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Проліферативні процеси у клітинах 
контролюються РІ3К/Аkt (РКВ) та кіназа-
ми, що активуються мітогенами (МАРК). 
Мітогенний каскад Ret/Ras/Raf/MEK/ERK 
пов’язує сигнали факторів росту на рецеп-
торах клітинної поверхні з транскрипцій-
ними факторами АР-1, NF-κB, Ets, що при-
зводить до індукції наступних компонентів 
каскаду, с-Fos, цикліну D1 і с-Мус, які ре-
гулюють експресію генів, що контролюють 
такі важливі клітинні процеси, як апоптоз, 
ангіогенез, ріст і проліферацію клітин [1, 2].  
Цей сигнальний шлях часто активований 
в деяких пухлинах в результаті хромосом-
них транслокацій RET-PTC, мутацій BRAF 
(BRAFV600E), RAS, генів деяких рецепторів  
цитокінів або надмірної експресії нормаль-
них і мутованих рецепторів, таких як EGFR  

[3–5]. В основі патогенезу раку ЩЗ також 
лежить неконтрольована активність різних  
сигнальних шляхів і, в першу чергу, — МАРК- 
каскаду [6, 7]. Пригнічення цього каскаду 
специфічними інгібіторами посилює чутли-
вість ракових клітин (в тому числі і ана-
пластичного раку ЩЗ) до хіміотерапії [5, 8, 9].

Протеїнкіназа В (РКВ, Akt) належить 
до підродини AGC. У ссавців були іденти-
фіковані три ізоформи PKB (PKBα, PKBβ 
і PKBγ або Akt-1, -2, -3, відповідно) [10]. Akt 
є внутрішньоклітинною кіназою, механізм 
активації якої пов’язаний з мобілізацією 
на клітинну мембрану у відповідь на ак-
тивацію PI3K. Мембранна асоціація Akt 
є тригером фосфорилювання треоніну 308 
(Thr308) в домені кінази, опосередкованим 
PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1), 
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а її біологічна активність посилюються 
при фосфорилюванні у регуляторній об-
ласті серину 473 (Ser473) протеїнкіназою  
mTORC2 (mammalian target of rapamycin com- 
plex 2) або ДНК-залежною протеїнкіназою 
(DNA-PK). Akt вважається основ ним вузлом 
у трансдукції сигналів PI3K, які контролю-
ють важливі клітинні процеси. Генетичні 
дослідження з гіперекспресією конститу-
тивно активованих ізоформ Akt, показали 
первинну фізіологічну роль кінази в регу-
ляції клітинної проліферації і виживання  
[11]. РІ3К/Аkt бере участь у регуляції білко-
вого синтезу і постачанні клітин енергією.  
Крім того, цей сигнальний каскад пригні-
чує апоптоз, сприяє виживанню пухлинних 
клітин і є активованим у багатьох типах 
раку [12]. Більше того, мутаціїї та ампліфі-

кація окремих компонентів РІ3К/Аkt-кас- 
каду є причиною злоякісної трансформації 
клітин різного походження, в тому числі 
і ЩЗ [7, 13], а пригнічення каскаду специ-
фічними інгібіторами посилює терапевтич-
ний ефект протипухлинних засобів [14].

Раніше нами було продемонстровано 
значне збільшення вмісту ядерного анти-
гену проліферуючих клітин (PCNA) у пух-
линах ЩЗ, особливо в агресивних пухли-
нах з метастазами, що свідчить про суттєве 
посилення проліферативних процесів [15]. 
Метою роботи було визначення активації 
ERK1/2 та Аkt, як основних ефекторних 
кіназ каскадів МАРК та РІ3К, пов’язаних 
з проліферативними процесами, в нор-
мальних тканинах та доброякісних і зло-
якісних пухлинах ЩЗ людини.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Дослідження проводилися на після-

операційному матеріалі хворих, одержа-
ному в хірургічному відділенні Інституту. 
Всі пацієнти перед оперативним втручан-
ням підписали інформовану згоду на ви-
користання біоматеріалів для подальших 
досліджень. За умовно-нормальну тка-
нину приймали незмінену тканину за-
лози, яка за морфологічними критеріями 
не відрізнялася від нормальної. Одразу ж 
після видалення тканину ЩЗ поміщали 
на лід і швидко заморожували при – 80°С. 
Гомогенізували тканину в гомогенізато-
рі TissueLyser II фірми Retsch (Німеччина) 
у спеціальному буфері з набору для імму-
но-ферментного аналізу ab176660, що міс-
тив суміш інгібіторів протеаз та фосфатаз, 
для збереження інтактності та активності 
білків. Гомогенат зберігали до подальшого 
використання при – 80°С.

