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Ðàíåå íàìè áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF â îòâåò íà äåéñòâèå èíòåðôå-
ðîíà ã (IFNã) íà êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè A431. Èçó÷åíèå ðàçëè÷íûõ ëèíèé
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïîêàçàëî, ÷òî îíè ðàçëè÷àþòñÿ ïî âîçìîæíîñòè òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF
ïðè äåéñòâèè IFNã. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå âûäâèíóòà ãèïîòåçà î êîððåëÿöèè ïðîöåññà òðàíñàêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà EGF è êîëè÷åñòâà ýêñïðåññèðîâàííîãî ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ. Ñ öåëüþ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåä-
ïîëîæåíèÿ ïðîâåëè òðàíñôåêöèþ ðåöåïòîðà EGF, ëèøåííîãî 99 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, â êëåòêè
ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ HEK293, â êîòîðûõ èçíà÷àëüíî íå íàáëþäàëè òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòî-
ðà EGF ïðè äåéñòâèè IFNã. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷èëè ïîñòîÿííóþ ëèíèþ êëåòîê HEK293Ä99 ñ âûñîêèì
óðîâíåì ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà, êîòîðàÿ äåìîíñòðèðîâàëà îò÷åòëèâóþ òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà EGF,
âûçûâàåìóþ äåéñòâèåì IFNã. Äèíàìèêà ýòîãî ïðîöåññà â êëåòêàõ HEK293Ä99 è A431 áûëà îäèíàêîâîé.
Â ïîëó÷åííîé ëèíèè êëåòîê òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF çàâèñåëà îò àêòèâíîñòè åãî òèðîçèíêèíàçû è
ïðîèñõîäèëà çà ñ÷åò ìåõàíèçìà àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ, êàê è â êëåòêàõ A431. Òàêèì îáðàçîì, â íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòå ïîëó÷åíî ïðÿìîå äîêàçàòåëüñòâî âçàèìîñâÿçè ìåæäó ïðîöåññàìè IFNã-çàâèñèìîé òðàíñàêòè-
âàöèè ðåöåïòîðà EGF è óðîâíåì åãî ýêñïðåññèè â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, IFNã, òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà
EGF, òèðîçèíêèíàçà, A431, HEK293.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: EGF — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð ðîñòà, GPCR — ðåöåïòîðû, ñîïðÿæåí-
íûå ñ G-áåëêàìè, IFNã — èíòåðôåðîí ãàììà, IGF-1 — èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà.

Âçàèìîñâÿçè ðàçëè÷íûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé â êëåòêå
ÿâëÿþòñÿ ïðåäìåòîì èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé â ïî-
ñëåäíèå 10 ëåò. Îäíàêî ýòà ñëîæíàÿ ñåòü ïåðåäà÷è èíôîðìà-
öèè, ðåãóëèðóþùàÿ æèçíü êàê íîðìàëüíûõ, òàê è îïóõîëå-
âûõ êëåòîê, ïîêà äåòàëüíî íå èçó÷åíà. Îñíîâíîå âíèìàíèå
óäåëÿåòñÿ èçó÷åíèþ òðàíñàêòèâàöèè (EGF-íåçàâèñèìîé àê-
òèâàöèè) ðåöåïòîðà EGF, êîòîðàÿ ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ñèñòå-
ìû ðåãóëÿöèè ïåðåäà÷è ñèãíàëà â êëåòêå è èãðàåò âàæíóþ
ðîëü â ðåàêöèè êëåòîê íà ðàçëè÷íûå âíåøíèå âîçäåéñò-
âèÿ. Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, òðàíñàêòèâàöèÿ
ðåöåïòîðà EGF ÿâëÿåòñÿ êëþ÷åâûì ñîáûòèåì â ïðîöåññå
ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò ðåöåïòîðîâ, ñîïðÿæåííûõ ñ G-áåëêà-
ìè (GPCR) (Gschwind et al., 2001; Fischer et al., 2003), èí-
òåãðèíîâ (Moro et al., 1998), ýñòðîãåíîâ (Filardo et al.,
2000), íåêîòîðûõ öèòîêèíîâ (Yamauchi et al., 1997), èíñó-
ëèíà (Lyu et al., 2006) è IGF-1 (Roudabush et al., 2000; Ah-
mad et al., 2004). Òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðîèñõî-
äèò òàêæå â îòâåò íà äåéñòâèå ðÿäà ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ
(îêèñëèòåëè, ÓÔ- è ãàììà-èçëó÷åíèå, èçìåíåíèå îñìîìî-
ëÿðíîñòè è òåìïåðàòóðû) (Knebel et al., 1996; Áóðîâà è äð.,
2001; Maziere et al., 2003). Íàðÿäó ñ ìíîæåñòâîì ðàáîò,
ïîñâÿùåííûõ òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF àãîíèñòàìè
GPCR è àêòèâíûìè ôîðìàìè êèñëîðîäà, èçâåñòíû òîëüêî
äâà ïðèìåðà òðàíñàêòèâàöèè ïðè äåéñòâèè öèòîêèíîâ: àê-
òèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ãîðìîíîì ðîñòà (Yamauchi et al.,
1997) è ðåöåïòîðà ErbB2 (÷ëåí ñåìåéñòâà ðåöåïòîðà EGF)
èíòåðëåéêèíîì 6 (Qiu et al., 1998). Äî íàøèõ èññëåäîâà-

