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Дослiджено вплив гiкопсiї, iнсулiну та iнсулiноподiбного фактора росту-1 (IGF-1) на
експресiю Ruk/CIN85. Показано, що експресiя Ruk/CIN85 в клiтинах аденокарциноми
грудної залози людини MCF-7 не змiнюється за умов м’якої гiпоксiї, проте пiдвищує-
ться за дiї iнсулiну та IGF-1. Крiм того, IGF-1 значно сильнiше стимулює пролiфера-
цiю клiтин MCF-7, що надекспресують Ruk/CIN85, порiвняно з контрольними клiти-
нами. Як iндукцiя експресiї Ruk/CIN85, так i посилення пролiферативної активностi
клiтин MCF-7 не спостерiгалися в присутностi LY294 002 (iнгiбiтора сигнального шля-
ху PI3K/Akt). Таким чином, виявлено новi фактори, що можуть впливати на експресiю
та бiологiчну активнiсть протеїну Ruk/CIN85.

Специфiчнiсть клiтинної вiдповiдi на дiю численних стимулiв потребує iнтеграцiї рiзнома-
нiтних внутрiшньоклiтинних сигнальних шляхiв. Одним з ключових факторiв, що забезпе-
чують передачу регуляторних сигналiв та їх специфiчнiсть, є адаптернi протеїни. Адаптернi
протеїни — це некаталiтичнi молекули з численними доменами, якi забезпечують протеї-
но-протеїновi i протеїно-лiпiднi взаємодiї та взаємодiї iз центрами посттрансляцiйних моди-
фiкацiй, що функцiонують у вузлах перетину внутрiшньоклiтинних сигнальних шляхiв [1].
Здатнiсть адаптерних протеїнiв одночасно взаємодiяти з багатьма iншими молекулярними
компонентами вiдiграє вирiшальну роль у ендоцитних, бiосинтетичних, секреторних про-
цесах клiтин.

Oб’єктом наших дослiджень щодо з’ясування ролi адаптерних протеїнiв у внутрiшньо-
клiтинному сигналiзуваннi є протеїн Ruk/CIN85 (також вiдомий як SETA, CD2BP3 й
SH3KBP1), який широко експресується в рiзних тканинах та лiнiях клiтин [2]. Нагромад-
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женi на сьогоднi експериментальнi данi дозволяють вважати Ruk/CIN85 представником
окремої родини SH3-вмiсних адаптерних протеїнiв, якi виконують iнтегруючу роль у ре-
гулюваннi архiтектури актинового цитоскелета, адгезiї та iнвазiї клiтин, апоптозу, мiто-
генному сигналiзуваннi, трафiку мембранних везикул, лiгандопосередкованому ендоцитозi
рецепторних тирозинових протеїнкiназ [2–4].

Нещодавно нами було показано, що надекспресiя Ruk/CIN85 має модулюючий вплив на
експресiю протеїнiв, що стимулюється гiпоксiєю, зокрема iнгiбiтора активатора плазмiно-
гена-1 (PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1) [5]. Протеїн PAI-1 є одним з компонентiв
системи активацiї плiзмiногена, що бере безпосередню участь як у процесах фiбринолiзу,
так i в деградацiї позаклiтинного матриксу, регулюваннi мiжклiтинної адгезiї, рухливостi й
iнвазивностi пухлинних клiтин. Експресiя PAI-1 посилюється не лише за умов гiпоксiї, а та-
кож при дiї iнсулiну та iнсулiноподiбного фактора росту-1 (IGF-1, insulin-like growth factor
type-1) [6]. Цiкаво, що iндукцiя PAI-1 як при дiї iнсулiну та IGF-1, так i за умов гiпок-
сiї опосередкована зв’язуванням фактора вiдповiдi на гiпоксiю-1 (HIF-1, hypoxia-inducible
factor-1) з елементом вiдповiдi на гiпоксiю (HRE, hypoxia response element) у промоторi
PAI-1 [7, 8]. Якщо сайт HRE в цьому промоторi не є функцiональним, посилення залежної
вiд промотору PAI-1 репортерної активностi гена люциферази при надекспресiї Ruk/CIN85
не вiдбувається [5].

