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Òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïåðåêèñü âîäîðîäà (Í2Î2) âûçûâàåò ëèãàíäíåçàâèñèìóþ àêòèâàöèþ (òðàíñ-
àêòèâàöèþ) ðåöåïòîðà EGF â ðàçëè÷íûõ êëåòêàõ ñ âûñîêèì óðîâíåì ýêñïðåññèè ðåöåïòîðà EGF. Â íàñòî-
ÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàí ìåõàíèçì Í2Î2-èíäóöèðîâàííîé òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ ýïè-
äåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíî àâòîôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà
EGF ïî îñòàòêàì òèðîçèíà â ïîëîæåíèÿõ 1045, 1068, 1148 è 1173, à òàêæå ôîñôîðèëèðîâàíèå òèðîçèíà
845. Ïîêàçàíî, ÷òî òèðîçèíîâîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF íå âêëþ÷àåò â ñåáÿ àâòîôîñôîðèëè-
ðîâàíèå ïî òèðîçèíó 992. Áëîêèðîâàíèå ôóíêöèè ìåòàëëîïðîòåàç èíãèáèòîðîì øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñò-
âèÿ GM6001 ïðèâîäèò ê ïîäàâëåíèþ Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF, ÷òî
ñâèäåòåëüñòâóåò î çàâèñèìîñòè ïðîöåññà òðàíñàêòèâàöèè îò àêòèâíîñòè ìåòàëëîïðîòåàç. Äëÿ âûÿñíåíèÿ
âîçìîæíîé ðîëè àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà EGF â åãî àêòèâàöèè èñïîëüçîâàëè íåéòðàëèçóþùèå àíòèòåëà ïðî-
òèâ EGF-ïîäîáíîãî ôàêòîðà ðîñòà, ñâÿçûâàþùåãî ãåïàðèí (HB-EGF), è TGF-a. Èíãèáèðîâàíèå ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF íàáëþäàëè òîëüêî â ñëó÷àå áëîêèðîâàíèÿ HB-EGF íåéòðàëèçóþùèìè àíòè-
òåëàìè. Ìîæíî ñäåëàòü âûâîä îá ó÷àñòèè HB-EGF â ïðîöåññå òðàíñàêòèâàöèè, âûçâàííîé äåéñòâèåì
Í2Î2, â êëåòêàõ À431. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî ìåõàíèçì òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè îêèñëèòåëüíîì
ñòðåññå îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç àâòîôîñôîðèëèðîâàíèå è âêëþ÷àåò â ñåáÿ HB-EGF êàê íåîáõîäèìûé êîì-
ïîíåíò ïåðåäà÷è ñèãíàëà, îïîñðåäîâàííîãî àêòèâíîñòüþ ìåòàëëîïðîòåàç.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ðåöåïòîð ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà, Í2Î2, òðàíñàêòèâàöèÿ, HB-EGF, ìå-
òàëëîïðîòåàçû, àâòîôîñôîðèëèðîâàíèå, êëåòêè À431.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, EGF — ýïèäåðìàëüíûé ôàêòîð
ðîñòà, Í2Î2 — ïåðåêèñü âîäîðîäà, HB-EGF — EGF-ïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà, ñâÿçûâàþùèé ãåïàðèí,
TGF-a — òðàíñôîðìèðóþùèé ôàêòîð ðîñòà àëüôà, IGF-1 — èíñóëèíîïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà, GPCR —
ðåöåïòîðû, ñîïðÿæåííûå ñ G-áåëêàìè.

Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, òðàíñàêòèâàöèÿ ðå-
öåïòîðà EGF ÿâëÿåòñÿ ÷àñòüþ ñèñòåìû ðåãóëÿöèè ïåðåäà-
÷è ñèãíàëîâ â êëåòêå è èãðàåò âàæíóþ ðîëü â ðåàêöèè êëå-
òîê íà ðàçëè÷íûå âíåøíèå âîçäåéñòâèÿ. Òðàíñàêòèâàöèþ
âûçûâàþò àãîíèñòû ðåöåïòîðîâ, ñîïðÿæåííûõ ñ G-áåëêà-
ìè (Gschwind et al., 2001; Fischer et al., 2003), íåêîòîðûå
öèòîêèíû (Yamauchi et al., 1997; Burova et al., 2007), èíñó-
ëèí (Lyu et al., 2006), èíòåãðèíû (Moro et al., 1998), IGF-1
(Roudabush et al., 2000; Ahmad et al., 2004), ýñòðîãåíû (Fi-
lardo et al., 2000) è ò. ä. Äåéñòâèå ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ
îêðóæàþùåé ñðåäû (ÓÔ-èçëó÷åíèÿ, îñìîòè÷åñêîãî èëè
òåïëîâîãî øîêà, îêèñëèòåëåé è äð.) òàêæå ïðèâîäèò ê
òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF (Knebel et al., 1996; Áóðî-
âà è äð., 2001; Maziere et al., 2003). Âîçäåéñòâèå íà êëåòêè
áîëüøèõ äîç àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), â ïåðâóþ
î÷åðåäü H2O2, èëè ïîâûøåííûé óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷-
íûõ ÀÔÊ ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ.
ÀÔÊ àêòèâèðóþò ìíîæåñòâî ñåðèí/òðåîíèíîâûõ è òèðî-
çèíîâûõ êèíàç, êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ êëþ÷åâûìè ðåãóëÿòîð-
íûìè áåëêàìè ïåðåäàþùèõ ñèãíàë ïóòåé, îïîñðåäóþùèõ
ðîñò êëåòîê, àïîïòîç, âûæèâàíèå, ìèãðàöèþ è ñòàðåíèå
(Finkel, Holbrook, 2000; Irani, 2000). Ïðè äåéñòâèè H2O2

àêòèâèðóþòñÿ íåðåöåïòîðíûå êèíàçû JAÊ2 è Tyk2 (Simon

et al., 1998; Abe et al., 1999; Frank et al., 2003), êèíàçû
Src-ñåìåéñòâà (Abe et al., 1997; Griendling et al., 2000) è
Pyk2 (Frank et al., 2000), STAT-ôàêòîðû (Simon et al.,
1998; Áóðîâà è äð., 2001, 2003; Madamanchi et al., 2001),
MAP-êèíàçû ERK1,2 (Aikawa et al., 1997; Chen et al.,
2001) è ôîñôîëèïàçà C (Wang et al., 2001). Íåîáõîäèìîé
ïðîìåæóòî÷íîé ñòàäèåé äëÿ èíèöèàöèè ýòèõ ïóòåé ÿâëÿ-
åòñÿ ëèãàíäíåçàâèñèìàÿ àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðîâ ðîñòîâûõ
ôàêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè ðåöåïòîðà EGF. H2O2 òàêæå ìîæåò
îïîñðåäîâàòü ïåðåäà÷ó ñèãíàëà è òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåï-
òîðà EGF îò äðóãèõ ñòèìóëîâ, òàêèõ êàê ÓÔ-èçëó÷åíèå,
àíãèîòåíçèí II è ëèçîôîñôàòèäèëîâàÿ êèñëîòà (Huang
et al., 1996; Cunnick et al., 1998; Peus et al., 1999; Frank
et al., 2001). Áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-
íûõ, ïîäòâåðæäàþùèõ ýòîò ôàêò, ïîçâîëÿåò ðàññìàòðè-
âàòü ÀÔÊ êàê âòîðè÷íûå ñèãíàëüíûå ìîëåêóëû.

