РЕФЕРАТ

циклу наукових праць «СИГНАЛЬНІ МЕРЕЖІ, ЗАЛУЧЕНІ ДО РОЗВИТКУ ФЕНОТИПУ РАКОВИХ СТОВБУРОВИХ КЛІТИН: РОЛЬ АДАПТЕРНИХ ПРОТЕЇНІВ ТА РОЗРОБКА ПРОТИПУХЛИННОЇ ТЕРАПІЇ НА ОСНОВІ НАНОМАТЕРІАЛІВ» на здобуття щорічної премії 
Президента України для молодих вчених,

виконаного авторським колективом

к.б.н. Пасічник Г.В., Горак І.Р., Франскевич Д.В.
Актуальність теми. Злоякісні новоутворення – одна з найбільш небезпечних проблем сучасності. За даними ВООЗ онкологічні захворювання – причина більш ніж 15% усіх смертей у світі. В Україні щороку виявляються близько 160 тисяч нових випадків злоякісних новоутворень. За останні 10 років кількість хворих збільшилася на 25% і продовжує зростати на 2,6-3% на рік. За розрахунками фахівців до 2020 року кількість нових випадків онкологічних патологій в Україні може вирости до 200 тисяч. Зважаючи на пандемічний характер поширення онкологічних захворювань, важливим є подальше дослідження тонких механізмів регуляції процесів, залучених до канцерогенезу.
На сьогодні переконливо показано, що в основі канцерогенезу лежить існування системних взаємодій між чисельними генетичними подіями та епігенетичними порушеннями, які включають хромосомні аномалії, активацію протоонкогенів, інактивацію супресорних генів пухлин, аберантну експресію та зміну функціональної активності рецепторів факторів росту, їхніх лігандів та низки внутрішньоклітинних ефекторних протеїнів (Hahn & Weinberg, 2002). Однак, незважаючи на високий ступінь гетерогенності механізмів виникнення і прогресії злоякісних новоутворень у всьому світі не припиняється пошук як нових пухлиноспецифічних маркерів, так і внутрішньоклітинних мішеней для скерованого впливу на біологію пухлинних клітин. Це пов’язано, насамперед, з тим, що регуляторні механізми клітин організовані за мережевим принципом, і, діючи скеровано на їх ключові компоненти, вдається регулювати фізіологію клітин в обхід генетичних змін, що викликали розвиток тих чи інших патологічних станів (Noble et al., 2004). Якісно новий підхід у лікуванні онкологічних патологій пов'язаний з розробкою концепції «стовбурових пухлинних клітин» (Stingl & Caldas, 2007; Schulenburg et al., 2007). На сьогодні нагромаджено значний масив свідчень стосовно того, що злоякісні новоутворення різного тканинного походження містять популяції клітин, що виявляють властивості стовбурових клітин, зокрема здатність до самовідтворення. Ці клітини, т. зв. пухлинні/ракові стовбурові клітини (cancer stem cells, CSCs) завдяки своїй відносній резистентності до опромінення й цитотоксичних препаратів сприяють розвитку терапевтичної резистентності й прояву рецидивів захворювання. В рамках концепції CSCs можна припустити, що найефективніша терапія повинна бути скерована на ланки сигнальних мереж, залучених до контролю виживання і самовідтворення CSCs у порівнянні з нормальними стовбуровими клітинами (McDermott & Wicha, 2010). 
Одними із основних компонентів сигнальних мереж клітин є адаптерні протеїни. Адаптерні протеїни характеризуються наявністю численних протеїно-/ліпідо-зв’язувальних доменів і мотивів, центрів для індукованої посттрансляційної модифікації і відсутністю каталітичних доменів. Вони визначають утворення і локалізацію сигнальних комплексів і можуть сприяти проходженню чи інгібувати передачу сигналу залежно від їх концентрації в певному компартменті, регулюючи, таким чином, специфічність, ефективність і амплітуду сигналювання (Levchenko, 2000). Особливості структурно-функціональної організації  адаптерного протеїну Ruk/CIN85 (Regulator for ubiquitous kinase/Cbl-interacting protein of 85K) дозволяють вважати його представником окремої родини SH3-вмісних адаптерних протеїнів (Dikic, 2002), які виконують інтегруючу роль в регуляції архітектури актинового цитоскелету, адгезії й інвазії клітин (Hutchings et al., 2003; Schmidt et al., 2003; Shih et al., 2001; Tibaldi & Reinherz, 2003; Nam et al., 2007; Havrylov et al., 2010) апоптозу (Chen et al., 2000; Gout et al., 2000), мітогенного сигналювання (Petrelli et al., 2002; Soubeyran et al., 2002), ліганд-опосередкованого ендоцитозу рецепторних тирозинових протеїнкіназ та трафіку ендоцитних везикул (Petrelli et al., 2002; Soubeyran et al., 2002; Havrylov et al., 2009).
