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Надекспресiя адаптерного протеїну Rukl/CIN85

в аденокарциномних клiтинах молочної залози людини
лiнiї MCF-7 супроводжується пiдвищенням

їх хiмiорезистентностi

(Представлено академiком НАН України С.В. Комiсаренком)

Проведено аналiз чутливостi клiтин MCF-7 з надекспресiєю адаптерного протеїну
Rukl/CIN85 до дiї окремих протипухлинних препаратiв, а також дослiджено стан
активностi ланок регуляторних систем, потенцiйно залучених до розвитку хiмiорезис-
тентностi. Встановлено, що надекспресiя Rukl/CIN85 супроводжується пiдвищенням
стiйкостi дослiджуваних клiтин до дiї цисплатину та етопозиду, зростанням актив-
ностi альдегiддегiдрогенази та АТФ-зв’язувальних касетних транспортерiв.

На сьогоднi досягнуто вагомих успiхiв у лiкуваннi онкологiчних захворювань. Крiм таких
стандартних пiдходiв, як хiрургiчне втручання, опромiнення та хiмiотерапiя, використо-
вується персонiфiковане лiкування, скероване на специфiчнi ланки регуляторних систем
пухлинних клiтин, що зазнали змiн у неоплазiях онкологiчних хворих. Незважаючи на знач-
нi досягнення в терапiї раку, хiмiотерапiя залишається важливим компонентом лiкування.
Водночас розвиток стiйкостi до хiмiотерапевтичних препаратiв значно знижує ефектив-
нiсть лiкування онкологiчних захворювань [1, 2]. Зокрема, хiмiорезистентнiсть є причиною
неефективностi терапiї в бiльш нiж 90% пацiєнтiв з метастатичним раком [3]. У зв’язку зi
сказаним з’ясування механiзмiв, залучених до розвитку хiмiорезистентностi, є важливим
для розробки нових терапевтичних пiдходiв у лiкуваннi раку.

Розвиток множинної стiйкостi до лiкарських препаратiв пов’язаний iз блокуванням апоп-
тозу, змiнами в регуляцiї клiтинного циклу, активацiєю систем детоксикацiї (наприклад,
ензиму альдегiддегiдрогенази) та АТФ-зв’язувальних касетних (АВС) транспортерiв [4, 5].
Для глибшого розумiння тонких механiзмiв формування хiмiорезистентностi важливим
є дослiдження ролi в цьому процесi окремих компонентiв сигнальних мереж клiтин, зокре-
ма адаптерних протеїнiв. Протеїни CIN85 (Cbl-interacting protein of 85 kDa) (у людини) та
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Ruk (regulator of ubiquitous kinase) (у гризунiв), вiдомi також як SETA та CD2BP3 (далi
Ruk/CIN85), належать до групи мультифункцiональних адаптерних/риштувальних про-
теїнiв. Rukl/CIN85 характеризується модульною органiзацiєю i складається з трьох SH3
доменiв, пролiн-багатого району та С-кiнцевої суперспiралiзованої дiлянки [6]. За раху-
нок зв’язування з численними протеїнами-партнерами дослiджуваний адаптер залучений
до регуляцiї мембранного транспорту [6, 7], апоптозу [8, 9], перебудов актинового цито-
скелета, клiтинної адгезiї та iнвазiї [10]. Все бiльше з’являється даних, що свiдчать про
потенцiйну роль Rukl/CIN85 у процесах злоякiсної трансформацiї клiтин [10]. Зокрема, ре-
зультати наших попереднiх дослiджень виявили пiдвищення експресiї адаптерного протеїну
Rukl/CIN85 в аденокарциномах молочної залози людини, особливо в зонах iнвазивного рос-
ту. Встановлено, що сублiнiї слабко iнвазивних аденокарциномних клiтин молочної залози
людини лiнiї MCF-7 зi стабiльною надекспресiєю адаптерного протеїну Rukl/CIN85 набу-
вають фiбробластоподiбної морфологiї, характеризуються зниженням iнтенсивностi росту
та адгезивностi, пiдвищеними виживанням, колонiєутворювальною здатнiстю та рухли-
вiстю.

На пiдставi отриманих даних зроблено висновок, що Rukl/CIN85 залучений до поси-
лення трансформувального потенцiалу клiтин MCF-7 [11]. Наша мета — проаналiзувати
чутливiсть клiтин MCF-7 з надекспресiєю Rukl/CIN85 до дiї окремих протипухлинних пре-
паратiв, а також дослiдити стан активностi ланок регуляторних систем, потенцiйно залу-
чених до розвитку хiмiорезистентностi.

