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Актуальність теми. Нормальна життєдіяльність клітини є результатом взаємодії тонко регульованих процесів передачі позаклітинних стимулів з поверхні клітини до ядра та злагодженої генерації відповіді на них. Порушення чіткої роботи будь-якої ланки цілісного механізму регуляції та контролю клітинного росту, поділу та диференціації, як на рівні експресії генів, так і на рівні модифікації та регуляції функції їх білкових продуктів, призводить до розвитку тяжких патологій – від метаболічних розладів та розумової відсталості до виникнення онкозахворювань. З’ясування міжмолекулярних взаємодій окремих компонентів клітини, починаючи від експресії генів до активності сигнальних білків, є першим й найголовнішим кроком у напрямку створення профілактичних та терапевтичних заходів боротьби із низкою захворювань, включачи злоякісну трансформації клітини, ожиріння, діабет, нейродегенеративні та серцево-судинні захворювання тощо. Тому дослідження молекулярних основ вищезгаданих патологій, що може не тільки поглибити знання про причини їх виникнення и розвитку, я й мати важливе прикладне значення, стає все більше актуальним на сьогодні. 

Цикл робіт, що представляється, присвячений дослідженню фосфатази PTEN, фосфатного транспортера NaPi2b та білка інтерсектину 1. Відомий пухлинний супресор фосфатаза PTEN пригнічує активність РІ3-кіназного шляху. Мутації в гені pten, які призводять до втрати активності PTEN і як результат - до неконтрольованої надактивності компонентів РІ3-залежного каскаду, виявлені в багатьох пухлинах, включаючи гліобластому, меланому, пухлини ендометрію, рак простати і молочної залози (Eng, 2003). Численні дані свідчать про негативний вплив PTEN на процеси, опосередковані дією інсуліну, а саме пригнічення фосфатазою всмоктування глюкози та вплив на метаболізм вуглеводів у печінці, що свідчить про залучення PTEN до регуляції метаболізму ліпідів та формування жирової тканини (Gu et al.,1998; Weng et al., 2001; Yart et al., 2001), а отже робить цей пухлинний супресор потенційною мішенню для терапевтичного впливу при порушеннях ліпідного метаболізму та діабеті другого типу.
Кількість виявлених специфічних маркерів раку яєчника є дуже обмеженою, що значно ускладнює раннє виявлення та терапію цього захворювання. Отже, ідентифікація та характеристика потенційних маркерів раку яєчника є важливим завданням для молекуляpної біології, імунології та онкогінекології. Нещодавно було показано, що фосфатний транспортер NaPi2b має підвищений рівень експресії у пухлинах яєчника та не детектується у нормальному яєчнику (Yin, 2008). Ця властивість робить транспортер NaPi2b привабливим об’єктом для імунотерапії раку.
Багатофакторні порушення у функціонуванні клітин є наслідком не тільки пошкодженої регуляції активності різних сигнальних каскадів, але й часто викликані різноманітними хромосомними абераціями, які призводять до зміни експресії окремих генів. Синдром Дауна — це найчастіша хромосомна причина розумової відсталості, яка є наслідком присутності в клітинах додаткової копії 21-ї хромосоми. Найтяжчим симптомом синдрому Дауна, що стоїть на заваді якісного життя хворих, є розумова відсталість. Тому зусилля вчених спрямовані в першу чергу на пошук фактора, який зумовлює порушення когнітивних функцій центральної нервової системи. Один з генів-кандидатів, ген інтерсектину 1 (ITSN1), кодує білок, що окрім ферментативної ГДФ/ГТФ-обмінної активності виконує функції адаптера та регулює декілька клітинних процесів — передачу сигналу МАРК-шляхом, ендоцитоз та перебудови актинового цитоскелету. Окрім того, численні білкові партнери ITSN1 залучають його до багатьох інших процесів — екзоцитозу, апоптозу та інших. Великий інтерактом ITSN1, тим не менше ,не є повним і потребує розширення з метою встановлення функціональних зв'язків цього білка, що допоможе передбачити наслідки його надекспресії при синдромі Дауна. 

Таким чином, вивчення молекулярних основ клітинної функції як у нормі, так і при різних патологічних станах, зокрема залучення таких молекул як PTEN, NaPi2b та інтерсектину 1 до формування метаболічних, онкологічних, нейродегенеративних захворювань з використанням сучасних методологічних підходів, є важливою і актуальною задачею науковців, вирішення якої може призвести до розкриття нових функціональних зв’язків, що дало б змогу створити нові засоби для боротьби з цими захворюваннями. 

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше показано, що антиген МХ35, який експресується у більшості випадків раку яєчника, є Na-залежним транспортером неорганічного фосфату NаРi2b. 

Вперше отримано моноклональні антитіла проти великого позаклітинного домену транспортера NaРi2b людини, що здатні розпізнавати ендогенний NaРi2b у Вестерн-блот та імуногістохімічному аналізах, а також імунопреципітувати його з лізатів клітин ссавців. 