íèé íå áûëè èçâåñòíû ïðèìåðû âçàèìíîãî âëèÿíèÿ äâóõ
ñèñòåì ðåöåïòîðîâ — EGF è IFNã. Ðàíåå íàìè âïåðâûå
áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà IFNã-èíäóöèðîâàííàÿ òðàíñàê-
òèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöè-
íîìû ÷åëîâåêà A431, êîòîðàÿ âûðàæàëàñü â íåîáõîäèìîé
àêòèâàöèè åãî òèðîçèíêèíàçû ñ ïîñëåäóþùèì àâòîôîñ-
ôîðèëèðîâàíèåì îñòàòêîâ òèðîçèíà íà C-êîíöå ðåöåïòîðà
è çàâèñåëà îò àêòèâíîñòè òèðîçèíêèíàçû Src è JAK2 (Bu-
rova et al., 2007). Â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïî÷êè ýìáðèî-
íà ÷åëîâåêà HEK293 òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â îò-
âåò íà äåéñòâèå IFNã íå îáíàðóæåíî.

Äëÿ îáúÿñíåíèÿ íàáëþäàåìûõ ðàçëè÷èé ìåæäó ýòèìè
êëåòêàìè áûëî âûäâèíóòî ñëåäóþùåå ïðåäïîëîæåíèå:
âîçìîæíîñòü òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñò-
âèè IFNã çàâèñèò îò êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðîâ EGF, ýêñïðåñ-
ñèðîâàííûõ íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå êëåòîê, à íå îò
êëåòî÷íîãî òèïà. Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà íàïðàâëåíà íà ïðî-
âåðêó ýòîé ãèïîòåçû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Â ðàáîòå áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà
ëèíèè A431, ýìáðèîíàëüíûå êëåòêè ïî÷êè ÷åëîâåêà ëè-
íèé HEK293, HeLa è Hep2 (Ðîññèéñêàÿ êîëëåêöèÿ êëåòî÷-
íûõ êóëüòóð, Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ), à òàêæå ïîëó÷åí-
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íûå â íàøåé ëàáîðàòîðèè íà îñíîâå êëåòîê HEK293 ëè-
íèè òðàíñôåêòàíòîâ HEK293D99 è HEK293WT.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ ãëóòàìèíîì
(Ïàíýêî, Ìîñêâà), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñû-
âîðîòêè (PAA, Àâñòðèÿ) è 40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Äëÿ
ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàññåâàëè íà ÷àøêè äèàìåòðîì
35 ìì (Nunc) è èñïîëüçîâàëè êóëüòóðû, äîñòèãøèå ñóá-
êîíôëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Çà 1 ñóò äî íà÷àëà ýêñïåðè-
ìåíòà êëåòêè ïåðåâîäèëè íà ñðåäó ÄÌÅÌ, ñîäåðæàùóþ
0.5 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè.

Ï ë à ç ì è ä û. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ íîâûõ ïîñòîÿííûõ êëå-
òî÷íûõ ëèíèé áûëè èñïîëüçîâàíû ïëàçìèäà, ñîäåðæàùàÿ
ãåí ðåöåïòîðà EGF äèêîãî òèïà (ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà
ïðîô. À. Ñîðêèíûì, ÑØÀ), è ïëàçìèäà, ñîäåðæàùàÿ ãåí
ðåöåïòîðà EGF ñ äåëåöèåé 99 C-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîò
(ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåíà ïðîô. R. Yarden, Èçðàèëü). Îáå
ïëàçìèäû ïðåäíàçíà÷åíû äëÿ ýêñïðåññèè ãåíîâ â êëåòêàõ
ìëåêîïèòàþùèõ è ñîäåðæàò ãåí óñòîé÷èâîñòè ê àíòèáèî-
òèêó G418 äëÿ ñåëåêöèè ïîñòîÿííûõ òðàíñôåêòàíòîâ.

Ï î ë ó ÷ å í è å ï î ñ ò î ÿ í í û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è í è é
( ò ð à í ñ ô å ê ò à í ò î â). Ïåðåä òðàíñôåêöèåé êëåòêè
HEK293 âûñåâàëè íà 24-ëóíî÷íóþ ïëàòó (Nunc). Êëåòêè,
äîñòèãøèå ñóáêîíôëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ (ïðèìåðíî
150—200 òûñ. êëåòîê íà 1 ëóíêó), òðàíñôèöèðîâàëè ñîîò-
âåòñòâóþùåé ïëàçìèäíîé ÄÍÊ â êîëè÷åñòâå 0.3—1.0 ìêã
íà 1 ëóíêó. Ïðîöåäóðó òðàíñôåêöèè ïðîâîäèëè ïðè ïîìî-
ùè ðåàãåíòà TransFast (Promega, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ
èíñòðóêöèåé ôèðìû-èçãîòîâèòåëÿ, ñîáëþäàÿ ñîîòíîøå-
íèå ÄÍÊ : TransFast 1 : 3. ×åðåç 48 ÷ ïîñëå ýòîãî êëåòêè
èç êàæäîé ëóíêè ðàññåâàëè íà ÷àøêó äèàìåòðîì 9 ñì.
Äàëüíåéøåå êóëüòèâèðîâàíèå òðàíñôåêòàíòîâ è îòáîð
êëîíîâ ïðîâîäèëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé ñåëåêòèðóþùèé
àíòèáèîòèê G418 (PAA, Àâñòðèÿ) â êîíöåíòðàöèè
1 ìã/ìë. Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 10—14 ñóò,
ìåíÿÿ êàæäûå 3 ñóò êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó íà íîâóþ. Â ðå-
çóëüòàòå ñåëåêöèè íà êàæäîé ÷àøêå âûðàñòàëî 10—50 êî-
ëîíèé äèàìåòðîì 1—3 ìì êàæäàÿ. Êëåòêè èç êàæäîé êî-
ëîíèè ïåðåíîñèëè â îòäåëüíóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîé ïëàòû
(Nunc ), êóëüòèâèðîâàëè è çàòåì îöåíèâàëè óðîâåíü ýêñï-
ðåññèè ðåöåïòîðà EGF ìåòîäîì èììóíîáëîòèíãà. Êëîíû
ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè èñïîëüçîâàëè â äàëüíåé-
øåé ðàáîòå.