Однак, на сьогодні у літературі повністю відсутні дані стосовно вкладу адаптерних протеїнів до контролю біологічних відповідей CSCs. Проведення досліджень у цьому напрямку дозволить не тільки з’ясувати роль адаптерних протеїнів у розвитку молекулярних ознак CSCs, що забезпечують виживання і здатність до самовідтворення пухлинних клітин різного тканинного походження, але й отримати нові моделі ліній клітин, придатні для пошуку і розробки протипухлинних препаратів та моніторингу ефективності їх дії.
Як уже зазначалось, одним із шляхів впливу на CSCs є пошук агентів, дія яких спрямована на модифікацію сигнальних шляхів, залучених до контролю росту та загибелі клітин. Така модифікація має бути спрямована, по-перше, на активацію механізмів апоптозу пухлинних клітин, по-друге, на уникнення побічних ефектів, спричинених ушкодженням нормальних клітин. Перспективним модифікатором сигнальних мереж клітин різних типів є фулерен С60 – вуглецева наноструктура з унікальними фізико-хімічними властивостями, що здатна вбудовуватись у клітинні мембрани та впливати на регуляторні шляхи всередині клітини. З одного боку, фулерен С60 володіє антиоксидантними властивостями, з іншого – внаслідок УФ/видимого опромінення легко переходить у збуджений стан, продукуючи при цьому цитотоксичні активні форми кисню, що відкриває перспективу використання цієї наноструктури як фотосенсибілізатора для фотодинамічної терапії пухлин. Окрім того, функціоналізація фулерена С60 протипухлинними лікарськими препаратами дозволить посилювати накопичення останніх у пухлинних клітинах та, у сукупності з фотосенсибілізувальним потенціалом фулерена С60, підвищувати ефективність протипухлинної терапії (Матишевська і ін., 2010; Прилуцька і ін., 2012). 
Таким чином, підвищення ефективності лікування злоякісних патологій пов’язане із застосуванням комплексних терапевтичних підходів, які базуються на скерованому впливу на сигнальні шляхи, що активуються в CSCs, у поєднанні з біосумісними наноматеріалами, здатними диференційно модулювати активність цих шляхів у пухлинних клітинах.
Представлена робота, спрямована на вирішення зазначених вище проблем, складається з таких частин:
І. Роль адаптерних протеїнів у функціонуванні ракових стовбурових клітин
Метою цієї частини роботи було дослідити внесок адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у формування та підтримання фенотипу ракових стовбурових клітин (CSCs), його участь у процесах метастазування.
Для досягнення мети були поставлені завдання:
· Визначити рівень експресії множинних молекулярних форм Ruk/CIN85 у зразках первинних пухлин щитоподібної та молочної залоз людини та дослідити їх розподіл між субклітинними компартментами у клітинах аденокарциноми молочної залози людини лінії MCF-7;
· Дослідити вплив надекспресії Ruk/CIN85 у аденокарциномних клітинах молочної залози людини лінії MCF-7 на прояв таких функціональних і молекулярних ознак CSCs, як знижена проліферативна активність, формування мамосфер у детермінованому середовищі на низькоадгезивному пластику, збільшення популяції клітин з фенотипом CD44+/CD24-, резистентність до дії доксорубіцину, цисплатину, тамоксифену та етопозиду, підвищення активності ALDH та ABC транспортерів, вмісту ABCG2 транспортеру, активація Erk, Akt та Src кіназ;
· З’ясувати вклад адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у клітинах феохромоцитоми щура лінії РС12 на прояв таких ознак CSCs, як формування сфероїдів у детермінованому середовищі на низькоадгезивному пластику, посилення експресії Id1 та зниження експресії MATH2/NEUROD6, резистентність до дії пероксиду водню, активація Erk та Akt кінаа;
· Дослідити роль Ruk/CIN85 у процесах міграції, інвазії та трансендотеліальної міграції на моделях клітин карциноми молочної залози in vitro.