Для визначення кількості та активації 
ERK1/2 використовували набори ab176660 

для іммуно-ферментного аналізу фірми 
Abcam (Велика Британія). Дані набори 
дають можливість визначати як кількість 
ERK1/2 (загальна ERK1/2), так і кількість 
її фосфоформи, фосфорильованої по залиш-
кам Thr202/Tyr204. 

Для визначення кількості Akt1 та фос-
фо-Akt1/2/3 (фосфо-T308) в гомогенатах ЩЗ 
використовували набори для іммуно-фер-
ментного аналізу ab176658 фірми Abcam. 
Дослідження проводили в триплетах. 
Концентрацію білка в лізаті визначали 
за допомогою наборів на основі бісінхоні-
нової кислоти (BCA protein assay kit) фір-
ми Novagen (США). Планшети з ERK1/2 
та Akt1 зчитували на рідері фірми Bio-tek 
Instruments (США).

Одержані дані опрацьовані статистич-
но з використанням t-критерію Стьюдента 
і представлені у вигляді M ± m або M ± Std. 
Вірогідними вважали відміни при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Як було показано нами раніше, рівень 

експресії PCNA — показника проліфера-
тивного потенціалу клітини, в пухлинній 
тканині фолікулярної аденоми та папіляр-
ної карциноми був вищим, ніж у нормаль-
ній тканині [15]. Слід також зазначити, 
що співвідношення вмісту PCNA в пухлин-

ній та умовно-нормальній тканинах в пух-
линах з метастазами було значно вище ніж 
в інкапсульованих пухлинах. Тому було 
важливо дослідити активність Ret/Ras/
Raf/MEK/ERK, який вважається основним 
сигнальним каскадом, що контролює поділ 
клітин [1, 2], і встановити, як вміст PCNA 
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корелює з активністю головної ефекторної 
протеїнкінази цього сигнального шляху — 
ERK1/2.

При визначенні активності протеїнкі-
наз необхідно враховувати загальну кіль-
кість кінази в тканині, оскільки зміни 
активності можуть відображати не тіль-
ки власне активацію, але й більш глибо-
кі зміни експресії, вмісту ферменту. Тому 
був вибраний набір для імуноферментного  
аналізу, який дозволяє визначати в кож-
ному зразку тканини одночасно і загаль-
ну кількість протеїнкінази та її активацію. 
З рис. видно, що у всіх типах пухлин ЩЗ, 
крім неінкапсульованих пухлин папіляр-
ної карциноми (NPTC) активність ERK1/2,  
нормалізована щодо її вмісту, у пухлинній 
тканині була значно нижчою, ніж у нор-
мальній. Особливо велика різниця між нор- 
мою та пухлиною спостерігалась у інкапсу-
льованих пухлинах папілярної карциноми  
(ІPTC) та при фолікулярній карциномі  
(FTC). Звертає на себе увагу той факт, що  
активність ERK в цих тканинах була близь- 
ка до нуля. Рівень активності протеїнкі-
нази у пухлинних тканинах фолікулярної 
аденоми і NPTC був дещо вищим, а в остан-
ньому випадку не відрізнявся від її актив-
ності у нормальній тканині (рис.).

Таким чином, підвищена експресія PCNA  
[15] не коррелює з активацією ERK1/2 у до-

сліджених пухлинах ЩЗ. Виникає, також, 
протиріччя між проліферативною функці-
єю ERK і низьким рівнем її активації у пух-
линах. Вірогідне пояснення цих розбіжнос-
тей було одержане при вивченні активності 
і експресії МАРК у клітинах медулярної  
карциноми (МТС) ЩЗ людини [16, 17]. Було 
показано, що хоча онкогени Ras і Raf часто 
беруть участь у злоякісній трансформації 
клітин, у багатьох випадках конститутив-
на активація цього каскаду у пухлинних 
тканинах призводить до зупинки росту 
і сенесценсії. Так, у клітинах МТС активо-
вані Ras чи c-Raf-1 індукують зупинку рос-
ту шляхом синтезу і секреції аутокринно-
паракринного чинника LIF (лейкемічний 
інгібіторний фактор) [17]. Тривала актива-
ція каскаду Raf/MEK/ERK індукує зупин-
ку поділу клітин з відповідними змінами 
регуляторів клітинного циклу (дефосфо-
рилювання і, відповідно, інактивація пух-
линного супресора pRb, пригнічення тран-
скрипційного фактора E2F1 і зростання 
кількості інгібітора цик лу — p21CIP1) і спе-
цифічними змінами експресії транскрип-
ційного фактора проліферації c-Myc чи ре-
цепторної тирозинкінази RET у пухлинних 
клітинах ліній LNCaP, U251 та TT (меду-
лярна карцинома ЩЗ людини) [18].