Ìåõàíèçì òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â óñëîâèÿõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà èçó÷åí íåäîñòàòî÷íî. H2O2-èíäó-
öèðîâàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà ïî òèðîçèíó
ìîæåò áûòü ñëåäñòâèåì êàê óâåëè÷åíèÿ àêòèâíîñòè öèòî-
ïëàçìàòè÷åñêèõ òèðîçèíêèíàç Src- è JAK-ñåìåéñòâ, òàê è
èíãèáèðîâàíèÿ òèðîçèíôîñôàòàç. Â ïîñëåäíåì ñëó÷àå
ÀÔÊ äåéñòâóþò ÷åðåç îêèñëåíèå îñòàòêîâ öèñòåèíà â àê-
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òèâíûõ öåíòðàõ ôîñôàòàç, ÷òî ïðèâîäèò ê èíãèáèðîâà-
íèþ èõ àêòèâíîñòè è ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèè òèðîçèíêè-
íàç (Sullivan et al., 1994; Knebel et al., 1996; Denu, Tanner,
1998; Lee et al., 1998). Àëüòåðíàòèâíî ÀÔÊ ìîãóò àêòèâè-
ðîâàòü òèðîçèíêèíàçó ðåöåïòîðà EGF ÷åðåç EGF-ïîäîá-
íûå ðîñòîâûå ôàêòîðû (HB-EGF, TGF-a, àìôèðåãóëèí
è äð.) ïîñðåäñòâîì ðàñùåïëåíèÿ èõ ìåìáðàííî-ñâÿçàí-
íûõ ïðåäøåñòâåííèêîâ ìåòàëëîïðîòåàçàìè (Dong et al.,
1999; Frank et al., 2003). Â òàêîì ñëó÷àå ïðåäïîëàãàåòñÿ
ó÷àñòèå àóòîêðèííîé ïåòëè â àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåðÿëè ãèïîòåçó î âîâëå÷åííî-
ñòè â òðàíñàêòèâàöèþ ðåöåïòîðà EGF ìåõàíèçìà, âêëþ÷à-
þùåãî àêòèâàöèþ ìåòàëëîïðîòåàç è âûñâîáîæäåíèå EGF-
ïîäîáíûõ ëèãàíäîâ ñ ïîñëåäóþùåé ñòèìóëÿöèåé ðåöåïòî-
ðà, ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â êëåòêàõ À431.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Äëÿ èçó÷åíèÿ
H2O2-çàâèñèìîé àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF áûëè èñïîëü-
çîâàíû êëåòêè ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëè-
íèè À431, ïîëó÷åííûå èç Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëå-
òî÷íûõ êóëüòóð (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïå-
òåðáóðã). Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ ãëó-
òàìèíîì (Áèîëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), ñîäåðæàùåé 10 % ýì-
áðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (Áèîëîò, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã) è
40 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëè
êóëüòóðû, äîñòèãøèå ñóáêîíôëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ.

Ñ ò è ì ó ë ÿ ö è ÿ ê ë å ò î ê. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âû-
çûâàëè äîáàâëåíèåì ê êëåòêàì ðàñòâîðà H2O2 (êîíå÷íàÿ
êîíöåíòðàöèÿ 0.1, 1 èëè 2 ìÌ) â ñðåäå ÄÌÅÌ ñ ïîñëåäó-
þùåé èíêóáàöèåé â òå÷åíèå 2, 5, 15 èëè 30 ìèí. Ñòèìóëÿ-
öèþ êëåòîê EGF ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 5 ìèí ðàñòâîðîì
EGF (50 íã/ìë) â ñðåäå ÄÌÅÌ. Ïðè íåîáõîäèìîñòè êëåò-
êè ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí èíãè-
áèòîðîì òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà EGF AG1478 (5 ìêÌ)
èëè èíãèáèòîðîì ìåòàëëîïðîòåàç øèðîêîãî ñïåêòðà äåé-
ñòâèÿ GM6001 (50 ìêÌ) è äàëåå ñòèìóëèðîâàëè H2O2

(2 ìÌ). Êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷ ñ íåéòðàëèçó-
þùèìè àíòèòåëàìè ê HB-EGF èëè TGF-a â êîíöåíòðàöè-
ÿõ 10 è 0.4 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî è äàëåå ñòèìóëèðîâàëè
H2O2 (2 ìÌ). Ñòèìóëÿöèþ êëåòîê, à òàêæå îáðàáîòêó èí-
ãèáèòîðàìè è íåéòðàëèçóþùèìè àíòèòåëàìè ïðîâîäèëè
ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2.

Ï ð è ã î ò î â ë å í è å ò î ò à ë ü í û õ ê ë å ò î ÷ í û õ ë è-
ç à ò î â. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè âñå äàëüíåéøèå ïðî-
öåäóðû ïðîâîäèëè ïðè 4 °Ñ. Êëåòêè ïðîìûâàëè 3 ðàçà
ðàñòâîðîì PBS, ñîäåðæàùèì 5 ìÌ NaF è 1 ìÌ Na3VO4.
Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ òîòàëüíîãî ëèçàòà èñïîëüçîâàëè ëèçè-
ðóþùèé áóôåð, ñîäåðæàùèé 50 ìÌ Òðèñ-HCl (ðÍ 7.5),
150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ NaF, 1 ìÌ ÝÄÒÀ,
0.5 ìÌ PMSF, ïî 1 ìêã/ìë ëåéïåïòèíà, àïðîòèíèíà è ïåï-
ñòàòèíà, 10 % ãëèöåðèíà è 1 % Òðèòîíà X-100. Ïðèãîòîâ-
ëåíèå êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ, ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå, ýëåêòðîïåðåíîñ íà íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåì-
áðàíó, èììóíîîêðàøèâàíèå áåëêîâ è èõ äåòåêöèÿ ïðè
ïîìîùè ìåòîäà ECL áûëè ïðîâåäåíû, êàê îïèñàíî ðàíåå
(Áóðîâà è äð., 2001).