Вперше визначено ділянку транспортера NaРi2b, де знаходиться епітоп, що розпізнається моноклональними антитілами МХ35. Створено стабільну клітинну лінію HEK293, що надекспресує фосфатний транспортер NaPi2b дикого типу. 

Вперше проведено аналіз експресії NaРi2b на рівні білка у різних гістологічних варіантах епітеліальних пухлин яєчника і тканинах гінекологічного тракту жінки та виявлено його високий вміст у високодиференційованих папілярних серозних та ендометріоїдних пухлинах яєчника, а також в епітеліальних клітинах фаллопієвих труб і ендометрії порівняно з нормальним яєчником. Висловлено припущення, що різний профіль експресії NaРi2b при різних гістологічних варіантах раку яєчника пов’язаний з напрямком диференціювання поверхневого епітелію яєчника при канцерогенезі. 

За допомогою двогібридної системи дріжджів проскриновано кДНК-бібліотеки 18-денного ембріона миші, раку кишечнику людини та клітин HeLa, що дозволило ідентифікувати вісім нових білків-партнерів фосфатази PTEN, серед яких основними є АЕВР1 (білок 1, який зв’язується з енхансером адипоцитів), що функціонує як репресор транскрипції гена аР2, який кодує переносник жирних кислот FABP4 та власне білок FABP4. Ідетнифіковані взаємодії свідчать про потенційну роль пухлинного супресора PTEN у метаболізмі ліпідів та регуляції адипогенезу. 

Вперше показано утворення комплексу PTEN/FABP4 in vitro за допомогою методу поверхневого плазмонного резонансу BIAcore. Встановлено величину рівноважної константи дисоціації KD білково-білкової взаємодії між PTEN і FABP4. За допомогою методів преципітації білкових комплексів із використанням GST-злитих білків та гель-фільтрації вперше показано можливість взаємодії фосфатази PTEN із переносником жирних кислот FABP4 у клітинах диференційованих адипоцитів модельної лінії 3T3L1. 

Вперше отримано моноклональні антитіла проти білка-переносника жирних кислот FABP4, здатні розпізнавати ендогенний FABP4 та імунопреципітувати його з лізатів адипоцитів.

Вперше запропоновано гіпотезу стосовно ролі PTEN у регуляції адипогенезу через утворення комплексу із FABP4. 

Вперше створено єдиний список генів 21-ї хромосоми людини, що містить інформацію з баз даних NCBI, ERICR та H-Inv; знайдено ортологи цих генів у миші та інших організмів. Визначено екзон-інтронні структури генів та доменні структури відповідних білків; створено малюнки-схеми, що поєднують зазначені структури. Розроблено інтерфейс бази даних, що дозволяє віддалено користуватися нею. Вперше створено інструмент обслуговування бази даних, який призначений для доповнення та корегування інформації, що містить база даних.

Отримано рекомбінантні білки, що відповідають окремим ЕН2-, CCR- та SH3A–Е-доменам ITSN1 та вперше отримано поліклональні антитіла до ЕН2-домену ITSN1. Визначено ділянки ITSN1, які взаємодіють з убіквітинлігазою c-Cbl. 

Вперше встановлено взаємодію між ITSN1 та іншим членом родини Cbl — убіквітинлігазою Cbl-b; визначено ділянки ITSN1, що відповідають за це зв'язування. 

Вперше передбачено і підтверджено in vitro та in vivo взаємодію ITSN1 з адаптерним білком Ruk/CIN85; визначено послідовності, що зв'язуються. Вперше встановлено субклітинну локалізацію комплексів ITSN1-Ruk/CIN85 по відношенню до клатрину та c-Cbl.

Практичне значення одержаних результатів. Ідентифікація транспортеру неорганічного фосфату NaРi2b як маркера раку яєчника відкриває перспективи щодо створення нових імунотерапевтичних та діагностичних препаратів для боротьби з цим захворюванням. Нові моноклональні антитіла, отримані проти фосфатного транспортеру NaPi2b, можуть бути використані для вивчення функціонування транспортера в нормі та при патології, а також є перспективними для цілей імунотерапії та діагностики раку яєчника. Створено стабільну клітинну лінію HEK293, що надекспресує фосфатний транспортер NaPi2b, яку можна використовувати для вивчення механізмів регуляції фосфатного транспортера NaPi2b. Виявлена диференційна експресія транспортера в епітеліальних пухлинах яєчника може бути врахована під час застосування антитіл МХ35 у терапії раку яєчника, а також у підтвердженні діагнозів хворих на епітеліальні пухлини яєчника. Рекомбінантний NaPi2b, що містить епітоп антигену МХ35, може бути використаний як складова при розробці протипухлинних вакцин для імунотерапії раку яєчника. 