Припускають, що ракова клітина ініці-
ює спеціальні захисні механізми, як, на-

Рис. Aктивація ERK1/2 у різних типах пухлин щитоподібної залози,  
нормалізована щодо кількості кінази в тканині.

Визначали фосфорилювання залишків Thr202/Tyr204. FTC — фолікулярна карци-
нома, FA — фолікулярна аденома, ІPTC — папілярна карцинома (інкапсульовані 
пух лини), NPTC — папілярна карцинома (неінкапсульовані, метастазуючі пухлини). 
М ± m, n = 3–6; * — відміни між умовно-нормальною та пухлинною тканинами 
вірогідні, р < 0,05.
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приклад, збільшення експресії білка тепло-
вого шоку морталіну (HSPA9/GRP75/PBP74)  
[19], який пригнічує експресію та акти-
вацію ERK і, таким чином, захищає себе 
від сенесценсії, зупинки клітинного циклу 
і апоптозу. Іншим механізмом, що пригні-
чує ERK може бути епігенетична регуляція 
деякими міРНК — міРНК-483-5p та клас-
тер міРНК-124/214 [20]. Крім того, існує та-
кий важливий механізм, як негативна ре-
гуляція ERK через ERK-залежну індукцію 
фосфатаз родини DUSP [21].

Таким чином, хоча сигнальний каскад 
Raf/MEK/ERK в основному відомий своїм 
сприянням виживанню клітин і прогре-
сії клітинного циклу у відповідь на міто-
генні сигнали, він також може опосеред-
ковувати пригнічення росту і клітинного 
циклу, а також сприяти смерті клітин, се-
несценції та аутофагії у відповідь на різні  
сигнали [22, 23]. Більше того, зараз приділя-
ється значна увага Raf/MEK/ERK-опо се ред- 
кованій зупинці росту, як потенціальному  
механізму супресії розвитку пухлин [17].

Подібна картина спостерігалася щодо 
активації Akt1/2/3, нормалізованої до за-
гальної кількості кінази в тканині (табл.). 
Рівень фосфо-Akt в умовно-нормальній 
тканині всіх пухлин був значно вищим 
ніж у пухлинній тканині, а в інкапсульо-
ваних папілярних карциномах фосфо-Akt 
була повністю відсутня.

Таким чином, всупереч очікуванням, 
активність Akt у пухлинах карцином 
та фолікулярної аденоми була або відсут-
ня, або суттєво пригнічена, що свідчить 

про відсутність зв’язку між активністю про-
теїнкінази і посиленими проліферативни-
ми процесами у пухлинах ЩЗ.

Відомо, що Akt в пухлинних тканинах 
через пригнічення каспази-9, проапоптич-
ного білка Bad та транскрипційного факто-
ра FKHR гальмує апоптоз; впливає на ак- 
тивність інгібіторів клітинного циклу р21,  
р27, на стан регулятора пухлинного су-
пресора р53 — Mdm2, протеїнкіназу Gsk-3,  
що спричиняє порушення регуляції клі-
тинного циклу та неконтрольовану пролі-
ферацію; активує IKK та NF-κB-залежний 
сигнальний шлях, посилюючи виживання 
пухлинних клітин; через активацію mTOR  
посилює ріст пухлини [12]. Крім того, над-
мірна активація Akt зумовлює резистент- 
ність пухлин до опромінення та хіміотера-
пії [24, 25]. Тому факт значного пригнічення 
кінази у карциномах ЩЗ заслуговує особ-
ливої уваги. Можливим поясненням цього  
факту є дані, які свідчать, що у певних умо-
вах Akt бере участь у реплікативній сенес-
ценції пухлинних клітин [26], явищі, що 
поряд з апоптозом, є механізмом супресії  
пухлини. Як було показано, у багатьох випад- 
ках конститутивна активація МАРК кас-
каду у пухлинних тканинах призводить 
до зупинки росту і сенесценсії [17]. Тому ціл- 
ком можливо, що, як і у випадку з ERK [17, 19],  
клітини пухлин ініціюють спеціальні про-
тектні механізми, які пригнічують акти-
вацію Akt і, таким чином, захищають себе 
від сенесценсії і зупинки клітинного циклу.