À í ò è ò å ë à. Äëÿ ñïåöèôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ
èñïîëüçîâàëè ïîëèêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ERK1, 2
(Santa Cruz, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 2000 è ìîíîêëî-
íàëüíûå àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà pY20 (Cell Sig-
naling Technology, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000. Â êà÷åñò-
âå âòîðè÷íûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè êîçüè àíòèòåëà, âûðàáî-

òàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, êîíúþãèðî-
âàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, GAR-HRP (Cell Signaling
Technology, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 10 000; êîçüè àíòèòå-
ëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ ìûøè,
êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, è GAM-HRP
(Sigma, CIF) â ðàçâåäåíèè 1 : 40 000. Äëÿ íåéòðàëèçàöèè
äåéñòâèÿ HB-EGF èñïîëüçîâàëè íåéòðàëèçóþùèå àíòèòå-
ëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ ðåêîìáèíàíòíîãî EGF-ïîäîá-
íîãî ôàêòîðà ðîñòà ÷åëîâåêà, ñâÿçûâàþùåãî ãåïàðèí
(R&D Systems, Inc., ÑØÀ), â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/ìë, äëÿ
íåéòðàëèçàöèè äåéñòâèÿ TGF-a — àíòèòåëà, âûðàáîòàí-
íûå ïðîòèâ ðåêîìáèíàíòíîãî TGF-a ÷åëîâåêà (R&D Sys-
tems, Inc., ÑØÀ), â êîíöåíòðàöèè 0.4 ìêã/ìë. Óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êàæäîãî îñòàòêà òèðîçèíà â ïîëîæå-
íèÿõ 845, 992, 1045, 1068, 1148 è 1173 â ðåöåïòîðå EGF
áûë îïðåäåëåí ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïîëèêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë (phospho EGF receptor antibody sampler kit,
Cell Signaling Technology, ÑØÀ) â ðàçâåäåíèè 1 : 1000.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè ïðîèç-
âîäñòâà «Âåêòîí» (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), èíãèáèòîð òèðîçèí-
êèíàçû ðåöåïòîðà EGF òèðôîñòèí AG1478 (Sigma, ÑØÀ),
èíãèáèòîð ìåòàëëîïðîòåàç GM6001 (Calbiochem, ÑØÀ),
ïåðåêèñü âîäîðîäà (Serva, Øâåéöàðèÿ) è ðåêîìáèíàíò-
íûé EGF ÷åëîâåêà (PanBiotech, Àâñòðèÿ). Ïðî÷èå ðåàêòè-
âû áûëè îò ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ð î ë ü â í ó ò ð å í í å 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 â ï ð î ö å ñ ñ å å ã î ò ð à í ñ à ê ò è â à ö è è ï ð è
ä å é ñ ò â è è Í2Î2 í à ê ë å ò ê è À 4 3 1. Èçâåñòíî, ÷òî äåé-
ñòâèå Í2Î2 ïðèâîäèò ê ôîñôîðèëèðîâàíèþ ïî îñòàòêàì
òèðîçèíà ðåöåïòîðà EGF êëåòîê ðàçíûõ òèïîâ (Gamou,
Shimizu, 1995; Goldkorn et al., 1998; Áóðîâà è äð., 2001).
Ïîäîáíûé ýôôåêò Í2Î2 ìû íàáëþäàëè â êëåòêàõ À431.
Ðàíåå íàìè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñòåïåíü ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ðåöåïòîðà EGF ìàêñèìàëüíà ÷åðåç 1—5 ìèí âîç-
äåéñòâèÿ Í2Î2 íà êëåòêè À431, à ÷åðåç 20 ìèí îíà ñíèæà-
åòñÿ äî êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ (Áóðîâà è äð., 2003). Áîëåå
ïîäðîáíîå èçó÷åíèå äèíàìèêè Í2Î2-èíäóöèðîâàííîé àê-
òèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïîêàçàëî, ÷òî ôîñôîðèëèðîâàíèå
ðåöåïòîðà ñîõðàíÿåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå â òå÷åíèå
15 ìèí ïîñëå íà÷àëà ñòèìóëÿöèè è çàâèñèò îò êîíöåíòðà-
öèè Í2Î2 (ðèñ. 1). Ñïåöèôè÷åñêèé ôàðìàêîëîãè÷åñêèé
èíãèáèòîð òèðôîñòèí AG1478 ïîëíîñòüþ èíãèáèðîâàë
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà
EGF, êàê âèäíî íà ðèñ. 1. Ýòî ñâèäåòåëüñòâóåò î çàâèñè-
ìîñòè àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF îò àêòèâíîñòè åãî âíóò-
ðåííåé òèðîçèíêèíàçû ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â êëåò-
êàõ À431.

Ñ à é ò û Í 2Î 2- è í ä ó ö è ð î â à í í î ã î ô î ñ ô î ð è-
ë è ð î â à í è ÿ ð å ö å ï ò î ð à E G F ï î ò è ð î ç è í ó â
ê ë å ò ê à õ À 4 3 1. Ìåõàíèçì àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF
ïðè ñòèìóëÿöèè åãî ëèãàíäîì EGF ïðåäïîëàãàåò òàêóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîáûòèé, ïðè êîòîðîé àêòèâàöèÿ
âíóòðåííåé òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà âëå÷åò çà ñîáîé
ôîñôîðèëèðîâàíèå îñòàòêîâ òèðîçèíà â öèòîïëàçìàòè÷å-
ñêîé ÷àñòè ðåöåïòîðà. Â äàííîé ðàáîòå âûÿâëÿëè êîíê-
ðåòíûå îñòàòêè òèðîçèíà (ñàéòû àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ)
â ðåöåïòîðå EGF, êîòîðûå ôîñôîðèëèðóþòñÿ â îòâåò íà
ñòèìóëÿöèþ Í2Î2. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû
èçó÷åíèÿ ñàéòîâ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðè ïîìîùè àíòèòåë,
ñïåöèôè÷íûõ ê ôîñôîðèëèðîâàííûì îñòàòêàì òèðîçèíà
íà Ñ-êîíöå ðåöåïòîðà EGF. Â êîíòðîëüíûõ êëåòêàõ íà-
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áëþäàëè íåáîëüøîå áàçàëüíîå ôîñôîðèëèðîâàíèå
Tyr845, 992, 1045, 1148 è 1173 è îòñóòñòâèå ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ Tyr1068. Ñòèìóëÿöèÿ Í2Î2 (2 ìÌ) â òå÷åíèå
2 ìèí ïðèâîäèëà ê çàìåòíîìó óâåëè÷åíèþ óðîâíÿ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ Tyr845, 1045, 1068, 1148 è 1173. Íè â îäíîì
èç ýêñïåðèìåíòîâ íå äåòåêòèðîâàëîñü Í2Î2-ñòèìóëèðî-
âàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå Tyr992. Ýòîò îñòàòîê òèðîçèíà
â ìîëåêóëå ðåöåïòîðà EGF ÿâëÿåòñÿ ñàéòîì àâòîôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ è îòâå÷àåò çà ñâÿçûâàíèå ñ ôîñôîëèïàçîé Ñ.
Êàê è ñëåäîâàëî îæèäàòü, â EGF-ñòèìóëèðîâàííûõ êëåò-
êàõ À431 íàáëþäàëè ñèëüíûå ñèãíàëû îò âñåõ òåñòèðî-
âàííûõ ñàéòîâ (ðèñ. 2). Ñëåäîâàòåëüíî, Í2Î2-èíäóöèðî-
âàííàÿ òðàíñàêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðîèñõîäèò ÷åðåç
ìåõàíèçì àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ â êëåòêàõ À431, êàê è
ïðè äåéñòâèè ñîáñòâåííîãî ëèãàíäà EGF.