Матерiали та методи. Клiтини аденокарциноми молочної залози людини лiнiї MCF-7
вирощували в середовищi DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium;
Gibco, Invitrogen, СШA), що мiстило додатково 2 мM глутамiн, 10% ембрiональну сирова-
тку телят (ЕСТ, HyClone, Thermo Scientific, СШA), пенiцилiн (50 од/мл; HyClone, Thermo
Scientific, СШA) та стрептомiцин (50 мкг/мл; HyClone, Thermo Scientific, СШA), при 37 ◦C
в iнкубаторi з 5% CO2 у зволоженiй атмосферi. У дослiдженнi була використана сублiнiя
MCF-7 з надекспресiєю Rukl/CIN85, отримана i частково охарактеризована ранiше (сублiнiя
G9) [11]. Цi клiтини культивували у присутностi селективного антибiотика G418 (0,5 мг/мл;
“Sigma”, США). Рiвень експресiї Rukl/CIN85 контролювали вестерн-блот аналiзом. Отри-
мання лiзатiв клiтин, визначення концентрацiї протеїну та вестерн-блот аналiз здiйснювали
як описано ранiше [11]. Детекцiю протеїнiв на блотах проводили з використанням перших
моноклональних анти-Ruk/CIN85 (1 : 1000) [12] та анти-β-actin (1 : 5000) (“Sigma”) антитiл.
Iмунореактивнi смуги детектували за допомогою системи для пiдсиленої хемiлюмiнесценцiї
(ECL Western Blotting System, “Amersham”, Велика Британiя).

Чутливiсть клiтин до цисплатину та етопозиду оцiнювали за їх впливом на пролiферацiю
з використанням МТТ тесту як описано в роботi [13]. Екстинкцiю вимiрювали на цифрoвoму
спектрoфoтoметрi µ Quant (BioTEK, США) при λ = 570 нм. Метаболiчну активнiсть клiтин
виражали у вiдсoтках вiднoснo кoнтрoлю. IС50 визначали як концентрацiю протипухлин-
ного препарату, що викликала зниження рiвня пролiферативної активностi клiтин вдвiчi
порiвняно з такою за його вiдсутностi. Для обчислення IС50, статистичного аналiзу i побу-
дови графiкiв використовували програмне забезпечення Graphpad prism (версiя 5.00).

Активнiсть альдегiддегiдрогенази визначали за допомогою PicoProbe™ Aldehyde Dehyd-
rogenase Activity Fluorometric Assay Kit (BioVision). Клiтини (1 · 10

6) лiзували в 200 мкл
ALDH Assay буферу протягом 10 хв на льодянiй банi з подальшим центрифугуванням
при 12 000 об/хв протягом 5 хв. Потiм 50 мкл реакцiйної сумiшi, яка мiстила ALDH Assay
буфер, PicoProbe™, Substrate Mix i ацетальдегiд, додавали до кожної з лунок з NADH стан-
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Рис. 1. Вестерн-блот аналiз вмiсту Rukl/CIN85 у контрольних клiтинах MCF-7 та клiтинах сублiнiї G9.
Вмiст β-актину визначали для пiдтвердження однакової кiлькостi протеїну в пробах

дартами, дослiджуваними зразками та контролями фону. Пiсля iнкубацiї протягом 10 хв
флуоресценцiю вимiрювали на планшетному рiдерi FL800 (BioTEK, США) при 535ex/587em
нм i обчислювали активнiсть альдегiддегiдрогенази за iнструкцiєю до набору.

Накопиченя i виключення родамiну 123 вимiрювали як описано ранiше [14] з деякими
модифiкацiями. Спочатку клiтини трипсинiзували i двiчi промивали забуференим фiзiоло-
гiчним розчином (ЗФР), що мiстив 2% ЕСТ. 1·106клiтин суспендували в 100 мкл ЗФР/2%
ЕСТ i iнкубували з 500 нг/мл родамiну 123 протягом 1 год при 37 ◦C. Потiм клiтини про-
мивали двiчi ЗФР/2% ЕСТ, ресуспендували в середовищi, що не мiстило родамiн 123, та
iнкубували протягом 1, 2 та 3 год при 37 ◦C. Вмiст внутрiшньоклiтинного родамiну 123
визначали за допомогою протокового цитофлуориметра COULTER EPICS XL™ (Beckman
Coulter) при 488ex/525em нм.

