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Статтю присвячено аналізу науково-практичної діяльності лабораторії сигнальних меха-
нізмів клітини Інституту біохімії ім. о. В. Палладіна нан України в контексті історії його розвитку. 
наведено найважливіші результати досліджень механізмів контролю процесів проліферації, міграції 
й інвазії пухлинних клітин, які свідчать про важливу роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 
канцерогенезі. Ці дослідження є пріоритетними і можуть слугувати експериментальним базисом 
для розроблення фармакологічних препаратів нового покоління, мішенями для яких можуть бути 
ключові центри організації сигнальних мереж клітин – адаптерні й риштувальні протеїни.

К л ю ч о в і  с л о в а: канцерогенез, адаптерні протеїни, Ruk/CIN85, сигнальні механізми клітин, 
процеси проліферації.

Лабораторію як самостійну наукову 
структуру в межах інституту створено 
2006 р. Очолює лабораторію від почат-

ку її створення і дотепер докт. біол. наук, проф. 
Людмила Борисівна Дробот.

Основним напрямом досліджень лабо-
раторії є з’ясування сигнальних механізмів, за-
лучених до узгодженого контролю процесів 
проліферації, диференціювання і апоптозу як 
нормальних, так і трансформованих клітин. Од-
ним із основних компонентів сигнальних мереж 
клітин є адаптерні та риштувальні протеїни. 
Ці протеїни характеризуються наявністю чис-
ленних протеїн-ліпідзв’язувальних доменів 
і мотивів, центрів для індукованої пост- 
трансляційної модифікації протеїнів, тоді як 
каталітичні домени в них зазвичай відсутні. У 
багатьох випадках адаптерні й риштувальні 
протеїни необхідні для повної активації сиг-
нальних шляхів. Вони визначають утворення 
та локалізацію сигнальних комплексів і можуть 
сприяти проходженню або інгібуванню передачі 

сигналу залежно від їх концентрації в певно-
му компартменті, регулюючи специфічність, 
ефективність та амплітуду сигналювання. Та-
ким чином, адаптерні та риштувальні протеїни 
полегшують збирання протеїново-протеїнових 
комплексів і забезпечують їх взаємодії з елемен-
тами клітинних структур, регулюючи одночас-
но передавання сигналу в мережі.

До таких адаптерних протеїнів нале-
жить Ruk/CIN85 (Regulator for ubiquitous 
kinase/CbI-interacting protein of 85 K). Завдяки 
своїй мультидоменній структурі Ruk/CІN85 
зв’язується з низкою протеїнів-партнерів і 
формує мультимерні комплекси, залучені до 
контролю апоптозу, ендоцитозу рецепторних 
тирозинових кіназ, внутрішньоклітинного 
транспорту везикул, динамічних перебудов ак-
тинового цитоскелета, адгезивних властивостей 
та інвазії клітин, мітогенного сигналювання, 
інфікування клітин вірусом простого герпесу. 
Отже, наявні експериментальні дані свідчать 
про те, що зазначений адаптерний протеїн за-
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лучений не тільки до регулювання нормально-
го гомеостазу клітин, але й може брати участь у 
розвитку патологічних станів людини та тварин 
і, зокрема, злоякісних новоутворень. 

Аналіз експериментальних даних, одер-
жаних співробітниками лабораторії за 
2010–2015 рр. зроблено в статті Л. Б. Дробот, 
надрукованій в ювілейному виданні Інституту 
біохімії [1]. В цій статті ми зупинимось тільки на 
найвагоміших наукових досягненнях, важливих 
для медичної практики (діагностики).

