
впливу позаклітинних чинників, таких як UV-
опромінення, радіація, форболові ефіри (ТРА, 
РМА), ростові фактори, цитокіни та ін., на про-
цеси утворення та внутрішньоклітинного транс-
портування CTF. 
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Рис. 2. Електрофореграма нуклеотидних 
послідовностей вставки – proHB-EGF та векто-
ра – pEGFP-N1: 1 – нуклеотидна послідовність 
ділянки гена, що кодує proHB-EGF, ампліфі
кована за допомогою ПЛР та гідролізована ендо-
нуклеазами рестрикції XhoI та BamHI; М – мар-
кери молекулярної маси; 2  – вектор pEGFP-N1 
гідролізований ендонуклеазами рестрикції XhoI 
та BamHI і оброблений лужною фосфатазою 
креветки

Рис. 3. Результати ПЛР аналізу бактерій E. coli DH10B, проведеного із використанням специфічної 
пари праймерів, що фланкують ген proHB-EGF на 5′-кінці і ген EGFP на 3′-кінці, та дозволяють от-
римувати ПЛР-продукт, що містить у своєму складі нуклеотидні послідовності обох генів. Колонії 3, 
5, 6 несуть у собі об’єднану ДНК послідовність генів proHB-EGF та EGFP
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Дослідження рецепторної функції флуо
ресцентного похідного трансмембранної 
форми HB-EGF людини (proHB-EGF-EGFP). 
Трансмембранні і секреторні (розчинні) фор-
ми ростових факторів зазвичай виконують 
функцію лігандів для відповідних рецепторів 
на поверхні клітин. Проте, proHB-EGF має 
унікальну особливість, яка вирізняє цей ро-
стовий фактор серед інших членів родини 
епідермальних ростових факторів – це здатність 
виступати у ролі рецептора до дифтерійного 
токсину (ДТ). Незважаючи на те, що на сьогодні 
механізми рецепції ДТ та реалізації його 
цитотоксичної дії досить добре вивчені, акту-
альним залишається питання про можливість 
використання рекомбінантних похідних ДТ для 
цілеспрямованої доставки біологічно активних 
компонентів (протеїнів, пептидів) всередину 
клітини з терапевтичною метою. Вирішення та-
кого завдання вимагає проведення досліджень 
щодо шляхів внутрішньоклітинного транс-
портування proHB-EGF після зв’язування не 
тільки власне самого ДТ, а і його нетоксичних 
похідних, які можуть бути позбавлені тих, чи 
інших протеїнових компонентів, притаманних 
цілій молекулі ДТ. Таким чином, дослідження 
рецепторної функції proHB-EGF є необхідним 
етапом для з’ясування можливостей створення 
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терапевтичних препаратів на основі ДТ і окре-
мих фрагментів його молекули та відкриває 
нові перспективи для з’ясування механізмів 
реалізації біологічної активності трансмембран-
них форм ростових факторів. 

Для дослідження функціональної ха-
рактеристики одержаного протеїну proHB-
EGF-EGFP необхідно було встановити його 
здатність зв’язувати дифтерійний токсин. Для 
цього використано флуоресцентне похідне 
рецепторзв’язувальної В-субодиниці дифте
рійного токсину – mCherry-SubB. Дослідження 
взаємодії флуоресцентного похідного ДТ 
та трансмембранної форми HB-EGF були 
проведені з використанням конфокальної 
мікроскопії на чутливих до дії ДТ клітинах лінії 
Vero, трансфікованих генетичною конструкцією 
pEGFP-N1-proHB-EGF. Еквімолярну кількість 
червоного флуоресцентного протеїну mCherry 
використовували як негативний контроль. З 
метою дослідження процесу ендоцитування 
утвореного ліганд-рецепторного комплексу 
proHB-EGF-EGFP/mCherry-SubB або proHB-
EGF-EGFP/mCherry, клітини інкубували 15  хв 

при температурі 37  °С за 5%-ї концентрації 
СО2. Для підтвердження взаємодії між 
флуоресцентно-міченими рецептором та 
лігандом виявляли колоколізацію обох флуорес-
центних міток EGFP (зелений канал) та mCherry 
(червоний канал) між собою з використанням 
програмного забезпечення Fiji (рис. 4). 

