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Анотація 
 

Журавель Б.В. Вплив надекспресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на 

стан активності компонентів сигнальних мереж клітин меланоми миші лінії 

B16, асоційованих з контролем їх інвазивності. – Випускна кваліфікаційна 

робота бакалавра за спеціальністю 091 Біологія ОП «Біологія (високі 

технології)».  

Метою роботи було дослідити роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

регулюванні активності компонентів сигнальних мереж клітин меланоми 

миші лінії B16, асоційованих з контролем їх інвазивності та малігнізації in 

vitro. 

У роботі біохімічними та статистичними методами було 

проаналізовано вплив експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на 

життєздатність та міграційний потенціал клітин меланоми миші лінії B16-

F10. Також було проаналізовано зміни у рівні експресії та активності деяких 

ключових протеїнів сигнальних мереж, залучених до контролю епітелійно-

мезенхімного переходу (ЕМП) і, як наслідок, малігнізації клітин. 

За результатами проведених досліджень встановлено, що надекспресія 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 призводить до збільшення проліферативної 

активності і підвищення міграційного потенціалу клітин меланоми миші лінії 

B16. Виявлено чітку взаємозалежність між змінами вмісту адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 та важливих компонентів сигнальних шляхів 

меланомних клітин, зокрема фосфорильованих активних форм Jnk/SAPK 

кінази, а також таких маркерів ЕМП як протеїни віментин та плакофілін, Rac 

та pSTAT3. 

Отримані дані дозволяють зробити висновок, що адаптерний протеїн 

Ruk/CIN85, залежно від рівня його експресії, залучений до контролю 

малігнізації та набуття інвазивності клітин меланоми шляхом регулювання 

процесу епітелійно-мезенхімного переходу. 

Ключові слова: меланома шкіри, сигнальні мережі, адаптерні 
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Перелік умовних скорочень 
 

ЕМП           – епітелійно-мезенхімний перехід 

ПААГ         – поліакриламідний гель 

BRAF          – ген, що кодує протеїн під назвою B-Raf 

NRAS          – ген, що кодує протеїн під назвою N-Ras 

PTEN          – ген гомологу фосфатази та тензину 

PI3K           – фосфатидилінозитол–3–кіназа 

Ruk             – регулятор повсюдно розповсюдженої кінази 

CIN85         – протеїн з мол. масою 85 кДа, що взаємодіє з с-Cbl  

SETA          – протеїн, що кодує SH3-домени й експресується в астроцитомах 

SH3KBP1   – протеїн 1, що містить SH3-домени і зв’язується з кіназою 

RTK            – receptor tyrosine kinase (рецепторна тирозинкіназа) 

ERK   – extracellular signal-regulated kinase (протеїнкіназа, що 

регулюєтьсяпозаклітинними сигналами) 

SOX10        – Sry-related HMg-Box gene 10 (Sry-споріднений ген HMg-Box 10) 

MITF           – Microphtalmia-associated transcription factor (транскрипційний  

                        фактор, асоційований з мікрофтальмією) 

EGF             – epidermal growth factor (епідермальний фактор росту) 

JNK/SAPK – stress-activated protein kinase/Jun amino-terminal kinase           

                       (протеїнкіназа, що активується стресом/кіназа, що фосфорилює      

                       N-кінець c-Jun) 

Akt/mTOR  – alpha serine/threonine-protein kinase (серин-треонінова  

                       протеїнкіназа-альфа) 

MAPK        – Mitogen activated protein kinase (протеїнкіназа, що активується 
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                      мітогенами) 

STAT3       – Signal transducer and activator of transcription 3 (перетворювач 

                      сигналу та активатор транскрипції 3) 

SH              – Src-homology domain (Src-гомологічний домен) 

ВСТУП 
 

 
Меланома, злоякісна пухлина, що розвивається з меланоцитів, 

вважається найагресивнішим з усіх видів раку шкіри. Хоча меланома складає 

невеликий відсоток від щорічно діагностованих типів раку шкіри (приблизно 

3%), більшість летальних випадків припадає саме на неї (приблизно 70%) [1].  

Основна причина такої статистики і складності лікування захворювань 

на меланому – її здатність уникати виявлення за рахунок відсутності 

симптомів на ранніх стадіях захворювання, а також швидке набуття 

летальності та резистентності до терапевтичних стратегій лікування у разі 

поширення організмом - метазастазування. Очевидно, що для такого 

механізму поведінки, захворювання повинно регулюватись складним 

сигнальним каскадом багаторівневої структури зі здатністю тонко і точно у 

відповідь на зовнішні сигнали змінювати механізм реагування. Саме тому 

важливою ціллю сучасних досліджень, спрямованих на винайдення новітніх 

таргетних терапій меланоми шкіри є ключові сигнальні механізми, залучені 

до процесів виникнення, розвитку та прогресування меланоми.  

Одними з найважливіших компонентів таких сигнальних шляхів є 

адаптерні протеїни, що є універсальними внутрішньоклітинними 

перетворювачами, регуляторами та сигнальними трансмітерами. Ці протеїни 

побудовані з особливих доменів, залучених до міжмолекулярних взаємодій з 

іншими протеїнами, ліпідами, нуклеїновими кислотами, що дозволяє їм 

формувати мультимолекулярні комплекси високого ступеня складності, які 

лежать в основі мережевої організації сигнальних процесів в клітині [2].  

Очевидно, що генетичні зміни в структурі настільки важливих і 
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багатофункціональних клітинних регуляторів і зміни у рівні їх експресії 

можуть зумовлювати порушення клітинного сигналювання, що, в свою 

чергу, може призводити до виникнення численних захворювань, у тому числі 

раку. Тому ці протеїни можна розглядати як тканинно-специфічні маркери 

канцерогенезу та перспективні мішені для розробки протипухлинних 

препаратів.  

Одним з таких адаптерних протеїнів є Ruk/CIN85. Підтверджено, що 

цей сигнальний адаптер може відігравати ключову регуляторну роль у 

багатьох важливих клітинних процесах, а саме: передачі сигналу, 

везикулярному транспорті, ремоделюванні цитоскелету, апоптозі, вірусній 

інфекцій, а також потенційно впливати на розвиток і прогресію ракових 

захворювань.  

У низці досліджень також було виявлено підвищення експресії цього 

адаптера значною мірою у клітинах меланоми шкіри, що потенційно може 

свідчити про його вплив на малігнізацію та зростання інвазивності 

меланомних, клітин [3]. 

Метою роботи було дослідити роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

регулюванні вмісту й активності компонентів сигнальних мереж клітин 

меланоми миші лінії B16, асоційованих з контролем їх інвазивності та 

малігнізації in vitro. 

 

Відповідно до мети були поставлені наступні завдання: 

1. Оцінити життєздатність клітин меланоми миші лінії B16-F10 з 

надекспресією та пригніченою експресією адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85. 

2. Дослідити зміни міграційного потенціалу клітин меланоми миші 

лінії B16-F10 з надекспресією та пригніченою експресією 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85. 
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3. Проаналізувати вплив надекспресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

на зміни вмісту й активності ключових маркерів епітелійно-

мезенхімного переходу у клітинах меланоми, продемонструвавши 

таким чином його роль у контролі цього процесу. 

 

 
РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 
1.1 . Меланома шкіри. Загальна характеристика 

 

Меланома шкіри є одним зі швидко поширюваних у світі типом 

онкологічних захворювань. Щороку меланома шкіри стає причиною близько 

60-ти тисяч смертей. Залежно від доступності відповідної медичної допомоги 

та ранньої діагностики, показники захворюваності та смертності від цього 

захворювання значно відрізняються в різних країнах світу. Меланома 

утворюється внаслідок виникнення генетичних мутацій у меланоцитах, 

спеціалізованих пігментних клітинах, що розташовані переважно в шкірі, де 

вони утворюють меланіни - пігменти, які надають тканинам кольору. 

Джерелом меланоцитів шкіри є високорухливі нервово-хрестовидні 

попередники, які мігрують до шкіри під час ембріонального розвитку. 

Гомеостаз меланоцитів контролюється епідермальними кератиноцитами [4]. 

Через відносно широке розповсюдження меланоцитів меланома може 

виникати повсюдно, незалежно від анатомічної локалізації або типів органів і 

тканин.  

Будучи детектованою вчасно, злоякісна меланома відносно добре 

піддається лікуванню за допомогою хірургічної резекції, але у разі 

невчасного виявлення, зокрема під час поширення організмом і утворення 

метастазів, стає надзвичайно небезпечною, летальною і резистентною до 
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більшості сучасних методів лікування. Провідні стратегії таргетного 

лікування меланоми базуються в основному на ключових відкриттях у сфері 

клітинного сигналювання клітин меланоми, оскільки вони дають змогу 

зрозуміти біологію виникнення, розвитку і прогресування меланоми на 

найглибшому з можливих рівнів [5]. 