У перший період роботи співробітниками 
лабораторії було продемонстровано значне 
підвищення експресії повнорозмірної форми 
адаптерного риштувального протеїну Ruk/
CIN85 із молекулярною масою 85 кДа у зразках 
меланом, гліобластом, аденокарцином молочної 
залози та матки людини. З я̀совано особливості 
профілю експресії множинних молекулярних 
форм цього протеїну в аденокарциномах грудної 
залози та матки людини порівняно з умовно нор-
мальними прилеглими тканинами. Показано, що 
зразки нормальної тканини матки характеризу-
ються підвищеним вмістом високомолекуляр-
них форм цього протеїну (140 і 130 кДа), тоді як 
зразки пухлин матки – високим вмістом низько-
молекулярних форм (40 і 30 кДа). Одержані дані 
щодо підвищення рівня експресії Ruk/CIN85 у 
пухлинах молочної залози та матки вказують на 
те, що ці адаптерні протеїни можуть слугувати 
тканиноспецифічними маркерами пухлинного 
процесу і його прогресії, бути прогностичними 
факторами і потенційними мішенями для роз-
робки фармакологічних препаратів скерованої 
дії [2–4].

Тому подальші дослідження співробітників 
лабораторії і було присвячено з’ясуванню 
біологічної ролі Ruk/CIN85 у канцерогенезі. 
З метою впливу надекспресії цих адаптерних 
протеїнів на біологічні властивості пухлин-
них клітин було одержано й охарактеризовано 
стабільні трансфектанти клітин аденокарциноми 
молочної залози людини лінії MCF-7 та молочної 
залози миші лінії 4Т1, аденокарциноми легені 
людини лінії А549 і феохромоцитоми щура лінії 
РС12 з різним рівнем експресії рекомбінантних 
форм досліджуваного адаптерного протеїну, 
сублінії клітин РС12 із тетрациклініндукованою 
експресією повнорозмірної та середньої форм 
Ruk/CIN85. 

Результати проведених досліджень показа-
ли, що клітини клонів аденокарциноми молочної 
залози лінії МСF-7 зі стабільною надекспресією 
Ruk/CIN85 набувають фібробластоподібної 
морфології, характеризуються зниженням 
інтенсивності росту і адгезивності, підвищеним 
виживанням, колонієутворювальною здатністю, 
рухливістю та інвазивністю, конститутивною 
активацією транскрипційних факторів NF-кB, 
HIF-1α, посиленням продукування пероксиду 
водню, зниженням чутливості до дії естрогенів 
і TNFα, зміною відповіді на EGF. Зроблено 
припущення про роль адаптерного протеїну 
Ruk/CIN85 в механізмах, які контролюють 
міграційний потенціал клітин аденокарциноми 
молочної залози [1]. 

На сьогодні переконливо показано, що кан-
церогенез є багатоетапним і багаторівневим про-
цесом, в основі якого лежить системна взаємодія 
між численними генетичними подіями та 
епігенетичними порушеннями, які включають 
хромосомні аномалії, активацію протоонкогенів, 
інактивацію супресорних генів пухлин, абе-
рантну експресію і зміну функціональної 
активності факторів росту, їх лігандів та 
низки внутрішньоклітинних  ефекторних 
протеїнів. Накопичення незалежних мутацій 
та епігенетичних порушень, які ведуть до змін 
у регулюванні сигнальних шляхів, що контро-
люють проліферацію, ріст, диференціювання і 
запрограмовану смерть клітин, призводить до 
їх злоякісної трансформації. Незважаючи на 
високий ступінь гетерогенності механізмів ви-
никнення і прогресії злоякісних новоутворень, 
дослідниками всього світу не припиняється по-
шук як нових пухлиноспецифічних маркерів, 
так і внутрішньоклітинних мішеней для скеро-
ваного впливу на біологію пухлинних клітин. 

Внаслідок великої швидкості проліферації 
пухлинних клітин існуюча судинна система не-
спроможна постачати ці клітини киснем і по-
живними речовинами, тому клітини в пухлинах 
вимушені існувати в умовах гіпоксії.