Як можна бачити з результатів 
конфокальної мікроскопії, додавання mCherry-
SubB до клітин лінії Vero, які експресували на 
своїй поверхні proHB-EGF-EGFP, призводило 
до утворення ліганд-рецепторного комплексу 
proHB-EGF-EGFP/mCherry-SubB та подальшої 
його інтерналізації, про що свідчать дані 
колоколізації флуоресцентних міток. Водно-
час, підтвердженням специфічності взаємодії 
mCherry-SubB із рецептором є майже повна 
відсутність зв’язування вільного mCherry з 
клітинами за тих самих умов. 

Отже, можна зробити висновок про здатність 
proHB-EGF-EGFP зв’язувати флуоресцентно-
мічену субодиницю В дифтерійного токсину. 
Таким чином, одержана генетична конструкція 
pEGFP-N1-proHB-EGF, що кодує proHB-EGF-

Рис. 4. Конфокальна мікроскопія препаратів клітин лінії Vero, трансфікованих генетичною 
конструкцією pEGFP-N1-proHB-EGF та забарвлених флуоресцентним похідним субодиниці В ДТ  – 
mCherry-SubB або вільним mCherry; proHB-EGF-EGFP – зелений канал; mCherry-SubB/ mCherry – 
червоний канал; merge – накладання флуоресценції по зеленому та червоному каналах; colocalization 
(колоколізація) – накладання флуоресценції по зеленому та червоному каналам – білий колір
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EGFP, може бути використана для трансфекції 
евкаріотичних клітин з метою дослідження 
рецепторної функції proHB-EGF.

Утворення С-термінального фраг-
мента proHB-EGF (CTF-EGFP) та його 
внутрішньоклітинна інтерналізація. Окрім 
рецепторної функції, proHB-EGF також може 
бути регуляторним елементом експресії певних 
генів після утворення С-термінального фрагмен-
та (CTF, від англ.: C-Тerminal Fragment) шляхом 
протеолітичного процесингу трансмембранної 
форми. Цитоплазматичний сегмент ретроград-
ним шляхом транспортується до ядра клітини, 
де взаємодіє з репресорами транскрипції PLZF 
(promyelocytic leukemia zinc finger protein) та Bcl6 
(B cell leukemia 6), які негативно впливають на 
клітинний цикл шляхом пригнічення експресії 
цикліну А2, c-myc, цикліну D2 та ін [14]. Таким 
чином, утворений під час протеолітичного про-
цесингу CTF може регулювати транскрипцію 
генів циклонів і, як наслідок, сприяти прогресії 
клітинного циклу. 

Для дослідження здатності одержаного 
протеїну proHB-EGF-EGFP до процесингу під 
дією матриксних металопротеїназ вивчено його 
здатність утворювати флуоресцентно-мічений 
фрагмент CTF-EGFP під дією тетрафорболово-
го ефіру (ТРА) на трансфікованих генетичною 
конструкцією pEGFP-N1-proHB-EGF клітинах 
лінії Vero. Для підтвердження специфічності 
впливу ТРА був використаний інгібітор по-
верхневих матриксних протеїназ – GM6001 
та інгібітор клатринзалежного ендоцитозу – 
феніларсеноксид (РАО). 