На сьогоднi нема даних про вплив гiпоксiї, iнсулiну та IGF-1 на експресiю Ruk/CIN85.
За допомогою бiоiнформацiйного пошуку нами було виявлено, що промоторний район гена,
що кодує Ruk/CIN85, мiстить декiлька послiдовностей, якi можуть виконувати функцiю
елементiв вiдповiдi на гiпоксiю, а також регулювати експресiю гена при дiї iнсулiну та IGF-1.
Тому мета проведеного дослiдження полягала в з’ясуваннi, чи можуть внутрiшньопухлинна
гiпоксiя, а також дiя iнсулiну та IGF-1 бути одними з факторiв, що стимулюють експресiю
Ruk/CIN85.

Матерiали i методи. Культура клiтин. Клiтини аденокарциноми грудної залози лю-
дини MCF-7 та клiтини ембрiональної нирки людини HEK293 культивували в середови-
щi DМЕМ (РАА Laboratories, Австрiя), яке мiстило 10% ембрiональної сироватки теляти,
50 U/мл пенiцилiну та 100 мкг/мл стрептомiцину. Клiтини утримували в СО2 iнкубаторi
(Cytoperm 8080, Heraeus, Hanau, Нiмеччина) при 37˚C у зволоженiй атмосферi, що мiсти-
ла 5% O2 (помiрна гiпоксiя) або 16% O2 (нормоксiя), 5% CO2 i, вiдповiдно, 90% чи 79%
N2 (за об’ємом). Отримання сублiнiї клiтин MCF-7 зi стабiльною надекспресiєю протеїну
Ruk/CIN85 описано ранiше [5].

Вестерн-блот аналiз. Для дослiдження вмiсту протеїнiв клiтини висiвали на чашки
Петрi (6 см), культивували протягом першої доби за умов нормоксiї, а протягом другої
доби — за умов нормо- або гiпоксiї (16 год або 24 год, як вказано). Перед додаванням до
клiтин IGF-1 або iнсулiну клiтини iнкубували протягом 24 год у середовищi DMEM з низь-
ким вмiстом ембрiональної сироватки теляти (0,1%). IGF-1 людини (Sigma, St. Louis, США),
ресуспендований в 0,1 M оцтовiй кислотi, додавали до кiнцевої концентрацiї 100 нM. Iнсулiн
(розчинений в 0,9% NaCl з 0,1% сироватковим альбумiном) використовували в кiнцевiй кон-
центрацiї 500 нM. Де вказано, клiтини протягом 30 хв передiнкубували з 5 мкM LY294 002
(Alexis, Gruenberg, Нiмеччина) або розчинником (0,03% DMSO). Клiтини лiзували та прово-
дили Вестерн-блот аналiз як описано в [5] з використанням полiклональних антитiл кроля
до Ruk/CIN85 (1 : 3000) [9] та до β-aктину (1 : 5000) (Sigma). Iмунореактивнi смуги детек-
тували за допомогою системи пiдсиленої хемiлюмiнiсценцiї (ECL Western Blotting System,
“Amersham”, Велика Британiя).
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Рис. 1. Рiвень протеїну Ruk/CIN85 в клiтинах MCF-7 за умов гiпоксiї.
Рiвень протеїну визначали за допомогою Вестерн-блот аналiзу в клiтинах MCF-7. Клiтини iнкубували за
умов нормоксiї (16% O2) або гiпоксiї (5% O2) протягом 16 або 24 год. Рiвень експресiї β-актину визначали
для пiдтвердження однакової кiлькостi протеїну в пробах

Рис. 2. Рiвень Ruk/CIN85 в клiтинах MCF-7 у присутностi iнсулiну (а) та IGF-1 (б ).
Рiвень протеїну визначали за допомогою Вестерн-блот аналiзу в клiтинах MCF-7. Клiтини iнкубували в при-
сутностi iнсулiну протягом 24 год. За 30 хв до додавання iндукторiв клiтини передiнкубували з 5 мкM
LY294 002 або розчинником (DMSO). Рiвень експресiї β-актину визначали для пiдтвердження однакової
кiлькостi протеїну в пробах