1.1.1. Причини і передумови виникнення меланоми 

 

Через свій генотоксичний вплив, дія ультрафіолетових сонячних 

променів визнається найбільш значущим і теоретично здатним до 

модифікування фактором ризику розвитку злоякісної меланоми. Згідно з 

дослідженням Елвуд та ін. про взаємозв'язок між ризиком меланоми та 

впливом сонячного світла, спорадичне перебування на сонці є одним з 

ключових факторів ризику розвитку меланоми. Наявні дані, які свідчать про 

те, що наявність сонячних опіків в анамнезі може бути ознакою надмірного 

періодичного перебування на сонці, а сонячні опіки в дитинстві пов'язані з 

найвищим ризиком розвитку хвороби [6]. В свою чергу, актинічний кератоз і 

немеланомні злоякісні новоутворення шкіри - навпаки, частіше пов'язані з 

хронічним безперервним впливом сонця [7].  

Окрім природних джерел ультрафіолету, на формування меланоми 

може також впливати і штучне ультрафіолетове опромінення. 

Зазначається, що вплив ультрафіолету від звичайного сеансу в солярії значно 

вищий, ніж від звичайного перебування на свіжому повітрі або навіть від 

сонячних ванн [8]. Підвищення захворюваності на меланому також може 

бути пов’язане з деякими методами фотолікування, як ось фотохіміотерапією 

псораленом УФ-А випромінюванням, що використовується для лікування 

псоріазу [9]. 

Кількість меланоцитних невусів, обтяжений анамнез та генетична 

схильність також є одними з основних факторів ризику розвитку хвороби. 

Загалом, меланоцитні невуси, які можуть бути вродженими або набутими, є 
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доброякісними скупченнями меланоцитів або невусних клітин. Зазначається, 

що попередньо існуючий невус присутній приблизно у 25% випадків 

меланоми [10]. Крім того, кількість, особливо розмір і тип невусів відіграють 

значну роль у збільшенні ризику розвитку меланоми [11]. За допомогою 

мета-аналізу, дослідники наводять такі статистичні дані: пацієнти з більш ніж 

100 невусами мали у 7 разів вищий ризик розвитку меланоми [12]. Що 

стосується розміру, то зазвичай невуси великого розміру (>2 мм) і більше (>5 

мм) значно частіше перетворюються на меланому [13].  

Також відомо, що попередньо існуючий диспластичний (атиповий) 

невус присутній у 29-49% випадків несімейної меланоми [14]. Зазначається, 

що ризик розвитку меланоми підвищують не тільки атипові невуси, але й 

навіть просто наявність одного невуса з атиповими характеристиками. 

Приміром п'ять атипових невусів підвищують ризик розвитку меланоми в 

шість разів [12, 15].  

Вагомим фактором ризику розвитку захворювання є сімейна історія 

меланоми. Останнім часом спостерігається велика кількість досліджень, 

спрямованих на з'ясування генетичного підґрунтя виникнення та 

прогресування меланоми, оскільки сімейна кластеризація захворювання є 

індикатором потенційних спадкових причин. У своєму дослідженні сімей зі 

спадковою меланомою Цао та ін. показали, що існує чітко виражений 

аутосомно-домінантний тип успадкування, коли кілька членів сім'ї 

страждають від захворювання більше, ніж родичі у першому поколінні. 

Найчастішими генетичними аномаліями, виявленими в цих сім'ях, були 

мутації в інгібіторі циклін-залежної кінази 2A (CDKN2A або p16), тоді як 

мутації в циклін-залежній кіназі 4 (CDK4) були більш рідкісними [16]. Також 

дослідниками було зроблено висновок, що пацієнти, які мають множинні 

первинні меланоми, множинні передракові захворювання або передракові 

захворювання в анамнезі, такі як диспластичні невуси, з більшою 

ймовірністю матимуть поверхнево інвазивні пухлини та гірші прогнози, аніж 
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ті, хто не має такої генетичної схильності [17]. Ризик розвитку меланоми 

також вищий у людей із сімейними онкологічними синдромами, такими як, 

наприклад, сімейна ретинобластома, синдром раку Лі-Фраумені та синдром 

Лінча II типу [18]. 

Також зазначається, що певні фенотипічні характеристики, такі як 

руде волосся, світла шкіра, численні веснянки, світлі очі, підвищена 

чутливість до сонячного світла і нездатність засмагати, підвищують ризик 

розвитку меланоми приблизно на 50% [19]. 

 

1.1.2. Класифікація меланом за клінічними і гістологічними 

характеристиками 

 

ППМ розшифровується як поверхнево поширена меланома. На неї 

припадає близько 70% загальних випадків захворювання і вона є 

найпоширенішим типом меланоми. ППМ зазвичай з’являється як наслідок 

спорадичного перебування на сонці і найчастіше вражає задню поверхню ніг 

у чоловіків і жінок [18]. З клінічної точки зору, цей вид раку має різноманітні 

відтінки, такі як коричневий, сірий, чорний, фіолетовий, рожевий кольори а в 

рідкісних випадках - блакитний або білий. Ураження зазвичай має один або 

кілька неправильних півострівних виступів і різко окреслені краї. З 

особливих ознак також зазначають, що на шкірі може з’являтися вузол або 

папула, що пальпується, і яка піднімається на кілька міліметрів над 

поверхнею шкіри. 

Вузлова меланома - ВМ. Складає 5% всіх меланом і найчастіше 

вражає тулуб і кінцівки пацієнтів віком 50-60-ти років, а також частіше 

зустрічається у чоловіків, ніж у жінок. У вузлових меланомах часто 

розвиваються виразки. Для цього виду меланоми характерним є те, що вона 

має лише вертикальну фазу росту, що корелює з більш швидким ростом і 

вищою частотою метастазування [18]. Клінічно ВМ має відносно 



  12 

 
рівномірний коричневий, чорний або синьо-чорний колір і може проявлятися 

у вигляді підвищеної бляшки з нерівними межами, виразкового поліпа або 

вузла з гладкою поверхнею. ВМ може бути ахромічною майже у 50% 

випадків. За гістологічними ознаками пухлина складається з невеликих 

скупчень і гнізд меланомних клітин, які разом утворюють пухлинний вузол 

[20]. 

ММЛ, або малігнізована меланома Лентіго. Від 4% до 15% шкірних 

меланом - це ММЛ, яка, на відміну від ВМ і ППМ, корелює з тривалим 

перебуванням на сонці. Перш ніж поширитися на сосочкову дерму, цей вид 

меланоми може знаходитись на стадії попереднього розвитку протягом 

десятиліть [18]. Він може мати різний колір, включаючи чорний, коричневий 

і бурий. Хоча пухлина часто буває плоскою і великою, вона має нерівні краї, 

а також може виявлятись як папулоподібне вогнище інвазії. ММЛ 

найчастіше утворюється на шкірі голови та шиї [20]. Гістологічно вона 

вирізняється клітинною проліферацією, яка обмежується базальними шарами 

епідермісу. 

АЛМ, або акральна лентигінозна меланома. Ця пухлина шкіри 

зустрічається рідко, складаючи лише 5% меланом у людей зі світлим 

кольором шкіри, найчастіше вражаючи пацієнтів азійського, 

латиноамериканського та африканського походження. Зазвичай виникає у 

пацієнтів похилого віку, переважно жінок. Нігтьове ложе великого пальця 

зазвичай зазнає найбільшого ураження при АЛМ, а загалом, вона переважно 

локалізується на гладенькій шкірі та прилеглій шкірі пальців, долонь і стоп 

[18]. 

ДМ, або десмопластична меланома. Десмопластична меланома 

зазвичай виникає на голові та шиї у людей віком від 60 до 70 років. Однак 

вона може також розвиватися на різних ділянках шкіри та слизових 

оболонок. Чоловіки дещо частіше зазнають ураження цим видом меланоми. 

Клінічно десмопластична меланома може проявлятися у вигляді 
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еритематозного, блідого або яскраво-червоного вузлика або бляшки, що 

розвивається на пошкодженій сонцем шкірі. Вона також може бути 

амеланотичною. Через свій високоінфільтративний ріст і часту 

периневральну інвазію цей підвид онкології часто демонструє інфільтрацію 

нервів і характеризується високим рівнем рецидивів. Хоча він рідко 

поширюється на лімфатичні вузли і часто рецидивує на місцевому рівні, він 

має схильність до поширення в легені [18]. 

 

 

 

 

1.2. Характеристика клітинного сигналювання меланоми 
 
 
1.2.1. Основні сигнальні шляхи залучені до малігнізації клітин меланоми 

 

При захворюванні на меланому шляхи залежний від кіназ, що 

активується мітогенами (MAPK), сприяють швидкій проліферації пухлинних 

клітин. Ras, Raf, MEK і ERK кінази послідовно активуються для контролю 

різноманітних онкогенних біологічних активностей у відповідь на 

позаклітинне зв'язування факторів росту з RTK. Гіперактивування шляхів 

MAPK при меланомі може бути спричиненим мутаціями таких основних 

сигнальних протеїнів як: BRAF, NRAS, NF1 і KIT. BRAF - це 

серин/треонінова кіназа, яка є членом родини Raf. Існує чимало досліджень 

на користь того, що точкова мутація і цій кіназі є більш поширеною в 

меланомі, ніж в інших пухлинах.[21,22] Приміром у акральній меланомі та 

меланомах слизової оболонки, частота мутацій BRAF є набагато нижчою і 

становить відповідно 20% та 6%.[23,24]  

Ключовим ензимом однієї з гілок МАР-кіназного сигнального шляху є 

кіназа, що активується позаклітинними сигналами (ERK), яка відіграє 
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важливу роль у молекулярних механізмах патогенезу меланоми. ERK 

конститутивно активується у більш ніж 90% випадках захворювання на 

меланому [25]. Головними драйверами активування ERK в меланомах є 

мутації в “up-stream” компонентах сигнального шляху, таких як N-Ras та 

BRAF. Відомо, що кількість активованої ERK при меланоцитних ураженнях 

поступово зростає від ранньої стадії до стадії прогресії захворювання [26]. В 

той же час, вміст фосфорильованих форм ERK (p-ERK) спостерігається 

переважно на межі первинної меланоми, де пухлинні клітини проникають у 

дерму, тобто на стадії метастазування [25]. 