Інше питання, яке виникає при аналі-
зі одержаних даних, — яким чином пух-

Таблиц я
Активація Akt1/2/3 в різних типах пухлин ЩЗ

Тип пухлини Умовно-норм.
тканина Пухлинна тканина Норм./Пухл.

FTC (n = 3) 1,869444 ± 0,036 0,220896 ± 0,0265 8,463026
FA (n = 3) 1,131222 ± 0,034 0,379121 ± 0,0525 2,983802

IPTC (n = 6) 3,828283 ± 0,008 0 –
NPTC (n = 6) 1,535088 ± 0,03 0,084135 ± 0,089 18,24561

Примітка. 
Активація Akt, нормалізована щодо кількості кінази в тканині, в умовних одиницях. 
FTC — фолікулярна карцинома, FA — фолікулярна аденома, IPTC — папілярна карцинома  
(інкапсульовані пухлини), NPTC — папілярна карцинома (неінкапсульовані пухлини). М ± Std,  
n = 3–6; відміни між умовно-нормальною та пухлинною тканинами вірогідні, р < 0,05. 
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линна клітина заміщає неактивну Akt —  
одну з найважливіших протеїнкіназ, які  
контролюють ріст та поділ клітин. Ймовір- 
на відповідь на це питання міститься в ро-
ботах, які свідчать про можливість заміни  
Akt у сигнальному ланцюгу РІ3К іншими 
протеїнкіназами [27]. Існують три PI3K-за- 
лежні, але Akt-незалежні, сигнальні механіз- 
ми, які відіграють важливу роль у сприянні  
розвитку фенотипів, пов’язаних зі злоякіс-
ністю. По-перше, вісь PDK1-mTORC2-SGK 
(serum/glucocorticoid regulated kinase) може 
замінити Akt у процесах контролю вижи-
вання, міграції та росту і зараз розгля-
дається як основний механізм, що забез-

печує стійкість до інгібіторів PI3K і Akt. 
По-друге, передача сигналів Rac опосеред-
ковує реорганізацію цитоскелету, регулю-
ючи міграцію злоякісних клітин, інвазивні 
процеси та метаболізм. І, нарешті, кіназа 
родини ТЕС — ВТК, відіграє критичну роль 
при злоякісних новоутвореннях B-клітин 
і є прикладом ефективної терапевтичної 
мішені при захворюванні. Розуміння PI3K-
залежних, але Akt-незалежних сигналь-
них механізмів, які спрямовують розви-
ток пухлини, матиме важливе значення 
для розробки нових, більш ефективних під-
ходів щодо дії на PI3K для посилення тера-
певтичного ефекту [27, 28].

ВИСНОВКИ
Активність ERK, нормалізована щодо 

загального вмісту протеїнкінази в ткани-
ні, була нижчою в пухлинах, порівняно 
з нормальною тканиною, що може свідчи-
ти про відсутність кореляції з проліфера-
тивними процесами в пухлинній тканині 
щитоподібної залози. Сумарна активність 
Акt1/2/3 також бу ла пригнічена в пухли-

нах, порівняно з нормальною тканиною. 
Пригнічення активності головних ефек-
торних протеїнкіназ, що контролюють про-
ліферацію клітин, може бути пов’язаним 
з явищем так званої онкогенної токсичності,  
яке спостерігається в пухлинах з надмір-
ною експресією та активацією онкогенів. 
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АКТИВНIСТЬ ПРОТЕ¯НКIНАЗИ В ТА ПОЗАКЛIТИННО¯ СИГНАЛ-РЕГУЛЬОВАНО¯ 
КIНАЗИ-1/2 В ПУХЛИНАХ ЩИТОПОДIБНО¯ ЗАЛОЗИ, НОРМАЛIЗОВАНА  

ЩОДО ЕКСПРЕСI¯ ПРОТЕ¯НКIНАЗ В ТКАНИНI

Гуда Б. Б., Пушкарьов В. М., Коваленко А. Є., Пушкарьов В. В.,  
Таращенко Ю. М., Ковзун О. І., Тронько М. Д.