Усi експерименти проводили у трьох паралелях, як мiнiмум, тричi. Статистичний аналiз
здiйснювали за допомогою Microsoft Excel. Визначали парний критерiй Стьюдента. Рiзницю
вважали достовiрною при значеннi P 6 0,05.

Результати та їх обговорення. Для з’ясування залежностi мiж чутливiстю клi-
тин до дiї окремих хiмiотерапевтичних препаратiв i рiвнем експресiї адаптерного протеї-
ну Rukl/CIN85 було використано клiтини MCF-7 зi стабiльною надекспресiєю Rukl/CIN85
(сублiнiя G9), отриманi та охарактеризованi ранiше [11]. Як видно з рис. 1, клiтини сублiнiї
G9 характеризуються високим рiвнем надекспресiї Rukl/CIN85.

Чутливiсть контрольних клiтин MCF-7 та клiтин сублiнiї G9 дослiджували до дiї таких
препаратiв, як цисплатин та етопозид. Цисплатин використовували в концентрацiях вiд 0,01
до 100 мкМ, а етопозид — вiд 0,1 до 500 мкМ. Клiтини iнкубували з протипухлинними пре-
паратами протягом 3 дiб. Аналiз метаболiчної активностi оброблених клiтин показав, що
сублiнiя G9 зi значним рiвнем надекспресiї Rukl/CIN85 стiйкiша до дiї дослiджуваних хi-
мiотерапевтичних агентiв порiвняно з контрольними клiтинами (рис. 2). Значення IС50 для
цисплатину становили 7,79±2,4 мкM для контрольних клiтин i 25,6±9,6 мкM для клiтин G9
(див. рис. 2, а), для етопозиду — 26,6±4,0 i 53,9±4,2 мкM вiдповiдно (див. рис. 2, б ). За ре-
зультатами проведених дослiджень величина IС50 виявилась у 3,3 раза бiльшою для клiтин
з надекспресiєю Rukl/CIN85, оброблених цисплатином, i в 2 рази бiльшою для цих же клi-
тин, оброблених етопозидом, порiвняно з контрольними клiтинами. Слiд зазначити, що при
низьких концентрацiях дослiджуваних хiмiотерапевтичних препаратiв спостерiгалася знач-
на вiдмiннiсть у життєздатностi клiтин G9, оброблених цисплатином, порiвняно з контроль-
ними клiтинами i дещо менша для клiтин G9, оброблених етопозидом. Пiсля досягнення
концентрацiї препаратiв, що вiдповiдали IС50, вiдмiнностi у життєздатностi дослiджуваних
клiтин ставали менш вираженими. Таким чином, надекспресiя Rukl/CIN85 супроводжуєть-
ся збiльшенням стiйкостi клiтин MCF-7 до дiї цисплатину та етопозиду.
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Рис. 2. Життєздатнiсть клiтин MCF-7, оброблених цисплатином (а) та етопозидом (б ). Наведено середнi
данi з п’яти експериментiв ±SEM

Для з’ясування можливих механiзмiв, залучених до пiдвищення хiмiорезистентностi
клiтин, що надекспресують Rukl/CIN85, оцiнювали активнiсть ензиму системи детоксика-
цiї альдегiддегiдрогенази та активнiсть АТФ-зв’язувальних касетних (АВС) транспортерiв.
Активнiсть альдегiддегiдрогенази дослiджували з використанням комерцiйного набору Pi-
coProbe™ Aldehyde Dehydrogenase Activity Fluorometric Assay (BioVision). Встановлено, що
активнiсть даного ензиму на 36% вища у клiтинах сублiнiї G9 порiвняно з контрольними
клiтинами (рис. 3).

Активнiсть АВС транспортерiв оцiнюють за ефективнiстю виключення вiтальних барв-
никiв (Hoechst 33 342, родамiн 123) з оброблених клiтин [15]. Здатнiсть клiтин з надекспре-
сiєю Rukl/CIN85 акумулювати та виключати родамiн 123 дослiджували протоковою цито-
флуорометрiєю. Поглинання родамiну 123 характеризувалося зменшенням його накопичен-
ня клiтинами сублiнiї G9 порiвняно з контрольними клiтинами. Виключення родамiну 123
оцiнювали за кiлькiстю родамiн 123-негативних клiтин. Викид даного барвника вивчали
в динамiцi: пiсля 1, 2 та 3 год iнкубацiї в середовищi, що не мiстило родамiн 123. Як вид-
но з рис. 4, а, у дослiджуваних клiтинах детектуються двi популяцiї клiтин — з високим
та низьким вмiстом родамiну 123. Нас цiкавила популяцiя клiтин з низьким рiвнем ро-
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Рис. 3. Активнiсть альдегiддегiдрогенази в контрольних клiтинах MCF-7 та клiтинах сублiнiї G9. Наведено
середнi данi з трьох експериментiв ±SEM