Отримані дані вносять вклад у загальну картину PTEN-опосередкованих сигнальних мереж, залучених до контролю фізіологічної активності клітин. Детальне дослідження можливості взаємодії фосфатази PTEN з білком FABP4 дає підстави припустити її участь в процесах адипогенезу, зокрема, в регуляції метаболізму ліпідів і транспорту вільних жирних кислот. Це відкриває нові перспективи як у вивченні механізмів регуляції обміну ліпідів, так і з’ясуванні причин порушення їхнього обміну за умов патологій різного походження, зокрема, при розвитку ожиріння, діабету другого типу та атеросклерозу. Водночас, дослідження у зазначеному напрямку закладають теоретичний фундамент для створення фармакологічних препаратів нового покоління, спрямованих на конкретні сигнальні мішені.

Клонування генів фосфатази PTEN та білка-переносника жирних кислот FABP4 з використанням бакуловірусних та бактеріальних векторів дозволяє експресувати і очищати дані білки у кількостях, достатніх для проведення різних досліджень. Отримані моноклональні та поліклональні антитіла проти білка-переносника жирних кислот FABP4 та фосфатази PTEN, відповідно, можуть бути використані при дослідженні процесів диференціації адипоцитів і формування жирової тканини.

Створена база даних генів 21-ї хромосоми людини та їхніх ортологів у миші дозволяє поєднати дані, що прямо чи опосередковано стосуються генів 21-ї хромосоми людини, в межах одного ресурсу. Це дає науковцям, які досліджують молекулярні аспекти синдрому Дауна, можливість отримати не тільки базову, але і різноманітну додаткову інформацію, стосовно генів 21-ї хромосоми та їхніх ортологів у інших організмів, що, в свою чергу, полегшить засвоєння цієї інформації, допоможе встановити взаємозв'язки між надекспресією генів та фенотипом, що спостерігається, та буде сприяти висуванню нових гіпотез щодо механізмів розвитку синдрому Дауна та інших патологій, які пов'язані з порушенням функцій генів, що розташовані на 21-й хромосомі людини.

Результати проведених досліджень з ідентифікації нових функціональних зв'язків ITSN1 дають можливість охарактеризувати низку закономірностей функціонування та механізмів, які лежать в основі регуляції передачі клітинного сигналу через МАРК-шлях. Ідентифікація нових партнерів ITSN1 — убіквітинлігази Cbl-b та адаптерного білка Ruk/CIN85 — вказує на тісну інтеграцію сигнальних шляхів з процесом ендоцитозу. Це доповнює експериментальні дані, які відкривають перспективи для пошуку і впровадження у практику препаратів для корекції патологічних змін, пов'язаних із порушенням регуляції сигнальних шляхів.

Матеріали циклу робіт можуть бути корисними при підготовці спецкурсів з молекулярної біології та біохімії для студентів біологічних факультетів.

Апробація результатів. Основні положення циклу робіт доповідались на Конференції молодих науковців, аспірантів і студентів з молекулярної біології і генетики, присвяченій золотому ювілею подвійної спіралі та 30-тій річниці ІМБіГ НАН України (Київ, 2003), на конгресі FEBS із сигнальних шляхів (Брюсель, Бельгія, 2003), Міжнародній зимовій школі з питань розуміння здоров’я та хвороб (Тампере, Фінляндія, 2004), Експертному засіданні з питань біології генів 21-ї хромосоми (Вашингтон, США, 2004), 14му міжнародному зібранні “Beyond the Identiﬁcation of Transcribed Sequences: Functional, Expression and Evolutionary Analysis” (Чiба, Японiя, 2004), Мiжнародній школі-конференцiї молодих вчених “Системна бiологiя i бiоiнженерiя” (Москва, Росiя, 2005), VII Міжнародній конференції молодих онкологів «Сучасні проблеми експериментальної і клінічної онкології» (м. Київ, 2006), Х Пущинській конференцiї молодих вчених (Пущино, Росiя, 2006), IІ та ІІІ Міжнародних наукових конференціях студентів і аспірантів «Молодь та поступ біології» (Львів, 2006 та 2007), Конференції, присвяченій молекулярним основам і клінічним проблемам резистентності до лікарських засобів (Київ, 2006), Конференції молодих науковців, аспірантів і студентів з молекулярної біології, присвяченій 185 річниці з дня народження Г. Менделя (Київ, 2007), 2-му з’їзді Українського товариства клітинної біології (Київ, 2007), 6-ій Конференції Парнас з питань молекулярних механізмів клітинного сигналінгу (Кракiв, Польща, 2007), Консорціумі RECOOP HST (Печ, Угорщина, 2007), 20-му Конгресі Європейської Асоціації Досліджень Раку (Ліон, Франція, 2008), Конференції молодих вчених, присвяченій 35-річчю ІМБіГ НАНУ (Київ, 2008), а також на засіданнях відділу сигнальних систем клітини ІМБіГ НАНУ, загальних зборах Інституту ракових досліджень Людвіга (Лондонське відділення, Велика Британія), Седар-Синай медичного центру (Лос-Анжелес, США, 2009), Інституту ракових досліджень Людвіга (Нью-Йоркське відділення, США, 2009), відділу біохімії та молекулярної біології Університетського коледжа Лондона (Лондон, Велика Британія) та семінарах імунологічної лабораторії Утрехтського медичного центру (Утрехт, Голандія). 
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