ДУ «Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В. П. Комісаренка НАМН України», м. Київ, Україна 
pushkarev.vm@gmail.com

Вивчали активацію ефекторної кінази мітогенного каскаду — позаклітинної сигнал-регульованої 
кінази-1/2 (ERK1/2) та головної ефекторної протеїнкінази фофатидилінозитол-3-кіназного каскаду 
(РІ3К) – протеїнкінази Акt в нормальних тканинах, доброякісних та злоякісних пухлинах щитоподіб-
ної залози людини. Активність ERK, нормалізована щодо загального вмісту протеїнкінази в тканині, 
була нижче в пухлинах, порівняно з нормальною тканиною, що може свідчити про відсутність коре-
ляції з проліферативними процесами в пухлинній тканині щитоподібної залози. Сумарна активність 
всіх трьох ізоформ Акt1/2/3 також була пригнічена в пухлинах, порівняно з нормальною тканиною. 
Можливо, одержані результати пов’язані з явищем так званої онкогенної токсичності. Обговорюються 
можливі механізми пригнічення активності мітогенного сигнального каскаду та сигнального каскаду 
РІ3К/Акt в пухлинах ЩЗ.

К л ю ч о в і  с л о в а : щитоподібна залоза, доброякісні та злоякісні пухлини, позаклітинна сигнал-
регульована кіназа-1/2, протеїнкіназа В (Акt).

АКТИВНОСТЬ ПРОТЕИНКИНАЗЫ В И ВНЕКЛЕТОЧНОЙ СИГНАЛ-РЕГУЛИРУЕМОЙ 
КИНАЗЫ-1/2 В ОПУХОЛЯХ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ, НОРМАЛИЗОВАННАЯ 

ОТНОСИТЕЛЬНО ЭКСПРЕССИИ ПРОТЕИНКИНАЗ В ТКАНИ

Гуда Б. Б., Пушкарёв В. М., Пушкарёв В. В., Коваленко А. Е.,  
Таращенко Ю. Н., Ковзун Е. И., Тронько Н. Д.

ГУ «Институт эндокринологии и обмена веществ им. В. П. Комисссаренко НАМН Украины», г. Киев, Украина 
pushkarev.vm@gmail.com

Изучали активацию эффекторной киназы митогенного каскада — внеклеточной сигнал-ре-
гулируе мой киназы-1/2 (ERK1/2) и главной эффекторной протеинкиназы фофатидилинозитол-3-ки-
назного каскада (РІ3К) – протеинкинази В (Акt) в нормальных тканях, доброкачественных и злокаче-
ственных опухолях щитовидной железы человека. Активность ERK, нормализованная относительно 
общего содержания протеинкиназы в ткани, была ниже в опухолях, по сравнению с условно-нормаль-
ной тканью, что может свидетельствовать об отсутствии корреляции с пролиферативными процессами 
в опухолевой ткани щитовидной железы. Суммарная активность всех трех изоформ Акt1/2/3 также 
была подавлена в опухолях по сравнению с нормальной тканью. Возможно, полученные результаты 
связаны с явлением так называемой онкогенной токсичности. Обсуждаются возможные механизмы 
подавления активности митогенного сигнального каскада и сигнального каскада РІ3К/Акt в опухолях 
щитовидной железы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : щитовидная железа, доброкачественные и злокачественные опухоли, внекле-: щитовидная железа, доброкачественные и злокачественные опухоли, внекле-
точная сигнал-регулируемая киназа-1/2, протеинкиназа В (Акt).

THE ACTIVITY OF PROTEIN KINASE B AND EXTRACELLULAR SIGNAL-REGULATED 
KINASE-1/2 IN THYROID TUMORS NORMALIZED TO EXPRESSION  

OF PROTEIN KINASES IN TISSUE

B. B. Guda, V. M. Pushkarev, A. Ye. Kovalenko, V. V. Pushkarev,  
Y. M. Tarachenko, O. I. Kovzun, M. D. Tronko 

SI «V. P. Komisarenko Institute of Endocrinology and Metabolism of NAMS of Ukraine», Kyiv, Ukraine 
pushkarev.vm@gmail.com

The activation of the effector kinase of the mitogenic cascade – extracellular signal-regulated kinase-1/2 
(ERK1/2) and the main effector protein kinase of the phophatidylinositol-3-kinase cascade (РI3K) — protein 
kinase B (Акt) in normal tissues, benign and malignant thyroid tumors. ERK activity normalized with respect 
to the total protein kinase content in the tissue was lower in tumors compared to conventionally normal tissue, 
which may indicate a lack of correlation with proliferative processes in tumor tissue of the thyroid. The total 
activity of all three isoforms of Akt1/2/3 was also suppressed in tumors compared to normal tissue. Perhaps the 
results are related to the phenomenon of so-called oncogenic toxicity. Possible mechanisms for suppressing the 
activity of the mitogenic signaling cascade and the signal cascade RІ3K/Akt in thyroid tumors are discussed.

K ey  wor d s : thyroid, benign and malignant tumors, extracellular signal-regulated kinase-1/2, protein 
kinase B (Akt).