МАР-кіназний шлях JNK⁄c-Jun також відіграє важливу роль у 

виникненні та розвитку меланоми. Характерною особливістю JNK є те, що 

вона зумовлює як позитивний, так і негативний вплив на розвиток меланоми. 

У більшості випадків цей шлях відіграє онкогенну роль. Водночас, Алексакі 

та ін.у своїй роботі показали, що інгібування JNK низькомолекулярним 

інгібітором SP600125 індукує зупинку клітинного циклу й спричинює 

апоптоз клітин меланоми людини. Ці результати були підкріплені 

експериментально шляхом нокдауну JNK1 з використанням siRNA [27]. 

Також було доведено, що селективний і проникний для клітин пептидний 

інгібітор JNK відіграє важливу регуляторну роль в пригніченні росту 

пухлини in vivo і, в той же час проліферації клітин in vitro [27]. Більше того, у 

своїх дослідженнях Лонго та ін. презентують розроблену ними модель 

активування JNK та JNK-залежного синтезу MMP-2 у клітинах меланоми 

людини [28]. В свою чергу, Чої та ін. у своїй роботі виявили, що пухлинний 

супресор p16⁄INK4a здатний пригнічувати життєздатність пухлинних клітин 

шляхом зв’язування та пригнічення активності JNK, чим знову підтвердили 

протуморогенну роль JNK [29].  

Близько 70% всіх меланом мають порушену активацію шляху AKT, 

що є наслідком ампліфікації AKT3 та втрати PTEN внаслідок епігенетичного 

вимкнення або делеції [30]. Активування фосфатидилінозитол-3-кінази 
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(PI3K), як правило, є першим кроком в активуванні шляху AKT після його 

стимуляції екзогенними факторами росту. Утворення фосфатидилінозитол-

3,4,5-трифосфату (PIP3) може сприяти транслокації АКТ до плазматичної 

мембрани для подальшого фосфорилювання та активування. Оскільки 

фосфатаза PTEN контролює внутрішньоклітинний рівень PIP3, її 

функціональний дефіцит може спричинити up-регулювання PIP3 з наступним 

активуванням AKT [31]. Відомо, що AKT3 є найбільш поширеною 

ізоформою AKT при меланомі. Було доведено, що трансфікування нкРНК, 

спрямоване проти AKT3, або надекспресія PTEN ефективно пригнічують 

активність AKT3 і зменшують здатність клітин меланоми до метастазування 

[32].  

 

1.2.2. Ключові транскрипційні фактори, що регулюють розвиток і 

прогресування меланоми 
 

Транскрипційний фактор нервового гребеня SOX10 є необхідним 

для ініціації та росту меланоцитів і шваннівських клітин. Він неодноразово 

був визнаний специфічним маркером для діагностики меланоцитних і 

шваннівських пухлин, включаючи метастатичну меланому [33]. У своїх 

дослідженнях на трансгенних мишачих моделях Граф та ін. показують, що 

гаплонедостатність SOX10 запобігає утворенню мутантного вродженого 

невусу і меланоми, зумовлених NRAS. Під час пригнічення генетичної 

експресії SOX10 можна спостерігати стійке скасування здатності клітин 

меланоми до проліферації та міграції in vitro і росту in vivo. Це вказує на 

фундаментальну роль SOX10 у збереженні виживання клітин меланоми [34]. 

Як транскрипційний регулятор, SOX10 здатний активувати MITF, довгу 

некодуючу РНК (lncRNA) SAMMSON, вилочку D3 (FOXD3) і RAB7, тим 

самим контролюючи клітинну проліферацію, функції мітохондрій та 

функціонування ендолізосомного шляху [35].  
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MITF є добре вивченим транскрипційним фактором, специфічним для 

меланоцитної лінії. Він регулює різноманітні сигнальні шляхи, задіяні в 

біології меланоми, тим самим керуючи проліферацією клітин, виживанням, 

метастазуванням, клітинним метаболізмом, регулюючи фенотипічну 

пластичність і терапевтичну резистентність [36] Спершу дослідження 

функції MITF у проліферації клітин меланоми давали досить суперечливі 

результати. Ця суперечність значною мірою була вирішена пропозицією 

"реостатної моделі" Карейра та ін [36]. З одного боку, було виявлено, що 

зміна фенотипу з інвазивного на проліферативний індукується помірною 

експресією MITF, що дає клітинам меланоми більшу перевагу в рості. Однак, 

в той же час пов'язана з диференціюванням зупинка в фазі G1 відновлюється, 

якщо експресія MITF буде збільшена [37]. Згідно з цією моделлю, активність 

і біологічна функція MITF тісно пов'язані між собою. Отже, нижчі рівні 

експресії MITF в першу чергу сприяють транскрипції генів, залучених до 

зупинки клітинного циклу та інвазії, а помірні та високі рівні експресії MITF 

потенціюють наступні за ланцюгом мішені, сприяючи проліферації та 

дедиференціюванню клітин. 

Сигнальний шлях Notch є одним з найважливіших сигнальних 

шляхів, які беруть участь у самооновленні стовбурових клітин та прийнятті 

рішень щодо контролю диференціювання клітин у багатьох органах. Саме 

тому Notch має вирішальне значення для збереження гомеостазу меланоцитів 

[38]. Експресія та активність Notch є значно вищою при захворюванні на 

меланому, ніж у здорових меланоцитах. У своїх дослідженнях Піннікс та ін. 

показали, що меланоцити, які були трансфіковані усіченою конструкцією з 

підвищеною активністю Notch, демонструють підвищену проліферацію 

клітин і характерні злоякісні ознаки, що нагадують меланому [39]. Також 

відомо, що активування внутрішньоклітинного шляху AKT і наявність 

елементів пухлинного мікрооточення, таких як гіпоксія, сприяють up-

регулюванню Notch [40]. Тому стає очевидним, що Notch функціонує як 
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вузол, що координує різні канцерогенні сигнали, оскільки може виконувати 

свою онкогенну роль при меланомі ще і через активацію шляху MAPK, 

регуляцію експресії N-кадгерину та потенціювання бета-катенін-залежного 

сигналювання. Отже, Notch є фундаментальним фактором патогенезу 

онкологічних захворюваннь. На додаток до властивого йому впливу на 

поведінку пухлинних клітин, активація Notch також тісно пов'язана з 

ангіогенезом і бере участь у комунікації між пухлинними та ендотелійними 

клітинами, що сприяє міграції пухлинних клітин [41,42]. Крім того, 

нещодавнє дослідження показало, що активація Notch робить BRAF-мутантні 

клітини меланоми стійкими до інгібіторів MEK, таких як кобіметиніб [43].  

Шлях Wnt є консервативним еволюційним шляхом, що бере участь у 

контролі клітинного гомеостазу, регенерації тканин та ембріональному 

розвитку. Ікея та ін. показали пряму залежність між відсутністю 

меланобластів у мишей і дефіцитом у них Wnt, тим самим 

продемонструвавши значущість Wnt у дозріванні меланоцитів [44]. Крім 

того, фундаментальна роль Wnt-бета-катеніну в розвитку меланоцитів також 

підтверджується тим фактом, що активація бета-катеніну після Wnt суттєво 

впливає на клітинне диференціювання - від втрати гліальних похідних до 

експансії меланоцитів. Існує два основних типи сигнальних шляхів Wnt: 

канонічний бета-катенін-залежний шлях і неканонічний бета-катенін-

незалежний шлях. У меланомі ці підвиди Wnt шляху відповідають за 

проліферацію клітин і клітинну міграцію відповідно [45]. Крім того, 

нещодавніми дослідженнями Ука та ін. було продемонструвано, що 

тимчасова активація сигналу Wnt/катеніну є цілком достатньою для 

пригнічення експресії SOX10 через деградацію бета-катеніну за 

протеосомним шляхом, що запобігає росту меланоми [46]. Ці дані 

підтверджують пухлиносупресивну функцію Wnt/катеніну при захворюванні 

на меланому.  
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1.2.3. Епігенетичні фактори регуляції патогенезу меланоми 

 

Найбільш ретельно вивчена епігенетична зміна при онкологічних 

захвлорюваннях, метилювання ДНК - це процес, при якому метильна група 

додається до цитозину в положенні 5 за допомогою ДНК-метилтрансферази з 

утворенням 5-метилцитозину (5-МЦ) [47]. ДНК-метилтрансферази (DNMT), 

які додають цю метильну групу до залишку цитозину, і родина TET, яка 

опосередковано сприяє деметилюванню ДНК, відіграють ключову роль у 

динамічному регулюванні цього процесу [48]. Дані досліджень Ліан та ін. 