Ç à â è ñ è ì î ñ ò ü Í 2Î 2- 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 î ò à ê ò è â í îñ ò è ì å-
ò à ë ë î ï ð î ò å à ç. Ïî ñîâðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, â
ïðîöåññå òðàíñàêòèâàöèè, èíäóöèðîâàííîé ðàçëè÷íûìè
ñòèìóëàìè, îïðåäåëÿþùóþ ðîëü èãðàþò êëåòî÷íûå ìå-
òàëëîïðîòåàçû (Blobel, 2005). Èõ àêòèâíîñòü íåîáõîäèìà
äëÿ ðàñùåïëåíèÿ ìåìáðàííî-çàÿêîðåííûõ ïðåäøåñòâåí-
íèêîâ àãîíèñòîâ ðåöåïòîðà EGF è ïîñëåäóþùåãî âûñâî-
áîæäåíèÿ â ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî. Íàèáîëåå ïî-
äðîáíî ýòîò ìåõàíèçì èçó÷åí íà ïðèìåðå òðàíñàêòèâàöèè
ðåöåïòîðà EGF, èíäóöèðîâàííîé ëèãàíäàìè GPCR (Ohtsu
et al., 2006). Íàïðîòèâ, îòíîñèòåëüíî íåâåëèêà äîëÿ ðàáîò
ïî èññëåäîâàíèþ ðîëè ìåòàëëîïðîòåàç â òðàíñàêòèâàöèè
â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà.

×òîáû îïðåäåëèòü ðîëü âíóòðèêëåòî÷íûõ ìåòàëëîï-
ðîòåàç â âûñâîáîæäåíèè ëèãàíäîâ äëÿ ðåãóëÿöèè ñèãíà-
ëèíãà ðåöåïòîðà EGF ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, êëåòêè
À431 áûëè ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáîòàíû â òå÷åíèå 30 ìèí
èíãèáèòîðîì ìåòàëëîïðîòåàç øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ
GM6001 (50 ìêÌ) è çàòåì ñòèìóëèðîâàíû Í2Î2 (2 ìÌ) â
òå÷åíèå 2 ìèí. Èçâåñòíî, ÷òî ìåòàëëîïðîòåàçíûå èíãèáè-
òîðû, â òîì ÷èñëå GM6001, ñåëåêòèâíî áëîêèðóþò ïðî-
öåññèíã ïðåäøåñòâåííèêîâ ëèãàíäîâ ðåöåïòîðà EGF
(Shah et al., 2004), ÷òî âëå÷åò çà ñîáîé èíãèáèðîâàíèå àê-
òèâàöèè ðåöåïòîðà. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 3, èíãèáèòîð
GM6001 ýôôåêòèâíî ïîäàâëÿë Í2Î2-èíäóöèðîâàííîå
ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF. Òàêàÿ æå êàðòèíà íà-
áëþäàëàñü è ÷åðåç 15 ìèí ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Í2Î2

(ðèñ. 3). Òàêèì îáðàçîì, î÷åâèäíî, ÷òî àêòèâíîñòü ìåòàë-
ëîïðîòåàç íåîáõîäèìà äëÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëå-

íèÿ ïðåäøåñòâåííèêîâ ëèãàíäîâ ðåöåïòîðà EGF è â êî-
íå÷íîì ñ÷åòå äëÿ òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â îòâåò
íà ñòèìóëÿöèþ Í2Î2.

Í 2Î 2- 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 î ï ð å ä å ë ÿ å ò ñ ÿ ä å é ñ ò â è å ì
H B - E G F , ç à â è ñ è ì û ì î ò à ê ò è â í î ñ ò è ì å ò à ë-
ë î ï ð î ò å à ç. Ëèãàíäû ðåöåïòîðà EGF, íàõîäÿñü â ñðåäå â
ñâîáîäíîì, ðàñòâîðèìîì ñîñòîÿíèè, ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â
àóòîêðèííîé àêòèâàöèè ýòîãî ðåöåïòîðà. Â ïîëíîé ìåðå
ýòî îòíîñèòñÿ ê êëåòêàì À431, â êîòîðûõ ðåöåïòîðû EGF
íà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå àêòèâèðóþòñÿ àóòîêðèííûì
ïóòåì (Van de Vijver et al., 1991). ×òîáû âûÿñíèòü, êàêîé
êîíêðåòíî àãîíèñò ðåöåïòîðà EGF îïîñðåäóåò åãî àêòèâà-
öèþ ïðè äåéñòâèè Í2Î2, áûëè èñïîëüçîâàíû íåéòðàëèçó-
þùèå àíòèòåëà ê HB-EGF è TGF-a. Ïðåäâàðèòåëüíàÿ íåé-
òðàëèçàöèÿ ôóíêöèè HB-EGF ñîîòâåòñòâóþùèìè àíòèòå-
ëàìè âûçûâàåò ñóùåñòâåííîå óìåíüøåíèå óðîâíÿ
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè ñòèìóëÿöèè Í2Î2

â òå÷åíèå êàê 2, òàê è 15 ìèí (ðèñ. 3). Íåéòðàëèçóþùèå
àíòèòåëà ê TGF-a íå îêàçûâàëè èíãèáèðóþùåãî ýôôåêòà
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Ðèñ. 1. H2O2-èíäóöèðîâàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ A431.

à — çàâèñèìîñòü îò âðåìåíè äåéñòâèÿ H2O2; êëåòêè îáðàáàòûâàëè H2O2 â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè. á — äåéñòâèå AG1478;
êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ñ èíãèáèòîðîì òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà EGF AG1478 (5 ìêÌ) è çàòåì ñòèìóëèðîâàëè H2O2
(2 ìÌ) â òå÷åíèå 15 ìèí. Â îòäåëüíîì ýêñïåðèìåíòå êëåòêè îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí òîëüêî H2O2 â êîíöåíòðàöèè 100 ìêÌ èëè 1 ìÌ. Èììóíî-
áëîòèíã òîòàëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà (pY20) è ïðîòèâ MAP-êèíàç ERK1,2. Ê — íåîáðàáîòàí-

íûå (êîíòðîëüíûå) êëåòêè.