Ñ ò è ì ó ë ÿ ö è ÿ ê ë å ò î ê è ï ð è ã î ò î â ë å í è å ò î -
ò à ë ü í û õ ë è ç à ò î â. Ñòèìóëÿöèþ êëåòîê IFNã (10 íã/ìë)

èëè EGF (100 íã/ìë) ïðîâîäèëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ïðè 37 °Ñ
â àòìîñôåðå 5 % CO2. Èíãèáèòîðû òèðîçèíêèíàçû ðåöåï-
òîðà EGF òèðôîñòèí AG1478 (5 ìêÌ; Sigma, ÑØÀ) è âå-
ùåñòâî 56 (1 ìêÌ; Calbiochem, ÑØÀ) äîáàâëÿëè â êóëü-
òóðàëüíóþ ñðåäó çà 1 ÷ äî ñòèìóëÿöèè, è êëåòêè èíêóáè-
ðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % CO2. Ïðèãîòîâëåíèå
êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå,
ýëåêòðîïåðåíîñ, èììóíîîêðàøèâàíèå áåëêîâ, à òàêæå
óäàëåíèå ñ ìåìáðàíû ñâÿçàâøèõñÿ àíòèòåë ïðîâîäèëè,
êàê îïèñàíî ðàíåå (Áóðîâà è äð., 2001).

À í ò è ò å ë à. Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðåöåïòîðà EGF è åãî ðàç-
ëè÷íûõ ìóòàíòíûõ ôîðì èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå
êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ ðåöåïòîðà EGF (îò ïðîô.
G. Carpenter, ÑØÀ). Óðîâåíü òèðîçèíîâîãî ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF â ïîñòîÿííûõ òðàíñôåêòàíòàõ è
êëåòêàõ ëèíèè A431 äåòåêòèðîâàëè ïðè ïîìîùè ìîíîêëî-
íàëüíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà
(PY-20, Sigma, ÑØÀ). Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êàæ-
äîãî èç òèðîçèíîâûõ îñòàòêîâ â ïîëîæåíèÿõ 845, 992,
1045, 1068, 1148 è 1173 ðåöåïòîðà EGF âûÿâëÿëè ïðè ïî-
ìîùè ñïåöèôè÷íûõ êðîëè÷üèõ àíòèòåë (Cell Signaling
Technology, ÑØÀ). Â êà÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè
êîçüè àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ
êðîëèêà è êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
(GAR-HRP, Cell Signaling Technology, ÑØÀ), è êîçüè àí-
òèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè è
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (GAM-HRP, Sig-
ma, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ñ ð à â í å í è å ó ð î â í ÿ I F N ã - è í ä ó ö è ð î â à í í î é
ò ð à í ñ à ê ò è â à ö è è ð å ö å ï ò î ð à E G F â ê ë å ò ê à õ
A 4 3 1 è H E K 2 9 3. Èññëåäîâàëè äèíàìèêó àêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè IFNã íà êëåòêè ëèíèé A431
ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà è HEK293 ýìáðèî-
íàëüíîé ïî÷êè ÷åëîâåêà. Âûáîð êëåòî÷íûõ ëèíèé äëÿ íà-
øåãî èññëåäîâàíèÿ áûë îáóñëîâëåí ñëåäóþùèìè ïðè÷è-
íàìè. Êëåòêè A431 èìåþò ýêñòðàîðäèíàðíî âûñîêèé óðî-
âåíü ðåöåïòîðà EGF (áîëåå 2.5�106 ìîëåêóë íà êëåòêó)
(Lin et al., 1984) è ÿâëÿþòñÿ óäîáíîé ìîäåëüíîé ñèñòåìîé
äëÿ èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìîâ ïåðåäà÷è ñèãíàëà îò ðåöåïòîðà
EGF. Êëåòêè HEK293 èìåþò î÷åíü íèçêèé ïî ñðàâíåíèþ

888 È. Â. Ãîí÷àð, Â. Í. Äîðîø è äð.

Ðèñ. 1. Ñðàâíèòåëüíàÿ äèíàìèêà àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè IFNã íà êëåòêè A431 (à) è HEK293 (á).

Êëåòêè îáðàáàòûâàëè IFNã â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè èëè EGF â êîíöåíòðàöèè 100 íã/ìë â òå÷åíèå 10 ìèí. ê — íåîáðà-
áîòàííûå (êîíòðîëüíûå) êëåòêè. Èììóíîáëîòèíã ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ òîòàëüíûõ êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìî-

íîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà (pY20). Ñòðåëêîé óêàçàíî ïîëîæåíèå ôîñôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà EGF (pY-EGFR).