Життєздатнiсть клiтин оцiнювали через 72 год пiсля висiвання на культуральнi ча-
шки за активнiстю електронно-транспортного ланцюга, яку визначали за допомогою тесту
з МТТ-реактивом (3- [4,5-диметилтiазол-2-iл]-2,5-дифенiл тетразолiй бромiд). Реакцiю про-
водили в 12-лункових планшетах при 37 ◦C протягом 3 год. Утворення MTT-формазану
визначали на цифровому спектрофотометрi (Beckman DU-600) при λ = 570 нм.

Результати дослiдження та їх обговорення. Iндукцiя експресiї гена Ruk/CIN85
при дiї iнсулiну та IGF-1. Для того щоб дослiдити, чи змiнюється експресiя Ruk/CIN85 за
умов гiпоксiї, а також при дiї iнсулiну та IGF-1, було використано клiтини аденокарциноми
грудної залози людини лiнiї MCF-7, якi за умов стацiонарного культивування характеризу-
ються низьким вмiстом повнорозмiрної форми Ruk/CIN85. Клiтини MCF-7 iнкубували за
умов гiпоксiї (5% кисню) або нормоксiї (16% кисню) протягом 16 або 24 год. Вестерн-блот
аналiз з використанням полiклональних антитiл до Ruk/CIN85 не виявив вiдмiнностей в рiв-
нях експресiї Ruk/CIN85 за рiзних концентрацiй кисню (рис. 1). Аналогiчнi данi були отри-
манi при використаннi клiтин ембрiональної нирки людини HEK293, що в нормi експре-
сують вищi, нiж MCF-7, рiвнi Ruk/CIN85 (див. рис. 1).

Клiтини MCF-7 також iнкубували в присутностi IGF-1 людини в кiнцевiй концентра-
цiї 100 нM та iнсулiну людини в концентрацiї 500 нM. Культивування клiтин протягом
24 год у присутностi як iнсулiну, так i IGF-1 призводило до пiдвищення експресiї повнороз-
мiрної форми Ruk/CIN85 з Mr 85 кДа (рис. 2). Це пiдвищення експресiї не спостерiгали
в клiтинах, якi iнкубували з iнсулiном або IGF-1 у присутностi iнгiбiтора сигнального шля-
ху PI3K/Akt LY294002 (див. рис. 2).
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Рис. 3. Чутливiсть клiтин MCF-7, що надекспресують Ruk/CIN85, до пролiферацiї, стимульованої IGF-1.
Клiтини MCF-7, трансфiкованi “пустим” вектором (mock), та клiтини зi стабiльною надекспресiєю
Ruk/CIN85 культивували протягом 24 год в середовищi для голодування (DMEM з 0,1% ембрiональною си-
роваткою теляти). Далi клiтини iнкубували 24 год в присутностi IGF-1 (100 нM) разом з LY294002 (5 мкM)
або розчинником (DMSO). Кiлькiсть клiтин оцiнювали з допомогою MTT тесту за утворенням MTT-форма-
зану, яке визначали на спектрофотометрi (λ = 570 нм). Показники в контролi (без додавання IGF-1 та/або
LY294002) прийнято за 100%. Вказано середнi значення трьох експериментiв ± SEM.
* — статистично значуща вiдмiннiсть показникiв клiтин, стимульованих IGF-1, вiд контрольних при парному
порiвняннi за t-критерiєм Стьюдента i рiвнем значущостi p 6 0,05. # — статистично значуща вiдмiннiсть
показникiв клiтин, що надекспресують Ruk/CIN85, вiд “mock” клiтин при парному порiвняннi за t-критерiєм
Стьюдента i рiвнем значущостi p 6 0,05

Таким чином, хоча вiдомо, що пiдвищення вмiсту Ruk/CIN85 спричиняє стабiлiзацiю
транскрипцiйного фактора HIF-1α [5], м’яка гiпоксiя сама по собi не є достатнiм стиму-
лом, щоб iндукувати експресiю Ruk/CIN85. Питання про те, чи може гiпоксiя модулювати
експресiю Ruk/CIN85, стимульовану дiєю iнших iндукторiв, потребує подальшого вивчення.