Ðèñ. 2. Ñàéòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïî òèðîçèíó ðåöåïòîðà EGF.

Êëåòêè A431 îáðàáàòûâàëè H2O2 â êîíöåíòðàöèè 2 ìÌ â òå÷åíèå 2 ìèí
èëè EGF (50 íã/ìë) â òå÷åíèå 5 ìèí. Ê — íåîáðàáîòàííûå (êîíòðîëüíûå)
êëåòêè. Èììóíîáëîòèíã òîòàëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ èñïîëü-
çîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííûõ ïî òèðîçèíó ñàéòîâ ðå-
öåïòîðà (phospho-EGF receptor antibody sampler kit, Cell Signaling) â ïî-

ëîæåíèÿõ 845, 992, 1045, 1068, 1148 è 1173.



íà Í2Î2-èíäóöèðîâàííóþ àêòèâíîñòü ðåöåïòîðà EGF
(ðèñ. 3), ïîýòîìó ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî TGF-a íå âêëþ÷åí
â ïðîöåññ òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà.

Ïîñêîëüêó ìû âûÿñíèëè, ÷òî àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà
EGF, èíèöèèðîâàííàÿ Í2Î2, çàìåòíî èíãèáèðîâàëàñü
òîëüêî íåéòðàëèçóþùèìè àíòèòåëàìè ê HB-EGF, ýòî óêà-
çûâàåò íà ó÷àñòèå èìåííî HB-EGF â àêòèâàöèè ðåöåïòî-
ðà. Ñîãëàñíî ðåêîìåíäàöèÿì ïðîèçâîäèòåëÿ, ýòè àíòèòåëà
îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ñåëåêòèâíî íåéòðàëèçîâàòü áèî-
ëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü òîëüêî HB-EGF, íî íå EGF,
TGF-a èëè àìôèðåãóëèíà. Ñëåäóåò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî âû-
ÿâëåííàÿ íàìè çàâèñèìîñòü òðàíñàêòèâàöèè îò àêòèâíî-
ñòè ìåòàëëîïðîòåàç ïîçâîëÿåò ïðåäïîëàãàòü äåéñòâèå
HB-EGF â ñâîáîäíîì ñîñòîÿíèè, à íå â âèäå åãî ïðåäøå-
ñòâåííèêà, ëîêàëèçîâàííîãî â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå.
Íà ýòî îáñòîÿòåëüñòâî êîñâåííî óêàçûâàåò è òîò ôàêò, ÷òî
êîììåð÷åñêèå íåéòðàëèçóþùèå àíòèòåëà âûðàáîòàíû íà
öåëóþ ìîëåêóëó HB-EGF, ïîýòîìó îíè ñâÿçûâàþòñÿ è
íåéòðàëèçóþò äåéñòâèå òîëüêî òîãî HB-EGF, êîòîðûé
âûñâîáîæäàåòñÿ èç çàÿêîðåííîãî ñîñòîÿíèÿ â ìåìáðàíå â
ðåçóëüòàòå ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàññìàòðèâàÿ â ñîâîêóïíîñòè äàííûå
îá èíãèáèðîâàíèè Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè áëîêèðîâàíèè ôóíêöèè êàê
HB-EGF, òàê è ìåòàëëîïðîòåàç, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä îá
èõ ó÷àñòèè â ìåõàíèçìå òðàíñàêòèâàöèè ïðè îêèñëèòåëü-
íîì ñòðåññå â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû À431.

Îáñóæäåíèå

Çà ïîñëåäíèå ãîäû íàêîïëåíî áîëüøîå êîëè÷åñòâî
äàííûõ, ñâèäåòåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî êàê â íîðìàëü-
íûõ, òàê è â òðàíñôîðìèðîâàííûõ êëåòêàõ ñèãíàëüíûå
ïóòè òåñíî âçàèìîñâÿçàíû ñ âíóòðèêëåòî÷íûì ðåäîêñ-ñî-
ñòîÿíèåì. Ìíîãèå êîìïîíåíòû ñèãíàëüíûõ ñèñòåì ÿâëÿ-
þòñÿ ðåäîêñ-÷óâñòâèòåëüíûìè ìîëåêóëàìè, â òîì ÷èñëå
ðåöåïòîð EGF. Òî÷íûé ìåõàíèçì ìîäóëÿöèè àêòèâíîñòè
ðåöåïòîðà EGF ïîñðåäñòâîì ÀÔÊ äî ñèõ ïîð íåèçâåñòåí.
Â äàííîé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíû ðàííèå ñèãíàëüíûå
ñîáûòèÿ, âûçâàííûå äåéñòâèåì H2O2 â êëåòêàõ ýïèäåðìî-
èäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà ëèíèè À431.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî â ýòèõ êëåòêàõ H2O2 â êîíöåí-
òðàöèè 1—2 ìÌ âûçûâàëà áûñòðîå (çà 5 ìèí) ôîñôîðèëè-
ðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF ïî òèðîçèíó, óðîâåíü êîòîðîãî
óìåíüøàëñÿ çà 20 ìèí äî êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ. Èñïîëü-
çîâàíèå äëÿ ñòèìóëÿöèè âûñîêîé êîíöåíòðàöèè Í2Î2 íå
ïðîòèâîðå÷èò äàííûì ëèòåðàòóðû, ñîãëàñíî êîòîðûì â
êëåòêàõ À431 àêòèâàöèÿ ðåöåïòîðà EGF òðåáóåò áîëåå âû-
ñîêîé êîíöåíòðàöèè Í2Î2 ïî ñðàâíåíèþ ñ ôèáðîáëàñòàìè
(Simon et al., 1998). Ýòî ìîæåò óêàçûâàòü íà áîëåå âûñî-
êèé óðîâåíü àíòèîêñèäàíòíûõ ôåðìåíòîâ â ýòèõ êëåòêàõ,
÷òî îáúÿñíÿåò ïîâûøåííóþ óñòîé÷èâîñòü ìíîãèõ îïóõî-
ëåâûõ êëåòîê ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó (Porta et al.,
1996). Èçó÷åíèå äèíàìèêè Í2Î2-èíäóöèðîâàííîé àêòèâà-
öèè ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ À431 ïîêàçàëî ñîõðàíåíèå
àêòèâèðóþùåãî ýôôåêòà Í2Î2 âïëîòü äî 15 ìèí, ïðè÷åì
íàáëþäàåìûé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà çà-
âèñåë îò êîíöåíòðàöèè Í2Î2. Â ëèòåðàòóðå îòìå÷àåòñÿ
ïðîëîíãèðîâàííîå äåéñòâèå Í2Î2 (äî 4 ÷) íà êëåòêè ðàç-
íûõ òèïîâ, íî ïðè ñóùåñòâåííî ìåíüøèõ êîíöåíòðàöèÿõ
(îò 1 äî 200 ìêÌ) (Goldkorn et al., 1998) ïî ñðàâíåíèþ ñ
èñïîëüçîâàííûìè â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ.