підтверджують, що втрата 5-МЦ, спричинена down-регулюванням 

представників родини TET, є епігенетичною ознакою прогресування 

меланоми, що має значну діагностичну та прогностичну цінність.  

Ацетилювання гістонів, у свою чергу, контролюється 

ацетилтрансферазами (HATs) та деацетилазами (HDACs) гістонів [49]. 

Нещодавно Вудс та ін. шляхом епігеномного профілювання виявили 

систематичне ацетилювання гістонів в регуляторних ділянках, близьких до 

специфічних онкорегуляторних генів в пухлиноутворювальних шляхах при 

меланомі. Завдяки цьому променева терапія, терапія, спрямована на MAPK-

шлях, та імунотерапія можуть бути більш ефективними, коли відновлюється 

ацетилювання гістонів. Це пов'язано з тим, що ці методи лікування 

контролюють експресію ліганду запрограмованої смерті-1 (PD-L1), 

внутрішньоклітинне продукування АФК та репарацію пошкоджень ДНК 

відповідно [50]. 

Поряд з ацетилюванням гістонів, метилювання гістонів впливає на 

конденсацію хроматину та транскрипцію генів, контролюючи біологію 

меланоми [51]. Під час цього процесу основну роль виконують такі родини 

ензимів, як SET domain bifurcated 1 (SETDB1), disruptor of telomeric silencing 

1-like proteins (Dot1L) та enhancer of Zeste homolog 2 (EZH2). Під час 

багаторазової ампліфікації SETDB1 в меланомі, він починає відігравати 
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онкогенну роль, метилюючи гістон H3 по залишку лізину 9 (H3K9) [52]. 

Через це клітини меланоми піддаються метаболічному перепрограмуванню, і 

паралельно збільшують метастатичний потенціал. Підтверджено, що цей 

процес можна деактивувати, фармакологічно інгібуючи SETDB1 [53]. На 

відміну від SETDB1, ген DOT1L зазнає соматичних мутацій, що в результаті 

призводить до меншого рівня метилування H3K79. Впливаючи на активацію 

механізму нуклеотидної ексцизійної репарації (NER) XPC та перешкоджаючи 

репарації пошкоджень ДНК, Жу та ін. показали, що втрата функції Dot1L 

прискорює розвиток меланоми, спричиненої ультрафіолетовим 

випромінюванням [54]. Крім того, при меланомі підвищується експресія 

гістонметилтрансферази EZH2, яка підвищує триметилювання H3K27, що 

сильно збільшує загальний рівень резистентності до дії пухлинних 

супресорів [55]. 

Метилування некодуючих РНК та m6A РНК є ще двома важливими 

парадигмами епігенетичної модифікації при захворюванні на меланому. 

Численні характеристики злоякісних пухлин, включаючи метастазування, 

клітинний метаболізм, міграцію та інвазію, а також протипухлинний 

імунітет, пов'язані саме з профілями експресії мікро РНК, некодуючих РНК і 

циркулярних РНК в меланомі [56]. Дослідження Гільот та ін. підтверджують, 

що секвестрування miR-16 мРНК специфічного для меланоцитів TYRP1 

послаблює пригнічення таких факторів пухлинного росту як, наприклад, 

RAB17, і, відповідно, може стимулювати пухлинний ріст. Це дослідження 

підкреслює, що штучне витіснення мікро РНК може бути дуже 

перспективною терапевтичною стратегією лікування меланоми [57]. 

Дослідження, проведене Лейсі та ін., показує, що некодуюча РНК 

SAMMSON коампліфікується з MITF і відіграє онкогенну роль, збільшуючи 

перехресні перешкоди між меланоцитарним лінійно-специфічним фактором і 

некодуючою РНК. Відомо, що понад 90% меланом експресують SAMMSON, 

який є транскрипційною мішенню SOX10. Також вченими було зроблено 
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висновок, що порушення функцій мітохондрій, спричинене нокдауном 

SAMMSON за допомогою таргетування p32 може тим самим покращити 

результати терапії, спрямованої на інгібування шляху MAPK [58]. 

 

1.2.4. Роль репрограмування метаболізму в меланомагенезі 

 

Аеробний гліколіз, також відомий як ефект Варбурга, є найбільш 

поширеною метаболічною особливістю як багатьох інших типів пухлин, так і 

меланоми [59]. Було прийнято вважати, що основною характерною рисою 

ефекту Варбурга є пригнічення окисного фосфорилювання в мітохондріях 

під час розвитку пухлин. Однак, нещодавніми дослідженнями переконливо 

доведено, що функція мітохондрій є критично важливою для виживання 

пухлинних клітин меланоми і значно сприяє її росту. Приміром, Варкез та ін. 

виявили, що підгрупа меланом з вищою експресією фактора стимуляції 

біогенезу мітохондрій є більш резистентною до оксидативного стресу. Було 

підтверджено, що виживання і ріст цієї групи меланом прямо залежить від 

мітохондрійної функції [60].  

Ще однією метаболічною особливістю розвитку меланоми є 

порушення ліпідного обміну. Підвищене споживання ліпідів і посилений 

ліпогенез дають пухлинним клітинам перевагу в проліферації, оскільки вони 

слугують одночасно джерелом енергії і основою для різних біологічних 

мембран [61]. Експресія факторів регулювання ліпідного обміну зазвичай 

сильно підвищена в меланомах, а їх пригнічення може призвести до помітної 

регресії пухлини. Це свідчить про те, що біосинтез ліпідів відіграє одну з 

вирішальних ролей у проліферації клітин меланоми. 

Доставка внутрішньоклітинних протеїнів і органел в автолізосоми для 

перетравлення і переробки, або автофагія, є важливим метаболічним 

процесом, що зазнає змін при меланомагенезі. Цей процес забезпечує 

водночас достатню кількість будівельного матеріалу для біогенезу 
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макромолекул і достатню кількість АТФ для виживання і гомеостазу клітин 

[62]. У своїх дослідженнях Лю та ін. роблять висновок, що низька експресія 

регулятора автофагії 5 (ATG5), сприяє злоякісній трансформації меланоми на 

ранніх стадіях, запобігаючи BRAF-індукованому старінню [63].  Крім того, 

відсутність автофагії сприяє метастазуванню пухлини, стабілізуючи p62-

акумулюючий протеїн фактора транскрипції 1 родини Twist (TWIST1) [64]. 

Згідно з наведеними вище даними можна зробити висновок, що, автофагія діє 

як супресор пухлиного розвитку при меланомі.  

На патогенез меланоми також значною мірою впливає порушення 

метаболізму амінокислот, особливо серину, глутаміну та амінокислот, що 

мають розгалужений ланцюг. Було виявлено, що 3-

фосфогліцератдегідрогеназа (ензим, що обмежує швидкість синтезу серину 

de novo) має значно більшу кількість копій у клітинах меланоми [65]. Також 

зазначається, що підвищення внутрішньоклітинного рівня серину в раціоні 

харчування або генетично-спровокована надекспресія 3-

фосфогліцератдегідрогенази може досить ефективно сприяти прогресуванню 

меланоми [66]. Ще більш цікавим є факт, що цей ензим пригнічення синтезу 

серину відіграє ключову роль у метастазуванні меланоми в головний мозок. 

Метастатичні ураження меланоми чутливі до обмеження синтезу серину в 

середовищах з обмеженою кількістю поживних речовин, що робить 3-

фосфогліцератдегідрогеназу однією з головних мішеней для таргетної терапії 

віддалених метастазів меланоми [67].  

Загалом клітини меланоми мають високий ступінь метаболічної 

гнучкості і складну метаболічну мережу за участю декількох парадигм, 

включаючи гліколіз, мітохондрійне окисне фосфорилювання, метаболізм 

ліпідів, автофагію і метаболізм амінокислот. Ці метаболічні особливості 

надають пухлинним клітинам перевагу над нормальними клітинами в плані 

росту, оскільки вони забезпечують як достатню кількість енергії, так і багато 

метаболічних проміжних продуктів для синтезу різних макромолекул, 
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необхідних для швидкого клітинного поділу [68].  

 

 

1.3. ЕМП. Метастазування меланоми 

 

Основним фактором, що впливає на погіршений прогноз пацієнтів з 

меланомою, є метастазування пухлини [69]. Загалом, виникнення метастазів 

включає в себе наступні ключові етапи, а саме: інвазію, інтравазування, 

циркуляцію, екстравазування та колонізацію у вторинних пухлинних 

ділянках [70]. Ці етапи регулюються за участі унікальних біологічних 

принципів та молекулярних механізмів, що лежать в основі епітелійно-

мезенхімного переходу [71]. 

Термін "ЕМП" означає клітинний процес, який зазвичай 

характеризується up-регулюванням мезенхімних маркерів, таких як N-

кадгерин, віментин, та down-регулюванням епітелійних маркерів, таких як Е-

кадгерин, ламінін і цитокератини. З фізіологічної точки зору, ЕМП має 

фундаментальне значення для ембріогенезу, фіброзу та загоєння ран [71]. 