ñ êëåòêàìè A431 óðîâåíü ðåöåïòîðà EGF (ìåíåå 1�104 ìî-
ëåêóë íà êëåòêó) (Gan et al., 2007) è õàðàêòåðèçóþòñÿ âû-
ñîêîé ýôôåêòèâíîñòüþ òðàíñôåêöèè, ÷òî ïîçâîëÿåò ýêñï-
ðåññèðîâàòü íà âûñîêîì óðîâíå ðåöåïòîð EGF êàê äèêîãî
òèïà, òàê è åãî ðàçëè÷íûå ìóòàíòû. Íà ðèñ. 1, à âèäíî, ÷òî
IFNã âûçûâàåò îò÷åòëèâîå, íî íåïðîäîëæèòåëüíîå óâåëè-
÷åíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà â êëåòêàõ
A431. Ìàêñèìàëüíûé àêòèâèðóþùèé ýôôåêò íàáëþäàåò-
ñÿ ÷åðåç 1—3 ìèí ïîñëå íà÷àëà äåéñòâèÿ IFNã, à ÷åðåç
15 ìèí ïðîèñõîäèò ðåçêîå ïàäåíèå óðîâíÿ àêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà íèæå êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ. Äëÿ ñðàâíåíèÿ ïðè-
âåäåíà àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè EGF â òå-
÷åíèå 10 ìèí. Îòìåòèì, ÷òî IFNã ñòèìóëèðóåò àêòèâàöèþ
ðåöåïòîðà EGF ñëàáåå, ÷åì åãî ñîáñòâåííûé ëèãàíä EGF.
Êàê èçâåñòíî, EGF ñòèìóëèðóåò áûñòðîå è ïðîäîëæèòåëü-
íîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ A431
(Nesterov et al., 1990). Íàïðîòèâ, IFNã, ñîãëàñíî ïîëó÷åí-
íûì ðåçóëüòàòàì, âûçûâàåò áûñòðîå è îáðàòèìîå ôîñôî-
ðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF ïî òèðîçèíó. Äëÿ òîãî ÷òîáû
óñòàíîâèòü, ñóùåñòâóåò ëè âçàèìîñâÿçü òðàíñàêòèâàöèè
ðåöåïòîðà EGF ñ óðîâíåì ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà, ìû ïðî-
âåëè èññëåäîâàíèå íà êëåòêàõ HEK293. Ìíîãî÷èñëåííûå
ïîïûòêè âûÿâèòü òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà EGF â êëåò-
êàõ HEK293 ïðè äåéñòâèè IFNã íå ïðèâåëè ê ïîëîæèòåëü-
íîìó ðåçóëüòàòó. Êàê âèäíî íà ðèñ. 1, á, â ýòèõ êëåòêàõ íå
íàáëþäàåòñÿ òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè ñòèìó-
ëÿöèè IFNã, â òî âðåìÿ êàê EGF âûçûâàåò îò÷åòëèâóþ àê-
òèâàöèþ ñâîåãî ðåöåïòîðà. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî

íèçêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ
HEK293 íå ïîçâîëÿåò îáíàðóæèòü åãî òðàíñàêòèâàöèþ
ïðè äåéñòâèè IFNã. Åñëè â êëåòêàõ ïîñëå çíà÷èòåëüíîãî
ïîâûøåíèÿ ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF ïóòåì òðàíñôåê-
öèè åãî ãåíà ïîÿâèòñÿ îò÷åòëèâàÿ IFNã-èíäóöèðîâàííàÿ
òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF, òî ëîãè÷íî äîïóñòèòü,
÷òî îíà áóäåò îáåñïå÷èâàòüñÿ òðàíñôèöèðîâàííûì, à íå
ñîáñòâåííûì ýíäîãåííûì ðåöåïòîðîì.

Î ï è ñ à í è å ï î ñ ò î ÿ í í û õ ë è í è é ê ë å ò î ê, ï î ë ó -
÷ å í í û õ í à î ñ í î â å ê ë å ò î ê H E K 2 9 3. Êàê óïîìèíà-
ëîñü âûøå, êëåòêè HEK 293 õàðàêòåðèçóþòñÿ âûñîêîé ýô-
ôåêòèâíîñòüþ òðàíñôåêöèè, ïîýòîìó ìû èñïîëüçîâàëè èõ

Óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF îïðåäåëÿåò åãî òðàíñàêòèâàöèþ 889

Ðèñ. 2. Óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF â ðàçëè÷íûõ ëèíè-
ÿõ êëåòîê ýïèòåëèàëüíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ.

Èììóíîáëîòèíã ýëåêòðîôîðåòè÷åñêè ðàçäåëåííûõ òîòàëüíûõ êëåòî÷-
íûõ ëèçàòîâ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîëèêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðî-

òèâ ðåöåïòîðà EGF. Ñòðåëêîé óêàçàíî ïîëîæåíèå ðåöåïòîðà EGF.

Ðèñ. 3. Òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè IFNã â êëåòêàõ HEK293Ä99.