Â ïðåäûäóùèõ ðàáîòàõ ìû äåòàëüíî èññëåäîâàëè
ðîëü ñîáñòâåííîé òèðîçèíêèíàçû ðåöåïòîðà EGF â ïðî-
öåññå åãî òðàíñàêòèâàöèè ðàçëè÷íûìè àãîíèñòàìè, òàêè-
ìè êàê IFNg, îêèñëåííûé ãëóòàòèîí è åãî ôàðìàêîëîãè÷å-
ñêèé àíàëîã Ãëóòîêñèì®, â ðÿäå êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ðåöåïòîð EGF íà âûñîêîì óðîâíå (Áóðîâà è äð.,
2005; Burova et al., 2007). Êàê ïîêàçàíî â äàííîé ðàáîòå,
òèðîçèíêèíàçíàÿ àêòèâíîñòü ðåöåïòîðà EGF ÿâëÿåòñÿ íå-
îáõîäèìûì óñëîâèåì åãî òðàíñàêòèâàöèè òàêæå è ïðè
äåéñòâèè Í2Î2 â êëåòêàõ À431. Íà îñíîâàíèè èìåþùèõñÿ
äàííûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî òðåáîâàíèå òèðî-
çèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè ðåöåïòîðà EGF äëÿ ïðîöåññà åãî
òðàíñàêòèâàöèè ÿâëÿåòñÿ óíèâåðñàëüíûì äëÿ ðàçíûõ êëå-
òîê è íå çàâèñèò, ïî-âèäèìîìó, îò ñòèìóëà.

Âîçäåéñòâèå Í2Î2 âûçûâàåò â êëåòêàõ ðÿä ïðîöåññîâ,
àíàëîãè÷íûõ äåéñòâèþ EGF: àâòîôîñôîðèëèðîâàíèå ðå-
öåïòîðà EGF, ôîñôîðèëèðîâàíèå SH2-ñîäåðæàùèõ ñóáñò-
ðàòîâ (PLCg, Shc, Grb2 è Src) è àêòèâàöèþ Ras-çàâè-
ñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè (Rao, 1996; Aikawa et al., 1997;
Goldkorn et al., 1998). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñ÷èòàåòñÿ îáùå-
ïðèçíàííîé ñõåìà, ñîãëàñíî êîòîðîé ïðè ñòèìóëÿöèè
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Ðèñ. 3. Íåîáõîäèìîñòü àêòèâíîñòè ìåòàëëîïðîòåàç è HB-EGF äëÿ H2O2-èíäóöèðîâàííîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF â
êëåòêàõ A431.

Ê — íåîáðàáîòàííûå (êîíòðîëüíûå) êëåòêè. Êëåòêè ïåðåä ñòèìóëÿöèåé H2O2 (2 ìÌ) ïðåäâàðèòåëüíî îáðàáàòûâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí èíãèáèòîðîì
ìåòàëëîïðîòåàç øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ GM6001 (50 ìêÌ) ëèáî â òå÷åíèå 1 ÷ íåéòðàëèçóþùèìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ HB-EGF èëè TGFá â êîíöåíò-
ðàöèÿõ 10 è 0.4 ìêã/ìë ñîîòâåòñòâåííî. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè êëåòêè A431, ñòèìóëèðîâàííûå EGF (50 íã/ìë, 5 ìèí). Èììóíîáëîòèíã òî-

òàëüíûõ ëèçàòîâ êëåòîê ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ àíòèòåë ïðîòèâ ôîñôîòèðîçèíà (pY20) è ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïðîòèâ MAP-êèíàç ERK1,2.



EGF ïðîèñõîäÿò äèìåðèçàöèÿ ðåöåïòîðà EGF è àêòèâàöèÿ
åãî âíóòðåííåé òèðîçèíêèíàçû ñ ïîñëåäóþùèì àâòîôîñ-
ôîðèëèðîâàíèåì îñòàòêîâ òèðîçèíà íà C-êîíöå ðåöåïòî-
ðà, êîòîðûå âûïîëíÿþò ôóíêöèþ ñàéòîâ àññîöèàöèè ñ
ñèãíàëüíûìè áåëêàìè. Â êà÷åñòâå ñàéòîâ àâòîôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ ðàññìàòðèâàþò îñòàòêè òèðîçèíà â ïîëîæåíèÿõ
992, 1045, 1068, 1086, 1148 è 1173. Tyr845 â êàòàëèòè÷å-
ñêîì êèíàçíîì äîìåíå ðåöåïòîðà EGF íå ÿâëÿåòñÿ ñàéòîì
àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ. Ôîñôîðèëèðîâàíèå Tyr1045 îò-
âå÷àåò çà íàïðàâëåíèå àêòèâèðîâàííîãî ðåöåïòîðà EGF íà
äåãðàäàöèþ â ëèçîñîìû ÷åðåç óáèêâèòèíèðîâàíèå ðåöåï-
òîðà. Tyr1068 ÿâëÿåòñÿ ñàéòîì ñâÿçûâàíèÿ òðàíñêðèï-
öèîííîãî ôàêòîðà STAT3 è àäàïòåðíîãî áåëêà Grb2, êî-
òîðûé îáðàçóåò êîìïëåêñ ñ Shc è Sos ïðè ñòèìóëÿöèè íå
òîëüêî EGF, íî è Í2Î2, ÷òî âåäåò ê àêòèâàöèè MAP-êèíàç-
íîãî ïóòè. Tyr1173 è Tyr1148 ñëóæàò ñàéòàìè ñâÿçûâàíèÿ
àäàïòåðíîãî áåëêà Shc.