Оскільки генетична конструкція pEGFP-
N1-proHB-EGF дозволяла візуалізувати 
С-термінальну частину молекули proHB-
EGF, для візуалізації N-термінальної частини 
трансмембранної форми ростового фактора 
клітини забарвлювали флуоресцентно-міченою 
субодиницею В ДТ (mCherry-SubB). Таким чи-
ном, зв’язування mCherry-SubB із proHB-EGF-
EGFP призводитиме до колоколізації червоної та 
зеленої флуоресцентних міток ліганду та рецеп-
тора. На противагу, у разі злущування ектодо-
мену proHB-EGF зв’язування mCherry-SubB не 
відбуватиметься, а отже, можливо буде детекту-
вати лише зелену флуоресцентну мітку вільного 
CTF. 

Додавання до клітин ТРА у концентрації 
100 нM призводило до утворення везикул, 
які локалізувалися переважно у перенуклеар

ному просторі клітин (рис. 5, B, H, K). Зокре-
ма, наявність невеликої кількості везикул, які 
містили mCherry-SubB, могла бути результа-
том неповного протеолітичного процесингу 
proHB-EGF-EGFP під дією ТРА, та, як наслідок, 
інтерналізації mCherry-SubB у комплексі із 
proHB-EGF-EGFP (рис. 5, С). Одночасне дода-
вання ТРА та РАО не інгібувало утворення зе-
лених везикул під дією ТРА. Можливим пояс-
ненням відсутності інгібувального впливу РАО 
за присутності ТРА на процес інтерналізації 
CTF-EGFP є його клатриннезалежний механізм. 
(рис. 5, K). Проте таке припущення потребує про-
ведення подальших детальніших досліджень. 
Одночасне додавання ТРА, РАО та GM6001 при-
зводило до істотного підвищення інтенсивності 
забарвлення поверхні клітин флуоресцентно-
міченою субодиницею В ДТ (mCherry-SubB), про 
що свідчила переважна колокалізація червоної 
та зеленої міток на поверхні клітин, оскільки 
більшість молекул proHB-EGF залишається 
на поверхні клітини, а отже може вільно 
взаємодіяти із mCherry-SubB (рис. 5, G, H, I). Це 
свідчить про наявність інгібувального впливу 
GM6001 на процеси утворення CTF-EGFP під 
дією ТРА. На цій підставі можна зробити вис-
новок про утворення в трансфікованих клітинах 
CTF-EGFP під дією ТРА та про клатриннезалеж-
ний механізм інтерналізації CTF-EGFP. У той 
же час, додавання РАО за відсутності ТРА при-
зводило до повного інгібування інтерналізації 
утвореного ліганд-рецепторного комплексу 
proHB-EGF-EGFP/mCherry-SubB (рис. 5, D, E, 
F). Отже, інтерналізація повнорозмірної форми 
proHB-EGF, зв’язаної з дифтерійним токсином, 
відбувається за клатринзалежним механізмом, 
що підтверджується також і даними літератури 
[15].

