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СТВОРЕННЯ РАТІОМЕТИЧНОГО БІОСЕНСЕРУ  

ДЛЯ ДЕТЕКЦІЇ РІВНЯ ПРОТЕОЛІТИЧНОЇ МОДИФІКАЦІЇ 

PROHB-EGF У СКЛАДІ ПЛАЗМАТИЧНОЇ  

МЕМБРАНИ КЛІТИН 

 

Рецептор proHB-EGF, що є частиною родини протеїнів епіде-

рмального фактору росту (англ. EGF – Epidermal growth factor-like 

Growth Factor), являє собою попередника зрілого гепарин зв’язуючого 

епідермального фактора росту sHB-EGF (англ. soluble HB-EGF). Не 

зрілий proHB-EGF заякорюється в мембрану клітини таким чином, що 

частина протеїну знаходиться у позамембранному просторі, а саме  

HB-EGF домен, та частина через трансмембранний домен протеїну у 

цитоплазматичному просторі. Потім proHB-EGF розщеплюється різно-

манітними протеазами, які включають дезінтегрин та металопротеїназу 

(ADAM) та матричну металопротеїназу (MMP) для отримання 

розчинної, зрілої форми sHB-EGF, через процес, що називається 

ектодермальне розщеплення [1; 2]. 

Відомо, що експресія HB-EGF та вивільнення ектодоменів 

збільшуються у відповідь на багато форм механічних чи хімічних травм 

в різних органах. Викликаючи кілька різних відповідей, від 

антиапоптотичних та мітогенних, до міграційних та ангіогенних,  

HB-EGF відіграє вирішальну роль у відновленні та регенерації тканин у 

всьому організмі. Але одна з найголовніших ланок дозрівання HB-EGF, а 

саме молекулярний механізм процесу ектодермального розщеплення, та 

повна низка факторів, що впливають на активування реакції досі є 

невідомим [3]. 

Саме для вирішення вище зазначеного питання нами була створена 

конструкція для детекції протеолітичної модифікації proHB-EGF у 

складі плазматичної мембрани клітин лінії Vero (рис. 1). 
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Рис. 1. Схематичне зображення послідовності протеїну  

з двома флуоресцентними мітками (767 амінокислот) 

 

Конструкція включає в себе флуоресцентний протеїн pm-Cerry з 

посиленою послідовністю Козак на N-кінці, proHB-EGF та флуорес-

центний протеїн EGFP на С-кінці протеїну. Дана конструкція була 

інтеркальована в мембрану досліджуваних клітин та методом конфокальної 

мікроскопії підтверджена цілісність конструкції, а саме перекриття 

випромінення спектрів флуоресцентних міток на мембрані клітин. 

Отримані результати свідчать про те, що ратіометрична конструкція 

синтезується у клітинах лінії E.coli цілісно та без значних помилок. 

Також конструкція вдало вбудовується у мембрану досліджуваної 

клітинної лінії, а саме має правильну орієнтацію, про це свідчать 

результати конфокальної мікроскопії, що проводилась за використанням 

опромінення зеленого, червоного та синього спектрів. Було проведено 

колокаційний аналіз, що показав перекриття спектрів випромінення для 

червоного та зеленого у дослідній клітині (рис. 2). 

 

 

Рис. 2. Конфокальні знімки препаратів клітин лінії Vero, 

забарвлених флуоресцентними протеїнами mCherry 
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На зображеннях точки, які містять флуоресцентну мітку, що 

відповідає амінокислотній послідовності протеїну EGFP, позначені 

зеленим кольором; що містять послідовність протеїну mCherry, 

позначені червоним кольором; ядерному барвнику Hoechst 33342 – 

синім. A – зафарбовані ядра досліджуваних клітин Hoechst; B – детекція 

червоного забарвлення mCherry на довжині хвилі 650 нм.; C – 

колокалізація протеїнів EGFP та; D – детекція червоного та зеленого 

забарвлення mCherry та EGFP, одночасно на довжині хвиль 510-650 нм. 

Оптичний зріз проходить приблизно через середину клітин. 
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Морские водоросли используются человеком в пищу уже достаточно 

давно. Однако, исследований их пищевой ценности мало, а оценка их 

как источника витаминов до сих пор не осуществлена. Такая оценка 

необходима так как моряки некоторых африканских стран находятся в 

море долгие месяцы; при этом запасы фруктов и овощей исчерпываются, 

а люди из-за этого страдают гипо- и авитаминозами. 