Ìû óñòàíîâèëè, ÷òî â îòâåò íà äåéñòâèå Í2Î2 ïðîèñ-
õîäèò ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF ïî Tyr845 è ïî
ñàéòàì àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ 1045, 1068, 1148 è 1173 (çà
èñêëþ÷åíèåì Tyr992). Íàïðîòèâ, ñòèìóëÿöèÿ EGF, êàê è
îæèäàëîñü, ïðèâåëà ê àâòîôîñôîðèëèðîâàíèþ âñåõ ñàé-
òîâ ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ À431. Ñëåäîâàòåëüíî, Í2Î2

âûçûâàåò ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà EGF ïî îñíîâ-
íûì òèðîçèíîâûì ñàéòàì, ïîäîáíûì òåì, êîòîðûå äåòåê-
òèðóþòñÿ ïðè äåéñòâèè EGF. Èçó÷åíèþ ñïåöèôè÷íîñòè
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF ïðè îêèñëèòåëüíîì
ñòðåññå ïîñâÿùåíû ëèøü íåìíîãî÷èñëåííûå ðàáîòû.
Â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ëèíèè NA, îâåðýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ðåöåïòîð EGF, îòìå÷àëîñü ïðåèìóùåñòâåííîå ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèå Tyr1173, à òàêæå ìèíîðíîå ôîñôîðèëèðî-
âàíèå îñòàòêîâ òèðîçèíà â ïîëîæåíèÿõ 992, 1068, 1086 è
1148 ïðè ñòèìóëÿöèè Í2Î2 (Gamou, Shimizu, 1995). Íà-
ïðîòèâ, â êëåòêàõ Ños7, ýêñïðåññèðóþùèõ ðåöåïòîð íà
âûñîêîì óðîâíå, ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå íå íàáëþäà-
ëè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Tyr1173 (Chen et al., 2001). Â êëåò-
êàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû ÷åëîâåêà À431 äåòåêòèðî-
âàëè ôîñôîðèëèðîâàíèå òîëüêî Tyr1068 è Tyr845 ïðè
äåéñòâèè Í2Î2, íî ýòî íå ÿâëÿëîñü ïðåäìåòîì ñïåöèàëü-
íîãî èññëåäîâàíèÿ (Sato et al., 2003). Ýòà æå ãðóïïà ÿïîí-
ñêèõ àâòîðîâ óñòàíîâèëà, ÷òî óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ôîñôî-
ðèëèðîâàíèÿ Tyr845 çàâèñèò îò àêòèâíîñòè êèíàçû c-Src è
ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ïðÿìîé àññîöèàöèè c-Src è ðåöåïòî-
ðà EGF â êëåòêàõ À431. Â ñâîþ î÷åðåäü Src-êàòàëèçèðî-
âàííîå ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà ïî Tyr845 íåîáõî-
äèìî äëÿ ðåãóëÿöèè ñèãíàëüíîãî ïóòè STAT-p21waf1 (Sato
et al., 1995a, b). Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ íàøèìè äàííûìè, ñî-
ãëàñíî êîòîðûì àêòèâàöèÿ òðàíñêðèïöèîííûõ ôàêòîðîâ
STAT1 è STAT3 âêëþ÷àåò Src-çàâèñèìóþ òðàíñàêòèâà-
öèþ ðåöåïòîðà EGF ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå â êëåòêàõ
À431 (Áóðîâà è äð., 2003). Ïîëó÷åííûå äàííûå î
ñàéò-ñïåöèôè÷íîñòè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà EGF
ÿâëÿþòñÿ îðèãèíàëüíûìè è ðàñøèðÿþò íàøå ïðåäñòàâëå-
íèå îá àâòîôîñôîðèëèðîâàíèè êàê î íåîáõîäèìîé ñòàäèè
â ìåõàíèçìå òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF ïðè îêèñëè-
òåëüíîì ñòðåññå â êëåòêàõ À431.

Àâòîôîñôîðèëèðîâàíèå ìîæåò îáåñïå÷èâàòüñÿ àêòè-
âàöèåé ðåöåïòîðà EGF îäíèì èç åãî àãîíèñòîâ. Âñå ëèãàí-
äû ðåöåïòîðà EGF (EGF, HB-EGF, TGF-a, àìôèðåãó-
ëèí, áåòàöåëëóëèí, ýïèðåãóëèí è ýïèãåí) ñèíòåçèðóþòñÿ
â êëåòêå êàê ìåìáðàííî-çàÿêîðåííûå ïðåäøåñòâåííèêè.
Êàê ïðàâèëî, îíè ïîäâåðãàþòñÿ ýêñòðàêëåòî÷íîìó ïðîòå-
îëèòè÷åñêîìó ðàñùåïëåíèþ ìåòàëëîïðîòåàçàìè ñåìåéñò-
âà ADAM (a disintegrin and metalloprotease) è âûñâîáîæäà-
þòñÿ â ìåæêëåòî÷íîå ïðîñòðàíñòâî, ÷òîáû äàëåå àêòèâè-

ðîâàòü ðåöåïòîð EGF. Ïðîòåîëèòè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå
ëèãàíäîâ ÿâëÿåòñÿ ëèìèòèðóþùåé ñòàäèåé, êîíòðîëèðóþ-
ùåé ïðîöåññ àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF. Â ëèòåðàòóðå àê-
òèâíî äèñêóòèðóåòñÿ âîïðîñ î ðîëè ìåòàëëîïðîòåàç â ïðî-
öåññå GPCR-èíäóöèðîâàííîé òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà
EGF (Blobel, 2005; Higashiyama, Nanba, 2005; Ohtsu et al.,
2006). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ìàëî âíèìàíèÿ óäåëÿåòñÿ èçó-
÷åíèþ ìåõàíèçìà ADAM-çàâèñèìîé òðàíñàêòèâàöèè
ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå. Íàì êàçàëîñü ïðèâëåêàòåëü-
íûì ïðîâåðèòü ãèïîòåçó îá ó÷àñòèè ìåòàëëîïðîòåàç â
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîé òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â
êëåòêàõ À431. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû î ïîäàâëåíèè òè-
ðîçèíîâîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ðåöåïòîðà èíãèáèòîðîì
ìåòàëëîïðîòåàç GM6001 ïîäòâåðæäàþò íàøå ïðåäïîëî-
æåíèå î çàâèñèìîñòè òðàíñàêòèâàöèè îò àêòèâíîñòè ìå-
òàëëîïðîòåàç ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå. Â äàëüíåéøåì
íåîáõîäèìî áóäåò îïðåäåëèòü ñïåöèôè÷íîñòü ìåòàëëîï-
ðîòåàç, âîâëå÷åííûõ â ïðîöåññ àêòèâàöèè ðåöåïòîðà, íî
âûïîëíåíèå òàêîé çàäà÷è ïîòðåáóåò ñïåöèàëüíîãî êîìï-
ëåêñíîãî èññëåäîâàíèÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî ìåòàëëîïðîòåàçû ADAM9, 10 è 17 èã-
ðàþò êëþ÷åâóþ ðîëü â âûñâîáîæäåíèè âñåõ ëèãàíäîâ ðå-
öåïòîðà EGF (Sahin et al., 2004). Ìîæíî ïðåäïîëàãàòü ó÷à-
ñòèå âûøåíàçâàííûõ ïðîòåàç òàêæå è â Í2Î2-èíäóöèðî-
âàííîé òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ À431.
Ïðîáëåìà îïðåäåëåíèÿ ñïåöèôè÷íîñòè è ðåãóëÿöèè
ADAM â êîíòåêñòå òðàíñàêòèâàöèè îñòàåòñÿ ïî-ïðåæ-
íåìó àêòóàëüíîé, íåñìîòðÿ íà çíà÷èòåëüíûå äîñòèæåíèÿ
â ýòîé îáëàñòè. Â îáùåì àêòèâíîñòü ìåòàëëîïðîòåàç
ADAM îïðåäåëÿåòñÿ òèïîì êëåòîê è çàâèñèò îò ñòèìóëà.
Ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå ðàññìàòðèâàþò ðÿä âîçìîæ-
íûõ ìåõàíèçìîâ àêòèâàöèè ADAM. Âî-ïåðâûõ, ÀÔÊ ìî-
ãóò íåïîñðåäñòâåííî âûçûâàòü ïîñòòðàíñëÿöèîííûå ìî-
äèôèêàöèè ADAM ïóòåì îêèñëåíèÿ òèîëüíûõ ãðóïï öèñ-
òåèíà â êàòàëèòè÷åñêîì äîìåíå, ÷òî âåäåò ê àêòèâàöèè
ëàòåíòíîé ôîðìû ýíçèìà. Äðóãàÿ âîçìîæíîñòü çàêëþ-
÷àåòñÿ â àêòèâàöèè ADAM ïðîòåèíêèíàçàìè ÐÊÑ è Src,
êîòîðûå ÿâëÿþòñÿ ìèøåíÿìè äåéñòâèÿ ÀÔÊ. Ýòî ñîãëà-
ñóåòñÿ ñ äàííûìè îá àêòèâàöèè ñ-Src (Sato et al., 1995b) è
î íåîáõîäèìîñòè òèðîçèíêèíàç Src-ñåìåéñòâà äëÿ òðàíñ-
àêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF (Áóðîâà è äð., 2003) ïðè äåéñò-
âèè Í2Î2 íà êëåòêè À431.