Коли ЕМП індукується при захворюванні на злоякісні новоутворення, 

морфологія пухлинних клітин змінюється з епітелійної на мезенхімну 

(веретеновидну), що надає їм більшої здатності до інвазії та міграції. ЕМП 

був визнаний ключовим фактором метастазування меланоми завдяки 

високопродуктивному профілю експресії генів [72].  Цей процес зокрема, 

регулюється такими канонічними онкогенними шляхами, як BRAF/MEK, 

AKT/mTOR, Wnt/β-катенін і TGF-β, перемиканням експресії EMП-

індукувальних транскрипційних факторів (EMT-TF): MITF, SOX2, Snail, 

Slug, TWIST1, ZEB1/2, і NF-κB [72]. 

 

1.3.1. Ключові маркери ЕМП у клітинах меланоми 

 



  23 

 
Перетворювач сигналу та активатор транскрипції 3 (STAT3) є 

цитоплазматичним фактором транскрипції, що здатен керувати 

проліферацією клітин, їх диференціюванням, апоптозом, ангіогенезом, 

запаленням та імунними реакціями. У багатьох типах пухлин людини 

атипова активація STAT3 викликає малігнізацію пухлинних клітин й 

наступну прогресію пухлинного росту через диференційний контроль 

експресії великої низки про-онкогенів. З іншого боку, активація STAT3 в 

імунних клітинах сприяє підвищенню рівня експресії імуносупресорних 

факторів. Багатьма дослідженнями підтверджено також існування 

регуляторної взаємозалежності між мікрооточенням пухлини та сигнальним 

шляхом STAT3. Це дозволяє зробити висновок, що розробка та застосування 

ефективних терапевтичних препаратів, що таргетно пригнічуватимуть 

експресію/активність STAT3, має перспективу значною мірою гальмувати 

прогресування пухлин та підсилювати протипухлинний імунітет онкохворих 

[73]. Також підтверджується роль фосфорилювання STAT3 у посиленні 

міграції й інвазії меланомних клітин [74, 75]  

Плакофіліни (Plakophilins, РКРs) - це протеїни цитоскелету, які 

залучаються до регулювання адгезивної здатності Е-кадгерину. У людини 

ідентифіковано три типи плакофілінів: РКР, РКР1, РКР2 та РКР3. Вони 

локалізуються в клітинному ядрі, а також в десмосомах. РКР2 відіграє 

ключову роль у морфогенезі серця, а також має про-онкогенний ефект в 

пухлинних клітинах [76]. Даними Ванг та ін. підтверджується, що РКР1 

асоційований з метастазуванням меланоми людини [77].  

Віментин (Vimentin, Vim) є протеїном проміжних філаментів, а також 

маркером мезенхімних клітин, оскільки рівень його експресії зростає в 

процесі ЕМП [78]. 

Rac (~21 кДа) належить до низькомолекулярних GTPаз родини Rho. Як 

і інші G протеїни, Rac виконує функцію молекулярного перемикача, при 

цьому залишаючись неактивним у комплексі з GDP, і здатним до активації у 
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випадку звільнення GDP факторами обміну гуанілових нулеотидів (GEF). 

Знаходячись у активованому стані, Raс регулює рух клітин, беручи участь у 

структурних перебудовах актинового цитоскелету і зміні динаміки цього 

процесу всередині клітини. Завдяки його функціональній ролі у контролі 

рухливості клітин,  Rac також є одним із маркерів пухлинних клітин з 

мезенхімним фенотипом [79]. 

 

 

 

1.4. Адаптерні протеїни. Загальна характеристика 

 

Адапторні протеїни складаються виключно з доменів і мотивів, які 

опосередковують молекулярні взаємодії. Завдяки цьому, вони можуть 

з'єднувати інші компоненти сигнальних мереж, такі як активовані рецептори 

клітинної поверхні, з ефекторами, формуючи таким чином складні 

регуляторні мережі. Окрім того вони демонструють надзвичайно 

високодинамічні характеристики, які дозволяють дуже точно контролювати 

потік інформації через утворені ними сигнальні мережі [80]. Конформаційна 

реорганізація та кооперативна взаємодія доменів у межах одного адаптера є 

основними характеристиками адаптерних протеїнів, що контролюють їх 

зв'язувальну активність. Важливою особливістю також є те, що, приміром, 

один адаптер може залучатись до кількох сигнальних підмереж одночасно, 

використовуючи кілька комбінацій партнерів по зв'язуванню. Для 

підвищення специфічності клітинних відповідей адаптери можуть також 

модулювати олігомеризацію сигнальних комплексів рецепторів, субклітинне 

розташування і тривалість сигнальних подій [81]. 

Різноманітні протеїн-зв'язувальні модулі, знайдені в адаптерних 

протеїнах, уможливлюють побудову великих мультимолекулярних 

сигнальних комплексів. Конкретні протеїни з’єднуються разом для передачі 
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клітинних сигналів, які змушують клітину належним чином реагувати на 

зміни навколишнього середовища. Тип модулів зв'язування, послідовність 

доменів або мотивів, які визначають специфічність зв'язування, субклітинна 

локалізація та близькість партнерів по зв'язуванню - все це формує 

специфічність сигналювання. Підсумовуючи усе вищесказане, можна 

зробити висновок, що адаптерні протеїни здатні контролювати клітинне 

сигналювання як у просторі, так і в часі [82]. 

 

 

1.4.1. Особливості будови адаптерних протеїнів, необхідні для виконання 

їх регуляторних функцій 

 

Для того щоб ефективно виконувати свою функцію позиціонування 

інших компонентів сигнальних мереж адаптери повинні характеризуватись 

особливими рисами будови, такими як наявність доменів зв'язування, мотивів 

зв'язування та структурної гнучкості. Здебільшого домени зв'язування є 

консервативними ділянками з чіткою структурою та специфічністю. На 

відміну від них, мотиви зв'язування можуть бути точними «кишенями», 

визначеними вторинною і третинною структурою протеїну, або гнучкими 

короткими лінійними мотивами. Структурну гнучкість може бути  утворена 

як внутрішньо невпорядкованими ділянками без чіткої тривимірної 

структури, так і посттрансляційними модифікаціями що динамічно змінюють 

структуру або властивості молекули [81]. 

Молекулярний шлях, в якому бере участь протеїн, визначається його 

доменами зв’язування [83]. Наприклад, шляхи фосфорилювання тирозину в 

більшості реакцій імунних клітин залежать від Src-гомологічних доменів 

типу 2 (SH2). Еволюційно консервативні SH2-домени можуть розпізнавати 

фосфотирозинові мотиви, що продукуються кіназами. Таким чином 

приєднуючись до специфічних фосфотирозинових мотивів інших протеїнів, 
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SH2-домен надає адаптерові здатність "зчитувати" активність тирозинових 

кіназ. 

Домени, залучені до зв'язування pTyr, що розпізнають специфічні 

фосфопептидні мотиви, плекстрин-гомологічні домени (РН), які зв'язують 

поліфосфоінозитиди, та SH3-домени, які зв'язують багаті на пролін мотиви, 

також є вартими уваги прикладами доменів взаємодії. 

Вважається, що протеїни, які не мають стабільної тривимірної 

структури, мають внутрішньо невпорядковані ділянки [84]. Два 

десятиліття тому було виявлено, що невпорядковані ділянки більшості 

протеїнів еволюціонують швидше, ніж структуровані [85]. Існує значна 

кількість ознак, які характеризують важливість невпорядкованих ділянок, що 

визначають їхні унікальні функції у внутрішньоклітинному сигналюванні. 

Наприклад, внутрішньо невпорядковані ділянки можуть зумовлювати 

викривлення мембрани; формувати фазово розділені компартменти; містити 

адаптивні короткі лінійні мотиви, які можуть перекриватися або зазнавати 

посттрансляційної модифікації; слугувати гнучкими зв'язками між доменами; 

збільшувати гідродинамічний радіус протеїну; динамічно змінювати 

структуру протеїну; сприяти олігомеризації [86].  

 

1.4.2 Структурно-функціональна організація адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 

 

Ruk/CIN85 є одним із важливих адаптерних протеїнів у ссавців. Все 

більше доказів свідчать, що Ruk/CIN85 необхідний для регулювання різних 

клітинних процесів, включаючи передачу сигналу, опосередкований 

везикулами транспорт, ремоделювання цитоскелету, апоптоз та вірусну 

інфекцію [86-88]. 

На своєму N-кінці цей адаптерний протеїн містить три SH3 домени, які, 

як відомо, опосередковують протеїно-протеїнові взаємодії шляхом 
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зв’язування з пролін-багатими мотивами. Ці три SH3-домени мають більшу 

подібність між собою, ніж з будь-якими іншими SH3-доменами. Спільні 

особливості їх структурно-функціональної організації свідчать про те, що 

вони можуть мати особливості зв’язування, які перекриваються між собою. 