ІІ. Цитотоксична дія фулерена С60 на злоякісно трансформовані клітини
Метою цієї частини роботи було оцінити проапоптичний ефект фулерена С60 у злоякісно трансформованих клітинах з подальшою перспективою розробки протипухлинних препаратів.
Відповідно для досягнення цієї мети необхідно було виконати такі завдання:
· Оцінити продукування активних форм кисню (АФК), рівень вільного цитозольного кальцію, активність кінази р38, мітохондріальний потенціал, вихід цитохрому с з мітохондрій у навантажених фулереном С60 лейкемічних клітинах після фотозбудження наноструктури;
· Оцінити антиоксидантні властивості С60 за комбінованої дії з цисплатином у нормальних клітинах;

· Дослідити вплив комбінованої дії фулерена С60 та цисплатину на продукцію АФК та активність кінази p38 у лейкемічних клітинах;
· Оцінити вплив комбінованої дії фотозбудженого фулерена С60 та цисплатину на генерацію АФК, рівень цитозольного кальцію та клітинний цикл лейкемічних клітин, що відрізняються за чутливістю до цисплатину.

Наукова новизна одержаних результатів. Вперше показано зростання експресії повнорозмірної форми адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у первинних пухлинах щитоподібної та молочної залоз людини, що свідчить про залучення досліджуваного протеїну до процесів канцерогенезу та можливість використання Ruk/CIN85 як маркеру пухлинного процесу.
Вперше на двох моделях (клітини аденокарциноми молочної залози людини лінії MCF-7 та феохромоцитоми щура лінії РС12) продемонстровано, що стабільна надекспресія повнорозмірної форми адаптерного протеїну Ruk/CIN85 супроводжується розвитком низки функціональних і молекулярних ознак, характерних для CSCs. Зокрема, згідно отриманих даних, надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах MCF-7 веде до зниження їх проліферативної активності та ефективності колонієутворення у напіврідкому агарі, зниження адгезивності, збільшення розміру популяції клітин, які формують сфероїди та володіють здатністю до самовідтворення, зростання вмісту CD44 та розміру популяції клітин CD44+/CD24-, підвищення резистентності клітин MCF-7 до дії доксорубіцину, цисплатину, етопозиду та тамоксифену, активації АLDH, ABC транспортерів, Akt і Src кіназ. Вперше показано, що надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах феохромоцитоми щура лінії РС12 викликає посилення прояву таких ознак CSCs, як формування сфероїдів у детермінованому середовищі на низькоадгезивному пластику, зростання експресії Id1 та зниження експресії MATH2/NEUROD6, формування резистентності до дії пероксиду водню, активація Akt кінази. Встановлено, що клітини аденокарциноми молочної залози людини лінії MCF-7 з надекспресією Ruk/CIN85 швидше мігрують, а надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах аденокарциноми молочної залози миші лінії 4Т1 супроводжується посиленням їх міграції, інвазії та трансендотеліальної міграції.
Виявлено, що фулерен С60 пригнічує індуковане цисплатином продукування АФК у нормальних лімфоїдних клітинах, але посилює його у лейкемічних клітинах. Продемонстровано, що фулерен С60 ефективно накопичується всередині лейкемічних клітин та за умови фотозбудження активує сигнальні механізми апоптозу шляхом підвищення продукції активних форм кисню, збільшення концентрації Са2+ у цитозолі, активації кінази р38, падіння мітохондріального потенціалу, виходу цитохрому с з мітохондрій. Виявлено синергічний ефект активації механізмів апоптозу за комбінованої дії С60 та цисплатину на резистентні до протипухлинного препарату лейкемічні клітини.
Практичне значення одержаних результатів. Основні цілі представленої роботи орієнтовані на досягнення результатів, що мають практичне значення. Отримані дані щодо зростання експресії Ruk/CIN85 у первинних пухлинах щитоподібної і молочної залоз людини та впливу надекспресії Ruk/CIN85 в аденокарциномних клітинах молочної залози та клітинах феохромоцитоми наднирників на посилення прояву таких молекулярних ознак СSCs, як формування сфероїдів у детермінованому середовищі, експресія поверхневих маркерів та транскрипційних факторів, посилена хіміорезистентність, активація АLDH та мембранних транспортерів, свідчать про те, що даний адаптерний протеїн може слугувати прогностичним маркером пухлинного процесу і потенційною мішенню для розробки фармакологічних препаратів скерованої дії. Створені клітинні технології, здатні забезпечити підтримання активності CSCs in vitro протягом тривалого часу, можна рекомендувати для впровадження у практику біотехнологічних компаній для оцінювання ефективності новітніх протипухлинних препаратів та широкомасштабного скринування малих молекул і бібліотек siRNA на предмет знищення CSCs. 
Отримані дані щодо нетоксичності та антиоксидантного ефекту фулерена С60 у нормальних лімфоїдних клітинах, з одного боку, та його здатності індукувати апоптоз за умов як фотозбудження, так і комбінованої дії з цисплатином у лейкемічних клітинах, з іншого боку, відкриває перспективу використання цієї вуглецевої наноструктури для посилення ефективності знищення злоякісних клітин. Комбінована дія фотозбудженого фулерена С60 та цисплатину дозволила знизити ефективну токсичну концентрацію протипухлинного препарату та підсилити його цитотоксичний ефект у резистентних до цисплатину лейкемічних клітинах. Ці дані демонструють перспективність використання вуглецевої наноструктури С60 у розробці підходів для протипухлинної фотодинамічної терапії. 
Матеріали циклу робіт можуть бути корисними при підготовці спецкурсів з біохімії, молекулярної та клітинної біології для студентів біологічних факультетів. 