à — äèíàìèêà âûçûâàåìîé IFNã àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF. Êëåòêè îáðàáàòûâàëè IFNã â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè; ê —
íåîáðàáîòàííûå (êîíòðîëüíûå) êëåòêè; â èììóíîáëîòèíãå èñïîëüçîâàëè àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà (pY20); ñòðåëêîé óêàçàíî ïîëîæåíèå ôîñ-
ôîðèëèðîâàííîãî ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà EGF. á — âûÿâëåíèå ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà EGF; êëåòêè HEK293Ä99 îáðàáàòû-
âàëè IFNã â êîíöåíòðàöèè 10 íã/ìë â òå÷åíèå 1 èëè 3 ìèí; ê — íåîáðàáîòàííûå (êîíòðîëüíûå) êëåòêè; èììóíîáëîòèíã ïðîâîäèëè àíòèòåëàìè ïðîòèâ

ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó ñàéòîâ ðåöåïòîðà â ïîëîæåíèÿõ 845, 992, 1045, 1068 è 1173, êàê îòìå÷åíî ñïðàâà.



äëÿ äîêàçàòåëüñòâà çàâèñèìîñòè òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòî-
ðà EGF îò åãî êîëè÷åñòâà, ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ.
Ïðè ïîìîùè òðàíñôåêöèè êëåòîê HEK293 ïëàçìèäàìè,
êîäèðóþùèìè ðàçëè÷íûå ôîðìû ðåöåïòîðà EGF ñ àêòèâ-
íîé òèðîçèíêèíàçîé, áûëè ïîëó÷åíû äâå ïîñòîÿííûå ëè-
íèè êëåòîê. Êëåòêè HEK293WT, ýêñïðåññèðóþùèå ðåöåï-
òîð EGF äèêîãî òèïà, è HEK293Ä99 ñ ðåöåïòîðîì EGF,
èìåþùèì äåëåöèþ 99 C-êîíöåâûõ àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ è ñîîòâåòñòâåííî áåç äâóõ ïîñëåäíèõ ñàéòîâ àâ-
òîôîñôîðèëèðîâàíèÿ Y1148 è Y1173. Ïðåäñòàâëåííûé íà
ðèñ. 2 èììóíîáëîò ïîçâîëÿåò ñðàâíèòü óðîâíè ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðà EGF â ðàçëè÷íûõ êëåòî÷íûõ ëèíèÿõ. Èç ïðèâå-
äåííûõ äàííûõ âèäíî, ÷òî êëåòêè A431, HEK293WT è
HEK293Ä99 ýêñïðåññèðóþò î÷åíü áîëüøîå êîëè÷åñòâî ðå-
öåïòîðà ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè ýïèòåëèàëü-
íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ HeLa è Hep2. Â êëåòêàõ HEK293 óðî-
âåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà î÷åíü íèçîê è íå äåòåêòèðóåòñÿ
íà èììóíîáëîòå. Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, ïðèâîäèò ëè
âûñîêèé óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF ê ïîÿâëåíèþ
òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà ïðè ñòèìóëÿöèè IFNã, èñïîëü-
çîâàëè ëèíèþ êëåòîê HEK293WT. Îäíàêî ðåçóëüòàòû ýêñ-
ïåðèìåíòîâ ïî âûÿâëåíèþ IFNã-çàâèñèìîé òðàíñàêòèâà-
öèè ðåöåïòîðà EGF â ýòèõ êëåòêàõ çàñòàâèëè íàñ îòêàçàòü-
ñÿ îò åå èñïîëüçîâàíèÿ èç-çà âûñîêîãî óðîâíÿ áàçàëüíîãî
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà, íà ôîíå êîòîðîãî òðóäíî
áûëî äåòåêòèðîâàòü ïðèðîñò IFNã-èíäóöèðîâàííîãî ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ. Ïî ýòîé ïðè÷èíå äàëüíåéøèå èññëåäîâà-
íèÿ ïðîâîäèëè íà êëåòêàõ ëèíèè HEK293Ä99.

I F N ã - è í ä ó ö è ð î â à í í à ÿ ò ð à í ñ à ê ò è â à ö è ÿ ð å -
ö å ï ò î ð à E G F â ê ë å ò ê à õ H E K 2 9 3 Ä 9 9. Êàê ñëåäóåò
èç äàííûõ ðèñ. 3, à, â êëåòêàõ HEK293Ä99 ïðè äåéñòâèè
IFNã ïðîèñõîäèò áûñòðîå è îáðàòèìîå ïîâûøåíèå óðîâíÿ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà, ïðè÷åì äèíàìèêà ýòîãî
ïðîöåññà â öåëîì ñîâïàäàëà ñ òàêîâîé â êëåòêàõ A431 (ñì.
ðèñ. 1, à). Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà òîãî, ÷òî íàáëþäàåìàÿ
òðàíñàêòèâàöèÿ ìóòàíòíîãî ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ
HEK293Ä99 ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè îñíîâíûõ ôóíêöèî-
íàëüíûõ ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ íà ýòîì ðåöåïòî-
ðå, áûë îïðåäåëåí ñòàòóñ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òèðîçèíî-