Між другим і третім SH3-доменами знаходиться область, багата на залишки 

серину і треоніну, які можуть зазнавати фосфорилювання. На N-кінці є також 

три послідовності FxDxF, які можуть використовуватись як центри 

зв’язування протеїна-адаптера клатрину AP2 [89]. За третім доменом SH3 у 

Ruk/CIN85 знаходиться ділянка, де локалізовані 4 блоки пролін-багатих 

мотивів, які є потенційними центрами розпізнавання для інших протеїнів, що 

містять SH3-домени. C-кінцева частина адаптеру є глобулярною, а її останні 

50 амінокислотних залишків демонструють високу спорідненість до 

суперспіралізованої структури “coiled-coil”. Такі структури беруть участь у 

гомотипних і гетеротипних міжпротеїнових  взаємодіях [90]. 

У гризунів і людей Ruk/CIN85 експресується у вигляді кількох 

молекулярних форм, які є результатом альтернативного сплайсингу або 

використання альтернативних ATG-центрів ініціації транскрипції (Рис. 1).  

 
Рис. 1 -  Доменна організація та молекулярні форми адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 (за [98]). 
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А – Будова транскриптів відомих молекулярних форм Ruk/CIN85. Б – 

будова протеїну Ruk/CIN85, крапками позначені центри посттрансляційної 

модифікації (фосфорилювання) Ruk/CIN85. Позначення: PR – збагачений на 

пролін район, CC – суперспіралізований домен, S – залишок амінокислоти 

серину, T – залишок амінокислоти треоніну 

 
Більшість виявлених і охарактеризованих молекулярних варіантів 

Ruk/CIN85 у гризунів і людей є коротшими, без одного, двох або всіх SH3-

доменів з N-кінця [98].  

 

1.4.3. Роль Ruk/CIN85 у контролі малігнізації пухлинних клітин 

 

Результати багатьох досліджень вказують на те, що Ruk/CIN85 на 

регуляторному рівні може сприяти малігнізації та стимулювати інвазивність 

ракових клітин кількома різними способами. Ідея про те, що Ruk/CIN85 

потенційно може сприяти канцерогенезу, виходить із спостереження, що 

молекулярний ортолог Ruk/CIN85, який називають SETA (SH3-вмісний 

протеїн, що експресується в трансформованих астроцитах), був 

ідентифікований приблизно у половині гліом людини, найбільше в 

астроцитомах та мультиформних гліобластомах [91]. У SETA відсутній N-

кінцевий SH3-домен і, як правило, в нормі він слабко експресується в 

тканинах  

мозку дорослих особин. Нещодавно також було отримано переконливі 

докази того, що Ruk/CIN85 може безпосередньо сприяти інвазивній поведінці 

ракових клітин. Було продемонструвано високі рівні експресії Ruk/CIN85 в 

інвазивних клітинах раку молочної залози і виявлено, що цей адаптер може 

бути важливим компонентом інвадоподій. Інвадоподії – це адгезивні 

збагачені актином мембранні вип'ячування, які опосередковують здатність 

ракових клітин проникати через позаклітинний матрикс і навколишні 
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тканини [92]. 

Відсутність знань що стосуються біологічної значущості як рівнів 

експресії, так і співвідношення різних молекулярних форм Ruk/CIN85 

ускладнює дослідження його ролі в ракових клітинах. Важливо з’ясувати, як 

саме і наскільки сильно впливає експресія цього адаптеру на рівень 

малігнізації ракових клітин. Раніше у відділі Сигнальних механізмів клітини 

Інституту біохімії імені О.В. Палладіна було підтверджено ключову роль 

цього протеїну в канцерогенезі – посиленні рухливості клітин, інвазивності 

та метастатичного потенціалу. Також було показано, що високі рівні 

експресії Ruk/CIN85 виявляються в меланомах та інших типах пухлин 

людини. Крім того, було продемонстровано, що Ruk/CIN85 бере участь у 

контролі епітелійно-мезенхімного переходу (EMT), який є ключовим 

процесом у прогресуванні раку [93]. 

 

 

 

1.4.4. Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 як мішень у таргетній терапії 

 

Участь Ruk/CIN85 у контролі інвазії ракових клітин робить його 

перспективною мішенню для антиметастатичної терапії. SH3-домени цього 

адаптера, що опосередковують більшість взаємодій між Ruk/CIN85 та 

іншими протеїнами, виглядають найбільш очевидними мішенями для 

таргетної терапії. Проникні для клітин пептидні ліганди для SH3-доменів 

Ruk/CIN85 вже успішно використовуються для зниження інвазивності клітин 

раку молочної залози in vitro [92]. Пептидні ліганди, що блокують SH3-

домени інших адаптерів також були успішно використані як протипухлинні 

агенти [94, 95]. Отже, проникні для клітин пептиди або інші сполуки, 

призначені для блокування SH3-доменів Ruk/CIN85, в принципі можуть 

використовуватися як антиметастатичні препарати.  
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

 

2.1. Культивування евкаріотичних клітин 

 

Для аналізу впливу різних рівнів експресії адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 на розвиток ознак малігнізації меланомних клітин на базі відділу 

Сигнальних механізмів клітини Інституту біохімії імені О. В. Палладіна НАН 

України з використанням лентивірусної технології було створено клітинні 

сублінії B16-F10 меланоми миші зі стабільно підвищеною і зниженою 

експресією досліджуваного адаптеру. Створення сингенної мишачої моделі 

дало змогу подолати недоліки використання імунодефіцитних мишей [97,98]. 

Для досліджень було відібрано дві сублінії (Up7 та Up21) клітин B16-F10 з 

надекспресією Ruk/CIN85, кон'югованого з GFP (GFP-Ruk/CIN85) та одну 

сублінію з пригніченою експресією (Down), що була створена за допомогою 

shRNA-інтерференції (Рис. 2.1.). Для клітин з up/down-регулюванням 

Ruk/CIN85 були створені контрольні сублінії Mock і Scr, відповідно. 

З мікрофотографій чітко видно, що в клітинній сублінії Mock клітин B16 

має місце гомогенний патерн розприділення протеїну GFP у 

цитоплазматичному компартменті, тоді як в клітинах з надекспресією GFP–

Ruk/CIN85 спостерігається переважно точкоподібний розподіл відповідно до 

ролі цього адаптерного протеїну у транспорті ендоцитних везикул. 

Клітини меланоми лінії B16-F10 та їх сублінії з підвищеним і зниженим 

рівнем експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 (що були створені за 

допомогою лентивірусної технології) культивували в середовищі RPMI 1640 

(Sigma-Aldrich®, Німеччина)), що містило 10% ембріональної телячої 

сироватки (FCS HyClone, Німеччина), 50 од/мл пеніциліну, 50 мкг/мл 

стрептоміцину, 2 мМ L-глутаміну, при температурі 37°С, 5% СО2 та у 

зволоженій атмосфері. Клітини лінії B16-F10 пасажували у співвідношенні 



  32 

 
1:10 кожні 2-3 дні при досягненні 70-80% конфлюенту.  

 
Рис. 2.1 -  Флуоресцентні та фазово-контрастні зображення клітин B16-

F10 меланоми миші з підвищеним та пригніченим рівнем експресії 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

 

Досліди проводились з використанням шести клітинних субліній: 

1) Wild type 

2) Mock 

3) Scramble 

4) Down (субклон з пониженим рівнем експресії досліджуваного 

протеїну) 

5) Up7 (субклон з підвищеним рівнем експресії досліджуваного протеїну) 



  33 

 
6) Up21 (субклон з підвищеним рівнем експресії досліджуваного 

протеїну) 

 

Для того щоб підтвердити штучно підвищений та занижений вміст 

досліджуваного адаптерного протеїну у створених клітинних сублініях було 

проведено вестерн-блот аналіз з використанням моноклональних N-кінцевих 

антитіл до Ruk/CIN85 (Рис.2.2.). За результатами вестерн-блоту можемо 

спостерігати, що вміст Ruk/CIN85 в клітинах субклонів 21Up та 7Up зріс у 

43,5 і 37 разів, відповідно. В контрольних клітинах Mock і Scr, так само як і в 

Down за використаних експериментальних умов позитивного сигналу не 

було виявлено. 

 
Рис.2.2 - Аналіз вмісту Ruk/CIN85 у субклонах клітин меланоми миші В16 з 

up/down-регулюванням досліджуваного адаптера. Вестерн-блот аналіз вмісту 

Ruk/CIN85 в лізатах клітин отриманих субклонів. 

 

 

2.2. Дослідження проліферативної активності клітин B16-F10 

 

Проліферативну активність клітин B16-F10 оцінювали за допомогою 

MTT-тесту. Для цього використовували 96-лункові планшети, у які висівали 



  34 

 
клітини B16-F10 (1*103 на лунку).  

Культивування клітин проводили впродовж 24-48 годин. Після 

культивування клітин до лунок додавали MTT-реактив (3-(4,5-диметилтіазол-

2-іл)-2,5-дифеніл-тетразоліумбромід) (0.4 мг/мл) з подальшою інкубацією 

впродовж 1 години при 37°С.  

Наступний крок полягав у центрифугуванні планшетів при 4000 g. 