Такий комплексний цикл досліджень виконаний вперше і є пріоритетним не тільки для нашої країни, а й для світової науки в цілому. Отримані дані демонструють, що дослідження сигнальних мереж ракових стовбурових клітин з метою пошуку потенційних маркерів і мішеней для терапії та спрямована дія на них препаратів, розроблених на основі новітніх наноматеріалів, дозволить підвищити ефективність традиційного лікування онкологічних захворювань.
ВИСНОВКИ
1. Виявлено зростання експресії повнорозмірної форми адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у первинних пухлинах щитоподібної та молочної залоз людини. Встановлена специфічна асоціація молекулярних форм Ruk/CIN85 із різними субклітинними компартментами в клітинах аденокарциноми молочної залози людини лінії MCF-7.

2. Продемонстровано, що надекспресія Ruk/CIN85 у аденокарциномних клітин молочної залози людини лінії MCF-7 супроводжується посиленням прояву таких ознак CSCs: зниження проліферативної активності та адгезивності, формування мамосфер у детермінованому середовищі на низькоадгезивному пластику, збільшення популяції клітин CD44+/CD24-, резистентність до дії доксорубіцину, цисплатину, тамоксифену та етопозиду, підвищення активності ALDH та ABC транспортерів, вмісту ABCG2 транспортеру, активацію Erk, Akt та Src кіназ.
3. Показано, що надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах феохромоцитоми щура лінії РС12 викликає посилення формування сфероїдів у детермінованому середовищі на низькоадгезивному пластику, зростання експресії Id1 та зниження експресії MATH2/NEUROD6, формування резистентності до дії пероксиду водню, активацію Akt кінази.
4. Встановлено, що клітини аденокарциноми молочної залози людини лінії MCF-7 з надекспресією Ruk/CIN85 швидше мігрують, а надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах аденокарциноми молочної залози миші лінії 4Т1 супроводжується посиленням їх міграції, інвазії та трансендотеліальної міграції.

5. Продемонстровано фотоцитотоксичний вплив фулерена С60 на лейкемічні клітини L1210, який реалізується через посилення продукування активних форм кисню (АФК), порушення кальцієвого гомеостазу, активацію кінази р38, падіння мембранного потенціалу мітохондрій та вихід цитохрому с у цитозоль. Показано, що фотозбуджений фулерен С60 не спричиняє токсичного ефекту у нормальних лімфоїдних клітинах.
6. Виявлено, що фулерен С60 за комбінованої дії з цисплатином запобігає індукованому цисплатином продукуванню АФК у нормальних лімфоїдних клітинах, але посилює продукцію АФК та активність проапоптичної кінази р38 у оброблених цисплатином лейкемічних клітинах.
7. Показано, що комбінована дія фотозбудженного фулерена С60 та цисплатину призводить до активації сигнальних шляхів апоптозу у резистентних  до цисплатину лейкемічних клітинах. 
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