Надекспресiя Ruk/CIN85 посилює стимульовану IGF-1 пролiферацiю клiтин MCF-7. Вi-
домо, що IGF-1 стимулює пролiферацiю клiтин MCF-7 [10]. Вiдповiдно, нашою наступною
метою було дослiдити, чи є клiтини, що надекспресують Ruk/CIN85, бiльш чутливими до
пролiферацiї, iндукованої IGF-1. За допомогою MTT тесту було виявлено, що кiлькiсть
клiтин MCF-7, трансфiкованих контрольною плазмiдою, при дiї IGF-1 збiльшується при-
близно на 20%. Водночас пролiферацiя клiтин MCF-7, що надекспресують Ruk/CIN85, при
дiї IGF-1 посилювалася вдвiчi (рис. 3). Посилення пролiферацiї при дiї IGF-1 не спостерi-
галося в присутностi iнгiбiтора PI3K/Akt сигнального шляху LY294002.

Вища чутливiсть клiтин, що надекспресують Ruk/CIN85, до пролiферацiї, стимульова-
ної при дiї IGF-1, може свiдчити про роль Ruk/CIN85 у IGF-1-залежному внутрiшньоклi-
тинному сигналiзуваннi. Хоча вiдомо, що Ruk/CIN85 та спорiднений з ним протеїн CD2AP
вiдiграють важливу роль у Cbl-опосередкованому убiквiтилюваннi та деградацiї рецептор-
них тирозинкiназ, включаючи рецептори до EGF (epidermal growth factor) й PDGF (platelet-
derived growth factor) [2], на сьогоднi iснує дуже мало даних про можливу участь Ruk/CIN85
в процесах, стимульованих IGF-1 та iнсулiном. Вiдомо лише, що вiдсутнiсть CD2AP у ми-
шей порушує активування сигнальних шляхiв PI3K/Akt та ERK1/2, стимульованих кiлько-
ма факторами росту, включаючи IGF-1 [11]. Дослiдження профiлю транскрипцiї у мишей
з використанням геномних мiкрочiпiв (whole genome microarrays) показали, що експресiя
Ruk/CIN85 посилюється при висококалорiйному харчуваннi, але повертається до контроль-
них значень за умов голодування [12]. Оскiльки вживання продуктiв з високим вмiстом
жирiв супроводжується пiдвищеннням рiвня iнсулiну в кровi та розвитком нечутливостi до
iнсулiну, висловлюється припущення, що посилення експресiї Ruk/CIN85 призводить у ми-
шей до розвитку резистентностi до дiї iнсулiну через пригнiчення PI3K/Akt сигнального
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шляху [12]. Водночас, нашi данi свiдчать про позитивний вплив надекспресiї Ruk/CIN85 на
сигналювання, стимульоване IGF-1.

Дослiдження здiйснене за фiнансової пiдтримки спiльного українсько-нiмецького гран-
ту МОН України (170–2009) та федерального МОН Нiмеччини (UKR 08/003), а також
спiльного українсько-росiйського гранту мiж ДФФД України та РФФД (№Ф28.4/041).
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A.A. Samoylenko

Enhancement of the expression of adaptor protein Ruk/CIN85 in
MCF-7 cells under the action of insulin and IGF-1

The effects of hypoxia, insulin and insulin-like growth factor 1 (IGF-1) on the Ruk/CIN85 expres-
sion are studied. It is demonstrated that the Ruk/CIN85 expression in human breast adenocarci-
noma MCF-7 cells is not changed under mild hypoxia but induced upon insulin and IGF-1 treatment.
Moreover, the upregulation of Ruk/CIN85 increased the MCF-7 sensitivity to IGF-induced proli-
feration. Neither induction of Ruk/CIN85 expression nor increase in MCF-7 proliferative activity
was observed in the cells pretreated with PI3K/Akt pathway inhibitor LY294002. Therefore, our
study revealed new factors that influence Ruk/CIN85 expression and biological activity.
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