Вважається, що саме внутрішньопухлинна 
гіпоксія є рушійною силою в прогресуванні 
онкологічних захворювань, відіграючи клю-
чову роль у процесах метастазування й 
ангіогенезу. На молекулярному рівні важливу 
роль у пристосуванні клітин до низького вмісту 
кисню відіграють транскрипційні фактори, 
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які стимулюються гіпоксією (HIF, hypoxia–
inducible factors), але характер взаємодії HIF-1 
із сигнальними молекулами за умов нормоксії 
та гіпоксії в деталях залишався невідомим. 
Внутрішньоклітинна гіпоксія є також одним із 
ключових факторів, який стимулює експресію 
інгібітора активатора плазміногену-1 (РАІ-1, 
plasminogen activator inhibitor-1). РАІ-1 є також 
компонентом системи активації плазміногену, 
що регулює біологічні властивості клітин 
як через механізм протеолізу, так і через 
непротеолітичні механізми, які запускають 
внутрішньоклітинне сигналювання за взаємодії 
з рецепторами плазматичної мембрани.

Тому подальші дослідження сигнальних 
мереж, залучених до регулювання експресії 
РАІ-1 в умовах гіпоксії, гіперінсулінемії та окси-
дативного стресу виявили, що транскрипційний 
фактор HIF-1α і елемент відповіді на гіпоксію 
(HRE) в промоторі РАІ-1 опосередковують 
стимуляцію експресії цього гена за дії інсуліну. 
Крім того, було показано, що адаптерний 
протеїн Ruk/CIN85  посилює експресію РАІ-1 
завдяки модулюванню вмісту HIF-1α, вплива-
ючи на деградацію цього протеїну, пов’язану 
з гідроксилюванням специфічних залишків 
проліну в молекулі HIF-1α.

Оскільки відомо, що РАІ-1 і HIF-1α є ком-
понентами регуляторних мереж, залучених до 
розвитку онкологічних захворювань, було вис-
ловлено припущення, що посилення експресії 
Ruk/CIN85 сприяє злоякісному трансформуван-
ню клітин. 

На основі одержаних результатів було за-
пропоновано модель регулювання експресії 
РАІ-1 за дії гіпоксії, пероксиду водню та інсуліну. 
Встановлено, що дія всіх цих стимулів є опо-
середкованою сайтами відповіді на гіпоксію в 
промоторі РАІ-1 і транскрипційним фактором  
НІF-1, який зв’язується з цими сайтами.

Також ідентифіковано нові сигнальні 
мережі, залучені до регулювання експресії 
антиоксидантного ензиму гемоксигенази-1 в 
умовах стресу. Крім того, запропоновано мо-
дель цитопротекторної та цитотоксичної дії ге-
матопоетичних факторів росту в нейрональних 
клітинах за гіпоксії та нормоксії.

В цілому, експериментальні дані, одержані 
співробітниками лабораторії – це вагомий 
внесок у розуміння взаємодії HIF-1 з іншими 
компонентами сигнальних мереж, а також 

механізмів стабілізації HIF-1 в умовах нормоксії 
за дії інсуліну та активної форми кисню (АФК) 
на моделі інгібітора активатора плазміногену–1; 
механізмів посилення експресії ензиму гемокси-
генази–1 в умовах клітинного стресу різного по-
ходження; функціонування сигнальних мереж, 
які активуються за дії гематопоетичних факторів 
росту, в клітинах мозку в умовах гіпоксії та 
нормоксії; ролі компонентів сигнальних ме-
реж, що беруть участь у регулюванні експресії 
генів, залежних від гіпоксії та в злоякісній 
трансформації клітин. Отже, експериментальні 
дані про здатність Ruk/CIN85 виявляти системні 
ефекти на транскрипційному рівні є повністю 
новими.

Таким чином, одержані дані відносно сиг-
нальних шляхів факторів росту з нейрозахис-
ними властивостями, які індукуються за умов 
гіпоксії, а також виявлення онкогенних власти-
востей адаптерного протеїну Ruk/CIN85 закла-
дають теоретичний фундамент для створення 
фармакологічних препаратів нового покоління, 
спрямованих на конкретні сигнальні мішені. 
Експериментальні дані щодо підвищення 
рівня експресії Ruk/CIN85 в аденокарциномах 
молочної залози людей вказують на те, що за-
значений адаптер може слугувати не тільки 
клітиноспецифічним маркером пухлинного 
процесу і його прогресії, але й прогностичним 
фактором розвитку онкологічних захворю-
вань. Численні дослідження свідчать про те, що 
високі рівні РАІ-1 є показником несприятливо-
го прогнозу при багатьох формах онкологічних 
захворювань, а також характерні для діабету 
другого типу і серцево-судинних захворювань. 
Дослідження механізмів регуляції експресії 
компонентів системи активації плазміногену 
може допомогти виявленню причин порушення 
їх експресії за патології [5–10].