Середовище відбирали, а кристали, що утворились, розчиняли у ДМСО 

(диметилсульфоксид) з подальшою спектрофотометрією при довжині хвилі 

570/610 нм на спектрофотометрі µQuant (BioTEK, США). Результати МТТ-

тесту представляли у відсотках відносно контролю.   

 

 

2.3. Дослідження міграційного потенціалу клітин B16-F10 

 

Міграційний потенціал досліджуваних клітинних ліній аналізували за 

допомогою тесту на «заростання подряпини» у клітинному моношарі. 

Клітини B16-F10 висівали в 6-лункові чашки Петрі і вирощували до 80% 

конфлюенту в в середовищі RPMI 1640, що містило 10% FCS.  

Подряпину робили вручну швидким проведенням по моношару носиком 

для автоматичних піпеток на 200 мкл. Контроль загоєння подряпини 

проводили через 24 та 48 годин за допомогою фазово-контрастної 

мікроскопії.  

Відстань, на яку мігрували клітини, вимірювали за допомогою 

програмного забезпечення для обробки зображень (QuickPHOTO Camera 2.2). 

 

 

2.4. Екстрагування протеїну та підготовка зразків для Вестерн-

блотингу 
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Клітини субліній B16 промивали буферним розчином PBS, після чого 

проводили лізування охолодженим 50 мМ Тріс-HCl рН 7,5, 150 мМ NaCl, 1 % 

тритону Х-100, що містив інгібітори протеаз/фосфатаз, 1 мМ ортованадат 

натрію, 50 мМ NaF, 2 мМ EDTA, впродовж 30 хв на льоду. Осад, осаджували 

за допомогою ультрацентрифугування при 10000 g впродовж 30 хв при 4° С. 

Далі, концентрацію протеїну в отриманих супернатантах визначали за 

допомогою комерційного набору для аналізу концентрації протеїну «Pierce™ 

BCA» («Pierce Biotechnology», Rockford, IL, США), BSA використовувася як 

стандарт. Потім клітинні лізати «проварювали» при 95°С впродовж 5 хв з 

буферним розчином для зразків Леммлі (62,5 мм Тріс-HCl, pH 6,8, 1 мМ 

EDTA, 2 % додецилсульфат натрію, 5 % β меркаптоэтанолу, 10 % гліцерину, 

0,4 % бромофенолу синього). Лізати в подальшому використовували для 

проведення електрофорезу протеїнів в ПААГ та Вестерн-блот аналізу та 

зберігали при температурі не вище -70 °C. 

 

 

2.5. Електрофорез протеїнів в ПААГ та Вестерн-блот аналіз 

 

Гель-електрофорез протеїнів проводили з використанням 10 % гелю для 

розділення протеїнів та 4,5 % гелю для концентрування відповідно. Для їх 

приготування використовували наступні реактиви: 30% акриламід та 0,8 % 

метиленбісакриламід розчин мономерів «АА», об’ємом 2 мл та 0,3 мл для 

розділяючого та концентруючого буферних розчинів, відповідно; 3 М Трис-

HCl, pH 8,8 для розділяючого гелю, об’єм 0,75 мл; 0,5 М Трис-HCl, pH 6,8, 

для концентруючого гелю, об’єм 0,5 мл; 10 % розчин ДСН, об’ємом 0,06 мл 

та 0,02 мл для розділяючого та концентруючого буферних розчинів, 

відповідно; 10 % розчин АПС (персульфату амонію), об’ємом 0,06 мл та 0,02 

мл для розділяючого та концентруючого буферних розчинів, відповідно; 

ТЕМЕД (тетраметилетилендіамін) об’ємом 6 мкл для розділяючого та 2 мкл 
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для концентруючого буферних розчинів.  

Внесення лізатів клітин на дно лунок у концентруючому гелі 

виконували з використанням мікрошприців. Електрофоретичне розділення 

протеїнів проводили за сили струму 15-25 мА.  

Для подальшого аналізу, протеїни з гелю переносили на нітроцелюлозну  

мембрану з використанням буферного розчину для переносу (192 мМ гліцин, 

25 мМ Тris-HCl, pH 8,3, 20 % метанол, 0,1 % ДСН) впродовж 90 хв із силою 

струму, що дорівнювала 250 мА.  

Для блокування неспецифічних вільних центрів здійснювали 

інкубування мембрани у блокувальному розчині, 5% знежиреному молоці, 

впродовж 1 год при кімнатній температурі. Далі мембрану відмивали від 

молока, використовуючи PBST, після чого інкубували з відповідними 

первинними антитілами протягом 12-16 год при 4°С. Відповідні вторинні 

козячі антитіла («Promega», США) після відмивки мембрани від первинних 

антитіл, додавали у розведенні 1:2000 у молоці, після чого інкубували 

впродовж 1 год за кімнатної температури.  

Фінальну відмивку мембрани виконували, використовуючи PBST, після 

чого проводили детекцію імунореактивних смуг за допомогою комерційного 

набору для підсиленої хемілюмінесценції ECL («enhanced chemiluminescence 

kit» («Amersham Pharmacia Biotech», Велика Британія)). Мембрани 

експонували з рентгенівськими плівками, час експозиції визначали за 

інтенсивністю хемілюмінесценції тривалістю від 1 хв до 20 хв. Після цього, 

рентгенівську плівку проявляли у фенідон-гідрохіноновому проявнику, 

промивали у стічній воді та фіксували кислим фіксажем. Денситометричний 

аналіз отриманих результатів проводили з використанням програмного 

забезпечення «Gel-Pro Analyzer 3.0».    

 

2.6. Статистична обробка результатів досліджень 
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Статистичну обробку отриманих результатів проводили за допомогою 

програмного забезпечення Origin та MS Excel. Експериментальні результати 

подано як середнє арифметичне та стандартне відхилення вибірки. 

Достовірність змін оцінювали за t-критерієм Стьюдента. Вибірка кожного 

досліду становила мінімум 3 повтори (n=3), для якої проводили обрахунок 

середнього значення вибірки (M) та стандартного відхилення (σ). Різницю 

між отриманими групами вважали достовірною при p<0.05.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ 

ОБГОВОРЕННЯ 
 
 

3.1. Модулювання життєздатності клітин меланоми миші  

залежно від рівня експресії Ruk/CIN85 

 

Згідно з даними, отриманими за допомогою MTT тесту, на 24-у годину 

було виявлено суттєве зростання проліферативної активності субклонів з 

підвищеним рівнем експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 (Up7 і Up21). 

Для субклону Up7 проліферативна активність зросла в 1,6 разів, а для 

субклону Up21 - у 1,8 разів порівняно з контролем Mock. Водночас, на 48-у 

годину з моменту початку експерименту, після досягнення клітинами 

конфлюенту, виявилось, що життєздатність клітин досліджуваних субліній 

майже не відрізнялась від контрольних значень (Рис.3.1).  

 
Рис. 3.1 Модулювання життєздатності клітин В16 меланоми миші 

залежно від рівня експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85. (Up7, Up21 – 

субклони клітин B16 із надмірною експресією Ruk/CIN85 та відповідні 

контрольні клітини Mock; Down – клітини B16 з пригніченим рівнем 
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експресії Ruk/CIN85 та відповідні контрольні клітини Scr) 

 

При аналізі змін проліферативної активності сублінії зі зниженою 

експресією адаптерного протеїну Ruk/CIN85 (Down), статистично значущих 

змін у порівнянні з контролем Scr не було виявлено.  

Наведені дані свідчать про можливий  регуляторний вплив 

досліджуваного протеїну Ruk/CIN85 на життєздатність пухлинних клітин. 

Беручи до уваги той факт, що цей вплив може здійснюватися під час міграції 

пухлинних клітин до інших тканин організму – тобто метастазування клітин 

меланоми, можна припустити можливу роль Ruk/CIN85 у контролі 

епітелійно-мезенхімного переходу. Тобто підкріплюється гіпотеза, що роль 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 за умов надекспресії полягає саме у 

регулюванні сигнальних механізмів, що контролюють процес малігнізації 

пухлинних клітин шляхом регуляції ЕМП. Таким чином, проведені 

дослідження дають можливість розглядати досіджуваний адаптер як 

потенційну мішень для винайдення новітніх підходів до терапії меланоми на 

стадії метастазування. 

 

3.2. Модулювання міграційного потенціалу клітин меланоми 

миші залежно від рівня експресії Ruk/CIN85 

 

Рухливість клітин В16 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85 

оцінювали за швидкістю заростання «подряпини» у клітинному моношарі in 

vitro. Виявлено, що клітини В16 субклонів Up7 і Up21 з надекспресією 

Ruk/CIN85 характеризуються зростанням коефіцієнта міграції майже вдвічі, 

порівняно з контролем (Рис. 3.2). Цікаво, що клітини RukUp заповнювали 

«подряпину» у дисперсний спосіб, тоді як клітини Mock мали тенденцію 

заповнювати її неперервним фронтом, що корелює з морфологічними 

особливостями цих субклонів. У той же час, нокдаун Ruk/CIN85 у клітинах 
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B16 призвів до зниження їх міграційної активності приблизно на 30% (Рис. 

3.2). Таким чином, ці дані вказують на те, що Ruk/CIN85 може контролювати 

механізми, які регулюють міграцію клітин меланоми шкіри. 