Таким чином, одержана генетична 
конструкція pEGFP-N1-proHB-EGF дозволяє 
експресувати флуоресцентно-мічену транс-
мембранну форму proHB-EGF людини у 
клітинах евкаріот, зокрема у клітинах лінії 
Vero. Експресована в такий спосіб трансмем-
бранна форма proHB-EGF може бути викори-
стана для дослідження біологічної активності 
proHB-EGF, а  саме його рецепторних та регу-
ляторних функцій, на що вказують результати 
експериментів із використанням флуоресцентно-
міченої субодиниці  В ДТ – mCherry-SubB та 
індуктора утворення С-термінального фрагмен-
та – ТРА.
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Рис. 5. Конфокальна мікроскопія клітин лінії Vero, трансфікованих генетичною конструкцією pEGFP-
N1-proHB-EGF та забарвлених флуоресцентним похідним субодиниці В ДТ – mCherry-SubB під дією 
форболового ефіру (ТРА) та/або інгібітору поверхневих матриксних протеїназ – GM6001 та/або 
інгібітору клатринзалежного ендоцитозу – феніларсеноксиду (РАО). Білими стрілками позначені 
ендосомоподібні компартменти, що мають у своєму складі CTF-EGFP; proHB-EGF-EGFP – зелений 
канал; mCherry-SubB/mCherry – червоний канал; ядра клітин (hoechst) – синій канал; merge – накла-
дання флуоресценції по зеленому, червоному та синьому каналах
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Исследование внутриклеточных путей 
транспортирования proHB-EGF, а также его ли-
ганд-рецепторных комплексов, требует созда-
ния новейших подходов и моделей, в частности, 
с использованием флуоресцентных техник. С 
целью создания модели для исследования функ-
ций proHB-EGF было получено генетическую 
конструкцию pEGFP-N1-proHB-EGF, которая ко-
дирует протеин proHB-EGF-EGFP–proHB-EGF, 
слитый с усиленным зеленым флуоресцентным 
протеином EGFP на цитоплазматическом кон-
це молекулы. Путем трансфекции pEGFP-N1-
proHB-EGF были получены эукариотические 
клетки линии Vero, экспрессирующие на поверх-
ности протеин proHB-EGF-EGFP. Экспрессиро-
ванный в клетках эукариот proHB-EGF-EGFP 
обладал способностью связывать нетоксич-
ное флуоресцентное производное рецепторной 
субъединицы В дифтерийного токсина mCherry-
SubB. После стимулирования трансфицирован-
ных клеток ТРА (12-0-тэтра-деканоилфорбол-
13-ацетат), proHB-EGF-EGFP образовывал 
флуоресцентно-меченый С-терминальный фраг-
мент молекулы – CTF-EGFP. Таким образом, 
полученная генетическая конструкция pEGFP-
N1-proHB-EGF позволяет визуализировать мо-
лекулы proHB-EGF и CTF в клетках. Это от-
крывает новые возможности для исследования 
их функций, в частности, рецепторной функции 
proHB-EGF при связывании с молекулой дифте-
рийного токсина, исследований внутриклеточ-
ных путей транспортировки CTF и для поиска 
новых лигандов proHB-EGF. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а: гепаринсвязываю
щий EGF-подобный фактор роста (HB-EGF), 
дифтерийный токсин, В-субъединица дифте-
рийного токсина, С-терминальный фрагмент 
(CTF).
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Developing of new models and approaches, 
particularly with fluorescent techniques, for investi-
gation of intracellular transport of proHB-EGF and 
its ligand-receptor complexes is strongly required. 

In order to create a model for studying proHB-
EGF functions the genetic construction pEGFP-N1-
proHB-EGF, encoding proHB-EGF-EGFP which is 
fluorescent-labeled form of proHB-EGF with en-
hanced green fluorescent protein EGFP in the cy-
toplasmic terminus of the molecule, was obtained. 
Eukaryotic cells expressing fusion protein proHB-
EGF-EGFP on the cell surface were obtained by 
transfection with pEGFP-N1-proHB-EGF. Expressed 
in the Vero cells proHB-EGF-EGFP could bind 
fluorescent derivative of nontoxic receptor-binding 
subunit B of diphtheria toxin mCherry-SubB. After 
stimulation of transfected cells with TPA (12-O-Tet-
radecanoylphorbol-13-acetate), proHB-EGF-EGFP 
formed a fluorescentl-labeled C-terminal fragment 
of the molecule – CTF-EGFP. Thus, the obtained 
genetic construction pEGFP-N1-proHB-EGF could 
be helpful in visualization of molecules proHB-EGF 
and CTF in cells, may open new possibilities for the 
studying of their functions, such as receptor func-
tion of proHB-EGF for diphtheria toxin, intracellu-
lar translocation of CTF and provide possibilities for 
natural proHB-EGF ligands search.

K e y  w o r d s: heparin-binding EGF-like 
growth factor (HB-EGF), diphtheria toxin, B subunit 
of diphtheria toxin, С-terminal fragment of proHB-
EGF (CTF). 
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