До оригінальних і важливих результатів 
слід також віднести дані стосовно залучення 
Ruk/CIN85 у розвиток функціональних і моле-
кулярних ознак, характерних для пухлинних 
стовбурових клітин.

Справа в тому, що дослідження останніх 
років показали наявність у злоякісних ново-
утвореннях різного тканинного походження 
популяції клітин, які виявляють властивості 
стовбурових клітин, про що свідчить їхня 
здатність до самовідтворення. Ці клітини на-
зивають пухлинними/раковими стовбурови-
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ми клітинами (cancer stem cells, CSCs). Завдяки 
своїй відносній резистентності до опромінення 
і цитотоксичних препаратів вони сприяють 
розвитку терапевтичної резистентності та про-
яву рецидивів захворювання. Можна припусти-
ти, що найефективніша терапія онкологічних 
захворювань також має бути скерована на 
ланки сигнальних мереж, залучених до кон-
тролю виживання і самовідтворення пухлин-
них стовбурових клітин, на відміну від нор-
мальних стовбурових клітин. У попередніх 
дослідженнях було встановлено, що стабільна 
надекспресія повнорозмірної форми Ruk/CIN85 
у слабоінвазивних аденокарциномних клітинах 
молочної залози людини лінії МСF-7 призво-
дить до їх малігнізації. Оскільки в літературі 
були повністю відсутні дані стосовно вкладу 
адаптерних протеїнів до контролю біологічних 
властивостей CSCs, в лабораторії сигналь-
них механізмів клітин зацікавились питанням 
з я̓сування ролі надекспресії  цього адаптерно-
го протеїну в розвитку функціональних і моле-
кулярних ознак саме пухлинних стовбурових 
клітин.

Проведений на моделі аденокарциномних 
клітин молочної залози людини лінії МСF-7 зі 
стабільною надекспресією адаптерного протеїну 
Ruk/CIN85 комплекс експериментальних робіт 
засвідчив участь цього адаптера в розвитку 
таких функціональних і молекулярних ознак 
CSCs, як знижена проліферативна активність, 
формування мамосфер у детермінальному 
середовищі на низькоадгезивному пласти-
ку, збільшення популяції клітин СD44+/
СD24−, резистентність до дії таких лікарських 
препаратів, як доксорубіцин, цисплатин, тамок-
сифен і етопозид; підвищення активності ензи-
му детоксикації ALDH та різних ATP-касетних 
мембранних транспортерів.

У лабораторії створено клітинні технології, 
які здатні забезпечувати підтримання активності 
CSCs in vitro протягом тривалого часу. Ці 
технології можна рекомендувати для впрова-
дження в практику біотехнологічних компаній 
з метою оцінювання ефективності новітніх про-
типухлинних препаратів і широкомасштабного 
скринування малих молекул і бібліотек siRNA 
на предмет знищення пухлинних стовбурових 
клітин [10–12].