âûõ îñòàòêîâ â ïîëîæåíèÿõ 992, 1045, 1068, 1173, à òàêæå
845. Íà ðèñ. 3, á âèäíî îò÷åòëèâîå IFNã-èíäóöèðîâàííîå
ïîâûøåíèå óðîâíÿ òèðîçèíîâîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ òåõ
÷åòûðåõ ñàéòîâ, ôîñôîðèëèðîâàíèå êîòîðûõ äåòåêòèðóåò-
ñÿ òàêæå â êëåòêàõ A431, èìåþùèõ ïîëíîðàçìåðíûé ðå-
öåïòîð EGF (Burova et al., 2007). Êàê è ñëåäîâàëî îæè-
äàòü, íå ïðîèñõîäèò èçìåíåíèÿ óðîâíÿ ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ òèðîçèíà â ïîëîæåíèè 1173 â êëåòêàõ, îáðàáîòàííûõ
IFNã, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè êëåòêàìè, òàê êàê â
ìóòàíòíîì ðåöåïòîðå EGF â êëåòêàõ HEK293Ä99 ýòîò
ñàéò àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ äåëåòèðîâàí. Ñîâîêóïíîñòü
ïîëó÷åííûõ äàííûõ ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî â êëåòêàõ
HEK293Ä99 ìóòàíòíûé ðåöåïòîð ôóíêöèîíàëüíî àêòèâåí
è åãî òðàíñàêòèâàöèÿ, âûçûâàåìàÿ IFNã, îïîñðåäóåòñÿ ìå-
õàíèçìîì àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ.

Í å î á õ î ä è ì î ñ ò ü à ê ò è â í î é ò è ð î ç è í ê è í à ç û
ð å ö å ï ò î ð à E G F ä ë ÿ å ã î ò ð à í ñ à ê ò è â à ö è è â
ê ë å ò ê à õ H E K 2 9 3 Ä 9 9 ï ð è ä å é ñ ò â è è I F N ã. Äëÿ
âûÿñíåíèÿ âîïðîñà î òîì, êîíòðîëèðóåò ëè àêòèâíàÿ òè-
ðîçèíêèíàçà ðåöåïòîðà EGF ïðîöåññ òðàíñàêòèâàöèè,
êëåòêè HEK293Ä99 áûëè ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàíû èí-
ãèáèòîðàìè òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè AG1478 èëè âå-
ùåñòâîì 56 ñ ïîñëåäóþùåé ñòèìóëÿöèåé IFNã. Êàê ïîêà-
çàíî íà ðèñ. 4, à, äåéñòâèå êàæäîãî èç ýòèõ èíãèáèòîðîâ
ïîëíîñòüþ áëîêèðîâàëî èíäóêöèþ òðàíñàêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè IFNã. Â êëåòêàõ A431 èíãèáè-
ðîâàíèå òèðîçèíêèíàçû ïîëíîðàçìåðíîãî ðåöåïòîðà EGF
òàêæå ïðèâîäèëî ê ïðåäîòâðàùåíèþ òðàíñàêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà EGF, âûçûâàåìîé IFNã (ðèñ. 4, á). Ïîëó÷åííûå
ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ñäåëàòü âûâîä î íåîáõîäèìîñòè
òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè ðåöåïòîðà EGF äëÿ ïðîöåñ-
ñà òðàíñàêòèâàöèè â êëåòêàõ êàê HEK293Ä99, òàê è A431.

Îáñóæäåíèå

Äàííàÿ ðàáîòà ÿâëÿåòñÿ ïðîäîëæåíèåì íàøèõ èññëå-
äîâàíèé ìåõàíèçìà òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF, âû-
çûâàåìîé â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà

890 È. Â. Ãîí÷àð, Â. Í. Äîðîø è äð.

Ðèñ. 4. Âëèÿíèå èíãèáèòîðîâ òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà EGF íà åãî àêòèâàöèþ, âûçûâàåìóþ IFNã, â êëåòêàõ HEK293Ä99 (à) è
A431 (á).

Êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè IFNã (10 íã/ìë) â òå÷åíèå 3 ìèí èëè ïåðåä ñòèìóëÿöèåé êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ îäíèì èç èíãèáè-
òîðîâ òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà EGF — òèðôîñòèíîì AG1478 (5 ìêÌ) èëè âåùåñòâîì 56 (Ñ 56, 1 ìêÌ). ê — íåîáðàáîòàííûå (êîíòðîëüíûå) êëåòêè.

Óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîáëîòèíãà óêàçàíû â ïîäïèñè ê ðèñ. 1.



A431 äåéñòâèåì IFNã. Êëåòêè A431, îâåðýêñïðåññèðóþ-
ùèå ðåöåïòîð EGF, íå ÿâëÿþòñÿ óíèêàëüíûìè â îòíîøå-
íèè ñïîñîáíîñòè ê IFNã-çàâèñèìîé òðàíñàêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà EGF. Â ýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåâûõ êëåòêàõ äðó-
ãîé ïðèðîäû — Hep2 (ðàê ãîðòàíè) è HeLa (ðàê øåéêè
ìàòêè) — òàêæå íàáëþäàëàñü IFNã-èíäóöèðîâàííàÿ
òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF, íî áîëåå ñëàáàÿ, ÷åì â
A431. Ñîãëàñíî íàøèì äàííûì (ðèñ. 2) è äàííûì ëèòåðà-
òóðû, ýòè êëåòêè çàíèìàþò ïðîìåæóòî÷íîå ïîëîæåíèå ïî
óðîâíþ ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF â ðÿäó èññëåäîâàííûõ
êëåòîê. Êàê óæå óïîìèíàëîñü, ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ïî÷-
êè ýìáðèîíà ÷åëîâåêà HEK293 èìåþò íåáîëüøîå êîëè÷å-
ñòâî ðåöåïòîðà EGF — ìåíåå 10 òûñ. ìîëåêóë íà êëåòêó.
Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ðåöåïòîð EGF â HEK293 ÿâëÿ-
åòñÿ ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíûì, òàê êàê ñâÿçûâàíèå ëèãàí-
äà EGF ïðèâîäèëî ê àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF (ðèñ. 1, á).
Îäíàêî òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè
IFNã íå áûëî îáíàðóæåíî â ýòèõ êëåòêàõ. Âîçìîæíî, ýòîò
ïðîöåññ ëèáî âîîáùå íå ïðîèñõîäèò â êëåòêàõ HEK293,
ëèáî íå äåòåêòèðóåòñÿ èç-çà íèçêîãî óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðà EGF.

Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî îòñóòñòâèå òðàíñàêòèâàöèè
ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè IFNã ñâÿçàíî èìåííî ñ íåáî-
ëüøèì êîëè÷åñòâîì ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ HEK293, è
âûäâèíóëè ãèïîòåçó î çàâèñèìîñòè ïðîöåññà IFNã-èíäó-
öèðîâàííîé òðàíñàêòèâàöèè îò êîëè÷åñòâà ðåöåïòîðà
EGF, ýêñïðåññèðîâàííîãî â êëåòêàõ. Äëÿ âûÿñíåíèÿ ýòîãî
âîïðîñà ìû ðåøèëè ïîâûñèòü óðîâåíü ýêñïðåññèè ðåöåï-
òîðà EGF â êëåòêàõ HEK293 çà ñ÷åò òðàíñôåêöèè ïîëíî-
ðàçìåðíîãî ðåöåïòîðà EGF äèêîãî òèïà, èìåþùåãî àêòèâ-
íóþ òèðîçèíêèíàçó. Â ðåçóëüòàòå áûëà ïîëó÷åíà ïîñòîÿí-
íàÿ ëèíèÿ êëåòîê HEK293WT, ýêñïðåññèðóþùàÿ
ðåöåïòîð íà òàêîì æå âûñîêîì óðîâíå, êàê è êëåòêè A431
(ðèñ. 2). Îäíàêî èçó÷åíèå òðàíñàêòèâàöèè â ýòîé êëåòî÷-
íîé ëèíèè áûëî íåâîçìîæíî èç-çà íåáëàãîïðèÿòíîãî ôàê-
òîðà — âûñîêîãî óðîâíÿ áàçàëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ
ðåöåïòîðà EGF. Ýòî îáñòîÿòåëüñòâî ïîáóäèëî íàñ èñïîëü-
çîâàòü äëÿ òðàíñôåêöèè ïëàçìèäó, êîäèðóþùóþ ðåöåïòîð
EGF ñ äåëåöèåé 99 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Â ýòîì ñëó-
÷àå ìóòàíòíûé ðåöåïòîð EGF áûë ëèøåí äâóõ çíà÷èìûõ
ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ — Y1148 è Y1173, íî îá-
ëàäàë òèðîçèíêèíàçíîé àêòèâíîñòüþ. Ìû ïîëàãàëè, ÷òî
äåëåöèÿ íåáîëüøîãî ôðàãìåíòà íà C-êîíöå ìóòàíòíîãî
ðåöåïòîðà íå îòðàçèòñÿ íà âîçìîæíîñòè òðàíñàêòèâàöèè
ïðè äåéñòâèè IFNã è ïîýòîìó òàêîé ðåöåïòîð ìîæåò áûòü
â íàøåì èññëåäîâàíèè àíàëîãîì ðåöåïòîðà EGF äèêîãî
òèïà. Â äàííîì ñëó÷àå ìû òàêæå íå îãðàíè÷èëèñü âðåìåí-
íîé òðàíñôåêöèåé, à ïîëó÷èëè ïîñòîÿííóþ êëåòî÷íóþ
ëèíèþ HEK293Ä99 äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ åå ïðè èçó÷åíèè
ìåõàíèçìà òðàíñàêòèâàöèè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ íàøèì
ïðåäïîëîæåíèåì, â ýòèõ êëåòêàõ IFNã âûçûâàë òðàíñàê-
òèâàöèþ ðåöåïòîðà EGF (ðèñ. 3), òîãäà êàê â èñõîäíûõ
HEK293 òðàíñàêòèâàöèÿ íå îïðåäåëÿëàñü. Ñëåäîâàòåëüíî,
òðàíñôåêöèÿ ìóòàíòíîãî ðåöåïòîðà EGF ïðèâîäèò ê ïîÿâ-
ëåíèþ ñïîñîáíîñòè ê IFNã-èíäóöèðîâàííîé òðàíñàêòèâà-
öèè â êëåòêàõ HEK293. Ýòî ÿâëÿåòñÿ ïðÿìûì äîêàçàòåëü-
ñòâîì çàâèñèìîñòè òðàíñàêòèâàöèè îò óðîâíÿ ýêñïðåññèè
àêòèâíîãî ðåöåïòîðà EGF, à íå îò êëåòî÷íîãî òèïà.