Íà ñëåäóþùåì ýòàïå íàøåé ðàáîòû ëîãè÷íî áûëî âû-
ÿñíèòü ïðèðîäó òîãî àãîíèñòà ðåöåïòîðà EGF, âûñâîáîæ-
äåíèå êîòîðîãî èç ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ðåãóëèðó-
åòñÿ ìåòàëëîïðîòåàçàìè è ïðèâîäèò â ðåçóëüòàòå ê àê-
òèâàöèè ðåöåïòîðà. Ñðàâíåíèå èíãèáèðóþùåãî ýôôåêòà
àíòèòåë, íåéòðàëèçóþùèõ HB-EGF è TGF-a, ïîçâîëÿåò
îïðåäåëèòü èìåííî HB-EGF â êà÷åñòâå àãîíèñòà, àêòèâè-
ðóþùåãî ðåöåïòîð EGF. Òàêîå íàáëþäåíèå âïåðâûå ñäå-
ëàíî â îòíîøåíèè êëåòîê À431 â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíî-
ãî ñòðåññà. Ïîñêîëüêó HB-EGF ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ëèãàí-
äîâ ðåöåïòîðà EGF, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îí
îñóùåñòâëÿåò àêòèâàöèþ ðåöåïòîðà â êëåòêàõ À431 ÷åðåç
àóòîêðèííóþ ïåòëþ, õîòÿ íåëüçÿ èñêëþ÷èòü è ïàðàêðèí-
íóþ àêòèâàöèþ.

Â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ ìåõàíèçìà Í2Î2-èíäó-
öèðîâàííîé òðàíñàêòèâàöèè ðåöåïòîðà EGF â êëåòêàõ
À431 ìû ïîêàçàëè, ÷òî íà÷àëüíûå ñòàäèè ïåðåäà÷è ñèãíà-
ëà îò Í2Î2 êîíòðîëèðóþòñÿ òèðîçèíêèíàçàìè Src-ñåìåé-
ñòâà. Îáîáùàÿ èìåþùèåñÿ äàííûå, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ìåõàíèçì àâòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ, îïîñðåäóþùèé òðàíñ-
àêòèâàöèþ ïðè îêèñëèòåëüíîì ñòðåññå, îáåñïå÷èâàåòñÿ
àóòîêðèííîé àêòèâàöèåé ðåöåïòîðà EGF åãî àãîíèñòîì
HB-EGF ïðè ó÷àñòèè ìåòàëëîïðîòåàç è òèðîçèíêèíàç
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Src-ñåìåéñòâà. Ìû ïîëàãàåì, ÷òî òàêîé ìåõàíèçì ðåãóëè-
ðóåò íà÷àëüíûå ýòàïû ïåðåäà÷è ñèãíàëà, èíèöèèðîâàííî-
ãî äåéñòâèåì Í2Î2, â êëåòêàõ ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû
À431.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåêò
08-04-01186), êîíòðàêòà ÍÎÖ ¹ 02.740.11.0094 è Ïðî-
ãðàììû ÌÊÁ ÐÀÍ.
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METALLOPROTEASE-MEDIATED HB-EGF RELEASE REGULATES EGF RECEPTOR
TRANSACTIVATION IN A431 CELLS UNDER OXIDATIVE STRESS

I. S. Smirnova, I. V. Gonchar, A. N. Shatrova, N. N. Nikolsky, E. B. Burova1
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We have shown earlier that H2O2 induces EGF receptor transactivation in different cells overexpressing
EGF receptor. Mechanism of H2O2-induced EGF receptor transactivation in A431 human epidermoid carcinoma
cells was examined in this work. We have demonstrated autophosphorylation of Tyr1045, 1068, 1148, 1173 as
well as phosphorylation of Tyr845 of EGF receptor in response to H2O2, as assessed by autophosphorylation
specific antibody. Tyrosine phosphorylation of EGF receptor by H2O2 did not involve receptor autophosphory-
lation at Tyr992. Blocking functions of metalloproteases by broad-spectrum inhibitor GM6001 suppressed
H2O2-induced phosphorylation of EGF receptor, suggesting dependence of the transactivation on metalloprotea-
ses activity. To elucidate the possible role of EGF receptor agonists in its activation we used HB-EGF and
TGF-á neutralizing antibody. H2O2-induced EGF receptor phosphorylation was inhibited by HB-EGF, but not
TGF-á, neutralizing antibody. Taken together, our data suggest that, in human epidermoid carcinoma A431
cells, H2O2 stimulates EGF receptor transactivation via metalloprotease-dependent HB-EGF release and auto-
phosphorylation.

K e y w o r d s: epidermal growth factor receptor, H2O2, transactivation, HB-EGF, metalloprotease, auto-
phosphorylation, A431.
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