Встановлено також, що стабільні транс-
фектанти PC12/GFP-Ruk/CIN85 характеризу-

ються тенденцією до формування кластерів 
і клонального росту, підвищенням здатності 
формувати сфероїди, тобто набувають фено-
типу, характерного для клітин, що ініціюють 
розвиток злоякісних пухлин. Оригінальними 
є дані стосовно того, що в клітинах РС12 з 
надекспресією GFP- Ruk/CIN85 повністю 
блокується здатність до диференціювання за 
нейрональним типом, тоді як клітини дикого 
типу в середовищі з низьким вмістом сироват-
ки після додавання NGF формують відростки, 
подібні до відростків нейронів симпатичної 
нервової системи. Виявлені особливості 
поведінки клітин РС12/GFP-Ruk/CIN85 коре-
люють із високим вмістом транскрипційного 
фактора Id1 (інгібітора диференціювання) 
та з низьким – транскрипційного фактора 
MATH2/NEUROD6 порівняно з контрольни-
ми mock-трансфіксованими клітинами. Крім 
того, надекспресія Ruk/CIN85 призводить до 
конструктивної активації протеїнкінази B (Akt) 
та до посилення активації ERK1/2 за дії NGF, по-
силення проліферативного потенціалу клітин 
PC12 в повному середовищі і зміни швидкості 
проліферування в присутності епідермального 
фактора росту в середовищі з низьким вмістом 
сироватки, підвищення резистентності до 
токсичності, зумовленої додаванням пероксиду 
водню.

Дослідження, проведені з метою вивчення 
особливостей посттрансляційної модифікації 
адаптерного протеїну Ruk/CIN85 шляхом його 
фосфорилування за дії на пухлинні клітини 
різноманітних регуляторних чинників та по-
шуку протеїнкіназ, здатних взаємодіяти з 
Ruk/CIN85 і модифікувати його, показали, що 
цей протеїн фосфорилується in cellulo, а рівні 
його фосфорилування змінюються в процесі 
реалізації біологічної відповіді клітин. Вияв-
лено диференційні зміни у фосфорилуванні 
досліджуваного протеїну за залишками Tyr, 
Ser, Thr в клітинах феохромоцитоми щурів лінії 
РС12 із тетрациклініндукованою експресією 
цього адаптера за індукції їх проліферації та 
диференціювання EGF i NGF відповідно. Вста-
новлено, що Ser/Thr – специфічна протеїнкіназа D 
(РКD) зв’язується з Ruk/CIN85, також досліджено 
механізм їх міжмолекулярної взаємодії та ви-
явлено центри фосфорилування. Одержані ре-
зультати дозволили припустити функціональну 
роль комплексу Ruk/CIN85 – РКD у регулюванні 
міграції та інвазії клітин.
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Під керівництвом Л. Б. Дробот співро-
бітниками лабораторії було ідентифіковано 
нові зв’язувальні партнери Ruk/CIN85, залучені 
до канцерогенезу, такі як адаптерні протеїни 
інтерсектин, Tks4 (протеїн-організатор NADPH – 
оксидазного комплексу), пролілгідроксилаза 2 
[1].

Як вже було відмічено раніше, пролі-
ферація, міграція й інвазія клітин знаходять-
ся під контролем факторів росту, цитокінів та 
хемокінів через активацію рецепторзалежних 
внутрішньоклітинних сигнальних каскадів. 
Експериментальні дані останніх років свідчать 
про те, що рецепторзалежне зростання кількості 
внутрішньоклітинного пероксиду водню 
(Н2О2) – нового вторинного посередника – не 
тільки посилює і подовжує активність рецептор-
залежних сигнальних каскадів, але й може регу-
лювати біологічну відповідь клітин та розвиток 
низки системних патологічних станів. Ефектор-
ними ензимами, залученими до продукуван-
ня активних форм кисню (АФК) є мембранні 
NADPH-оксидази, або оксидази дихального 
вибуху, що локалізовані як на плазматичній 
мембрані, так і на внутрішньоклітинних мем-
бранних структурах.

Із даних літератури відомо, що пероксид вод-
ню через окислювальну модифікацію тіолових 
груп у протеїнах регулює активність ключо-
вих компонентів сигнальних мереж клітин, 
таких як протеїнкіназа С (РКС), МАРК, РІЗК, 
фосфотирозинові фосфатази, РТЕN, рецепторні 
та цитоплазматичні тирозинові кінази тощо. Тоб-
то наявні дані свідчать про те, що Н2О2–сигналю-
вання за своїми закономірностями і біологічною 
значимістю є співставним з основними пара-
дигмами (постулатами), сформульованими для 
добре дослідженого механізму сигналюван-
ня − посттрансляційної модифікації клітинних 
протеїнів шляхом фосфорилування. Тому 
співробітники лабораторії під керівництвом 
Л.Б. Дробот поставили за мету з’ясувати роль 
адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у регулюванні 
функціональної активності NADPH-оксидаз і 
внутрішньоклітинного сигналювання в пухлин-
них клітинах.