Â êëåòêàõ HEK293Ä99 ïðè äåéñòâèè IFNã áûëà ïðî-
äåìîíñòðèðîâàíà àíàëîãè÷íàÿ êëåòêàì A431 äèíàìèêà
àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF è àêòèâàöèÿ òåõ æå ñàéòîâ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ. Âàæíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî íàðÿäó ñ ýòèì
äëÿ òðàíñàêòèâàöèè ìóòàíòíîãî ðåöåïòîðà EGF áûëà
ñòðîãî íåîáõîäèìà àêòèâíîñòü ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíà-
çû ðåöåïòîðà, êîòîðàÿ è îïîñðåäîâàëà àâòîôîñôîðèëèðî-

âàíèå Ñ-êîíöåâûõ òèðîçèíîâûõ ñàéòîâ. Àíàëîãè÷íîå çà-
êëþ÷åíèå áûëî ñäåëàíî íàìè ðàíåå â îòíîøåíèè A431.
Òàêèì îáðàçîì, IFNã-èíäóöèðîâàííàÿ òðàíñàêòèâàöèÿ ðå-
öåïòîðà EGF â êëåòêàõ HEK293Ä99 è A431 èìååò î÷åâèä-
íîå ñõîäñòâî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò â ñâîþ î÷åðåäü î ñõîä-
ñòâå ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè ïîëíîðàçìåðíîãî è ìó-
òàíòíîãî ðåöåïòîðîâ EGF, êàê ìû è ïðåäïîëàãàëè.
Ñëåäîâàòåëüíî, êëåòî÷íàÿ ëèíèÿ HEK293Ä99 äåéñòâè-
òåëüíî ÿâëÿåòñÿ àäåêâàòíîé è ïîäõîäÿùåé ìîäåëüþ äëÿ
äîêàçàòåëüñòâà âûäâèíóòîé ãèïîòåçû. Èíòåðåñíî, ÷òî îò-
ñóòñòâèå 99 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ íà Ñ-êîíöå ðåöåï-
òîðà íå ïðåïÿòñòâîâàëî ïðîöåññó òðàíñàêòèâàöèè. Ïî-âè-
äèìîìó, ýòè àìèíîêèñëîòíûå îñòàòêè íå èãðàþò ñóùåñò-
âåííîé ðîëè â òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè
äåéñòâèè IFNã.

Ñîïîñòàâëåíèå ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ òðàíñàêòè-
âàöèè â êëåòêàõ HEK293 è HEK293Ä99 íàâîäèò íà ìûñëü î
òîì, ÷òî â îáåñïå÷åíèè IFNã-èíäóöèðîâàííîé òðàíñàêòè-
âàöèè ðåöåïòîðà EGF îïðåäåëÿþùåå çíà÷åíèå èìååò êî-
ëè÷åñòâî èìåííî ðåöåïòîðà EGF, à íå ðåöåïòîðà IFNã â
êëåòêå. Äåéñòâèòåëüíî, íåñìîòðÿ íà îäèíàêîâîå êîëè÷å-
ñòâî ðåöåïòîðà IFNã â âûøåóïîìÿíóòûõ êëåòêàõ (íåñ-
êîëüêî ñîòåí ìîëåêóë íà êëåòêó), â HEK293 ýòè ðåöåïòî-
ðû, âåðîÿòíî, íåàêòèâíû â îòíîøåíèè òðàíñàêòèâàöèè ðå-
öåïòîðà EGF, à ïîñëå ïîâûøåíèÿ óðîâíÿ ýêñïðåññèè
ðåöåïòîðà EGF çà ñ÷åò òðàíñôåêöèè îíè ñòàíîâÿòñÿ âàæ-
íûìè èãðîêàìè â ïðîöåññå òðàíñàêòèâàöèè. Íà îñíîâàíèè
ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé íàìè ñäåëàíî çàêëþ÷åíèå î
òîì, ÷òî òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè äåéñòâèè
IFNã îïðåäåëÿåòñÿ óðîâíåì ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF,
íî íå ðåöåïòîðà IFNã è íå çàâèñèò îò êëåòî÷íîãî òèïà, ÷òî
ñïðàâåäëèâî ïî êðàéíåé ìåðå â îòíîøåíèè èçó÷åííûõ
ýïèòåëèàëüíûõ îïóõîëåâûõ êëåòîê.
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INTERFERON GAMMA-INDUCED EGF RECEPTOR TRANSACTIVATION DEPENDS

ON IFNg RECEPTOR EXPRESSION LEVEL IN EPITHELIAL CELLS
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Earlier, we demonstrated transactivation of the epidermal growth factor receptor (EGFR) in response to in-
terferon gamma (IFNã) in epidermal carcinoma A431 cells. It was shown that IFNã-induced EGFR transactiva-
tion is impossible in some cancer epithelial cells. Here, we hypothesize that IFNã-dependent EGFR transactiva-
tion in these cells correlates with EGFR quantity on the cell surface. To test this suggestion, a line of stably tran-
sfected HEK293 cells (HEK293Ä99 cells) expressing high level of mutant EGFR lacking 99 C-terminal residues
has been established. HEK293Ä99 cells demonstrated EGFR transactivation in response to IFNã unlike the pa-
rent HEK293 cells, in which transactivation lacked. In HEK293Ä99 and A431 cells, the time courses of EGFR
activation induced by IFNã have the same pattern. In HEK293Ä99 cells like A431, IFNã-induced EGFR tran-
sactivation requires EGFR kinase activity and occurs via autophosphorylation mechanism. Taken together, these
data provide direct evidence of the dependence of IFNã-induced EGFR transactivation upon EGFR expression
level in epithelial cells.
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