Отже, у цьому дослідженні було показано, що за умов високих рівнів 

експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 в клітинах меланоми миші лінії 

В16 спостерігається посилення ознак малігнізації, а саме, підвищення 

проліферативної активності та міграційного потенціалу, що корелює з їх 

потенційною здатністю до метастазування. Також це може свідчити про 

потенційну роль досліджуваного адаптера у розвитку резистентності клітин 

раку шкіри до дії терапевтичних препаратів. 

 
Рис. 3.2 Модулювання міграційного потенціалу клітин меланоми В16 

миші залежно від рівня експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85. (Up7, 

Up21 – субклони клітин B16 з підвищеню експресією Ruk/CIN85 та 

відповідні контрольні клітини Mock; Down – клітини B16 з пригніченим 

рівнем експресії Ruk/CIN85 та відповідні контрольні клітини Scr 

 

Отримані дані свідчать про те, що надекспресія Ruk/CIN85 робить 

клітини В16 більш інвазивними, змінюючи їх фенотип на більш агресивний, 
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що є однією з основних характеристик перемикання клітинного фенотипу з 

епітелійного на мезенхімний під час ЕПМ. Тому можна зробити припущення, 

що цей протеїн бере участь у регулюванні епітелійно-мезенхімного переходу. 

Але, не зважаючи на це, конкретна участь Ruk/CIN85 у процесі онкогенезу 

поки залишається все ж недостатньо з’ясованою. Результати представленого 

дослідження також підтверджують попередні спостереження щодо того, що 

первинні меланоми шкіри на стадіях прогресії пухлинного росту зазвичай 

експресують великі кількості Ruk/CIN85 [97]. Також, вплив down-

регулювання цього адаптеру на зниження міграційної активності клітин 

меланоми дає нам ще одну причину розглядати його як потенційну мішень 

для досліджень у сфері розробки ліків.  

 

3.3 Дослідження стану активності й вмісту ключових ланок 

сигнальних мереж клітин меланоми миші B16, залучених до контролю 

міграційної активності й інвазивного потенціалу, залежно від рівня 

експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

 

В процесі роботи були проаналізовані такі компоненти сигнальних 

мереж: 

 

• Рівні активних фосфорильованих форм ERK1/2 кіназ, Jnk/SAPK 

кінази, AKT та mTOR кіназ; 

• Маркери ЕМП, такі як протеїни віментин, плакофілін, Rac та 

фосфорильована форма транскрипційного фактора STAT3. 
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3.3.1. Зміни внутрішньоклітинного вмісту активних форм 

сигнальних протеїнів в клітинах меланоми миші лінії B16 з різним 

вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

 

Спершу було проведено аналіз вмісту фосфорильованих форм кінази 

ERK1/2 (Рис. 3.3. (А)). Було встановлено, що сублінія 7Up характеризуються 

незначним (в приблизно 0.6 рази) зменшеним внутрішньоклітинним вмістом 

фосфорильованої форми ERK у порівнянні з контрольною сублінією. Для 

іншої сублінії 21Up – теж спостерігали невелике зменшення вмісту кіназних 

фосфоформ. В той же час для сублінії зі зниженою експресією 

досліджуваного адаптера не виявлявлено суттєвих змін вмісту 

фосфорильованої форми ERK кінази. 

Перспективними є результати для активної фосфорильованої форми 

Jnk/SAPK кінази (Рис.3.3. (Б)): її вміст зростав у сублініях 21Up та 7Up у 11 і 

6 разів, відповідно. Альтернативно -  у клітинах сублінії з пониженою 

експресією Ruk/CIN85 (Down) вміст фосфорильованої форми досліджуваної 

кінази падає до рівня 0,7 порівняно з контролем.  

Отже, адаптерний протеїн Ruk/CIN85 може бути залученим до контролю 

внутрішньоклітинної сигналізації через модуляцію гіперактивації протеїнів, 

залучених до MAP-кіназного  каскаду JNK/SAPK. Як вже зазначалось у 

літературному огляді, згаданий сигнальний шлях відіграє ключову роль у 

контролі таких клітинних процесів як підвищення виживання, трансформація 

та диференціація. Це підкріплює наведені вище результати МТТ-тесту та 

тесту на інвазію.  
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Рис. 3.3 Вестерн-блот аналіз вмісту фосфорильованих активних форм 

форм Erk1/2 кіназ (А) та Jnk/SAPK кінази (Б) 

 

Також у роботі було проаналізовано вміст інших важливих компонентів 

сигнальних шляхів, залучених до контролю прогресування меланоми: 

фосфорильованих форм AKT та mTOR кіназ (Рис. 3.4. (А та Б відповідно)). 

Аналізуючи дані вестерн-блотингу можна спостерігати незначні зміни вмісту 

активних форм цих кіназ, що є аналогічними до такої для ERK1/2: вміст р-

Akt знижується у 0.75 рази для 21Up, порівняно з контролем, в той час як у 

клітинах сублінії Down спостерігається слабке зростання вмісту 

досліджуваних кіназних форм у 1.27 рази. Вміст mTOR кінази у клітинній 

сублінії 7Up знижується у 0.7 рази порівняно з контролем. Водночас, 

клітинах сублінії з пониженою експресією досліджуваного адаптера – зростає 

у 1.3 рази. 
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Рис. 3.4 Вестерн-блот аналіз вмісту фосфорильованих активних форм Akt 

кінази (А) та mTOR кінази (Б) 

 

3.3.2. Експресія молекулярних маркерів ЕМТ в клітинах меланоми 

миші лінії B16 з різним вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

 

Вміст молекулярних маркерів епітелійно-мезенхімного переходу було 

охарактеризовано за допомогою вестерн-блот аналізу з використанням 

антитіл проти основних маркерів цього процесу: віментину, плакофіліну, Rac 

та pSTAT3.  

Було показано, що сублінії клітин меланоми миші лінії B16 з 

надекспресією Ruk/CIN85 характеризуються зростанням 

внутрішньоклітинного вмісту молекулярних маркерів ЕМП:  
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• віментину – зростання у 1.9 та 2.1 рази для 21Up та 7Up відповідно 

(Рис.3.5. (А)); 

• плакофіліну - зростання у 1.4 та 1.75 рази для 21Up та 7Up, зниження 

до 0.7 для Down (Рис.3.5. (Б));  

• Rac - зростання у 1.9 та 1.3 рази для 21Up та 7Up, зниження до 0.17 для 

Down (Рис. 3.6. (А));  

• рSTAT3 (зростання у 1.9 та 2.1 рази рази для 21Up та 7Up, зниження до 

0.65 для Down). (Рис. 3.6. (Б)). 

 
 

Рис. 3.5 Вестерн-блот аналіз вмісту маркерів ЕМТ: Vimentin (А) та  

Plakophillin (Б) 
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Рис. 3.6 Вестерн-блот аналіз вмісту маркерів ЕМТ: Rac (А) та pSTAT3 (Б) 

Як вже зазначалося в огляді літератури, клітинний профіль, за якого 

відбувається зростання вмісту аналізованих факторів ЕМП, асоціюється з 

агресивним фенотипом пухлинних клітин. Зокрема індукування ЕМП, що є 

обов’язковою передумовою для посилення міграції та метастазуванням 

ракових клітин епітелійного походження корелює з поганим прогнозом 

видужування хворих. Тому, регуляторна взаємозалежність між рівнем 

експресії Ruk/CIN85 та ЕМП може відігравати ключову роль у перемиканні 

профілю ракових клітин з проліферативного на інвазійний.   

Таким чином можна стверджувати, що підвищений рівень експресії 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 може стимулювати ЕМП у клітинах 

меланоми миші лінії B16, оскільки він корелює з посиленням експресії 

ключових маркерів епітелійно-мезенхімного переходу, що забезпечують 
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ремоделювання пухлинної клітини з набуттям рухливості та інвазивності. 

  



  48 

 
ВИСНОВКИ 

 

1. Показано, що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

призводить до збільшення проліферативної активності клітин 

меланоми у порівнянні з контрольними сублініями клітин. 

2. Встановлено, що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

зумовлює суттєве підвищення міграційної активності клітин В16 

меланоми шкіри, тоді як пригнічення експресії цього протеїну 

призводить до протилежних результатів. 

3. Доведено, що посилення експресії ключових маркерів ЕМП корелює з 

надекспресією адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у клітинах меланоми 

миші лінії B16. Водночас, була показана чітка взаємозалежність між 

змінами вмісту адаптерного протеїну Ruk/CIN85 та важливих 

компонентів сигнальних шляхів, що залучені до регулювання ЕМП у 

клітинах меланоми. Ця залежність  підкріплює результати попередніх 

експериментів аналізу життєздатності та міграційного потенціалу 

досліджуваних клітинних ліній. 

Отримані результати підтверджують запропоновану гіпотезу про 

регуляторний вплив експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на 

малігнізацію та набуття інвазивності клітинами меланоми шляхом 

керування процесом епітелійно-мезенхімного переходу. Це дозволяє 

розглядати досліджуваний адаптер як одну з потенційних мішеней для 

розробки нових лікарських препаратів таргетної терапії меланоми у 

майбутньому. 
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