Внаслідок проведеної комплексної 
експериментальної роботи встановлено, що 
продукування АФК пухлинними клітинами, 
опосередковане функціонуванням мембран-
них NADPH-оксидазних комплексів, позитивно 
корелює з рівнем експресії адаптерного протеїну 
Ruk/CIN85. Із використанням прижиттєвої 
флуоресцентної мікроскопії продемонстро-
вано, що вміст Ruk/CIN85 і генерування Н2О2 
локалізовано у «dot»-подібних везикулярних 
структурах клітин аденокарциноми молочної 
залози людини лінії MCF-7. 

Отже, результати роботи засвідчили 
існування регуляторного взаємозв’язку 
між експресією адаптерного протеїну Ruk/
CIN85 у пухлинних клітинах, інтенсивністю 
продукування АФК і особливостями його 
компартменталізації, динамікою активації ре-
доксзалежного сигналювання та біологічними 
відповідями пухлинних клітин. Крім того, пока-
зано, що підвищене продукування АФК в кліти-
нах лінії MCF-7 із надекспресією цього адап-
терного протеїну корелює з диференційними 
системними змінами експресії генів NОХ. 
Також продемонстровано формування ендо-
генного комплексу Ruk/CIN85 із протеїном 
Tks4 та виявлено потенційне біологічне зна-
чення цієї взаємодії. Одержані дані є важливи-
ми для пошуку і ідентифікації нових редокс-
залежних мішеней для розробки відповідних 
фармакологічних препаратів скерованої дії [9, 
13–15].

Таким чином, широкомасштабні ком-
п лексні дослідження механізмів контролю 
процесів проліферації, міграції й інвазії пух-
линних клітин, проведені в лабораторії сиг-
нальних механізмів клітини Інституту біохімії 
ім. О. В. Палладіна НАН України, свідчать про 
важливу роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 
у канцерогенезі. Вони є пріоритетними і мо-
жуть слугувати експериментальним базисом 
для розробки фармакологічних препаратів ново-
го покоління, мішенями для яких можуть бути 
ключові центри організації сигнальних мереж 
клітин – адаптерні й риштувальні протеїни.
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Статья посвящена анализу научно-прак-
тической деятельности лаборатории сигналь-
ных механизмов клетки Института биохимии 
им. А. В. Палладина НАН Украины в контек-
сте истории его развития. Приведены наиболее 
важные результаты исследований механизмов 
контроля процессов пролиферации, миграции и 
инвазии опухолевых клеток, которые свидетель-
ствуют о важной роли адаптерного протеина 
Ruk/CIN85 в канцерогенезе. Эти исследования 
являются прио ритетными и могут служить экс-
периментальной основой для разработки фар-
макологических препаратов нового поколения, 
мишенями для которых могут быть ключевые 
центры организации сигнальных систем клетки 
– адаптерные и скаффолдные протеины.
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The article is devoted to the analysis of the 
scien tific and practical activity of the Laboratory of 
the signaling mechanisms of the cells of the Palla-
din Institute of Biochemistry, NAS of Ukraine, in 

the context of the history of its development. The 
most important results of studies of the mechanisms 
controlling proliferation, migration and invasion of 
tumor cells, which testify to the important role of 
the Ruk/CIN85 adapter protein in carcinogenesis, 
are presented. These studies are a priority and can 
serve as an experimental basis for the development 
of new generation pharmacological agents, the tar-
gets for which can be key centers for the organiza-
tion of signaling systems of the cell - adapter and 
scaffold proteins.
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