дамiну 123. Показано, що розмiр цiєї популяцiї зростає зi збiльшенням часу iнкубацiї як
для контрольних клiтин, так i клiтин, що надекспресують Rukl/CIN85 (рис. 4, б ). Вод-
ночас кiлькiсть родамiн 123-негативних клiтин у кожнiй часовiй точцi була вищою для
клiтин G9 порiвняно з контрольними. Рiзниця в кiлькостi родамiн 123-негативних клi-
тин мiж дослiджуваною сублiнiєю та контрольними клiтинами MCF-7 виявилась досто-
вiрною на 3-тю год iнкубацiї. За результатами проведених дослiджень можна зробити ви-
сновок, що надекспресiя Rukl/CIN85 супроводжується збiльшенням активностi АВС транс-
портерiв.

Таким чином, пiдвищення стiйкостi клiтин MCF-7 з надекспресiєю Rukl/CIN85 до дiї
цисплатину та етопозиду порiвняно з контрольними клiтинами може бути пов’язане, при-
наймнi частково, з активацiєю альдегiддегiдрогенази та АВС транспортерiв, якi вiдiграють
важливу роль у розвитку хiмiорезистентностi. Вiдомо також, що важлива роль у формуван-
нi стiйкостi до хiмiотерапiї належить клiтинам, що знаходяться в станi пролiферативного
спокою [4]. Цiкаво, що, як було показано ранiше, клiтини з надекспресiєю Rukl/CIN85 ха-
рактеризуються зниженням iнтенсивностi росту [11]. Це може свiдчити про те, що частина
популяцiї таких клiтин перебуває в станi пролiферативного спокою, i, як наслiдок, здiйснює
внесок у зниження чутливостi клiтин сублiнiї G9 до дiї дослiджуваних хiмiотерапевтичних
препаратiв. Крiм того, у розвитку хiмiорезистентностi важливою є активацiя окремих сиг-
нальних шляхiв. Зокрема, PI3K/Akt/mTOR сигнальний шлях залучений до регуляцiї таких
клiтинних вiдповiдей, як клiтинний рiст, метаболiзм, рухливiсть та виживанiсть. Вiдомо,
що активацiя Akt-залежного сигнального шляху забезпечує зниження чутливостi клiтин
до дiї протипухлинних препаратiв за рахунок iнгiбування апоптозу. Наприклад, у клiтинах
дрiбноклiтинного раку легенi людини пригнiчення mTOR супроводжується збiльшенням
їх чутливостi до етопозиду [4]. Ранiше було виявлено конститутивну активацiю Akt кiна-
зи в клiтинах, що надекспресують Rukl/CIN85 [11], що узгоджується з отриманими нами
даними стосовно пiдвищення хiмiорезистентностi до дiї цисплатину та етопозиду клiтин
сублiнiї G9.

Результати проведених дослiджень свiдчать про те, що клiтини MCF-7 з надекспресiєю
адаптерного протеїну Rukl/CIN85 є стiйкiшi до дiї цисплатину та етопозиду порiвняно з кон-
трольними клiтинами, що може бути зумовлене вищою активнiстю ензиму детоксикацiї —
альдегiддегiдрогенази та АТФ-зв’язувальних касетних транспортерiв у цих клiтинах вiд-
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Рис. 4. Ефективнiсть виключення родамiну 123 клiтинами MCF-7 та клiтинами сублiнiї G9: а — FACS
(Fluorescence-activated cell sorting) аналiз вмiсту родамiну 123 у клiтинах; б — динамiка виключення рода-
мiну 123 протягом 3 год. Наведено середнi данi з чотирьох експериментiв ±SEM; * статистично значуща
вiдмiннiсть показникiв клiтин сублiнiї G9 вiд контрольних при парному порiвняннi за t-критерiєм Стью-
дента при P 6 0,05

носно контрольних. Таким чином, можна припустити, що за умов надекспресiї Rukl/CIN85
потенцiйно залучений до розвитку хiмiорезистентностi клiтин аденокарциноми молочної
залози людини лiнiї MCF-7.

Дослiдження було здiйснене за фiнансової пiдтримки цiльової комплексної мiждисциплiнарної
програми наукових дослiджень НАН України “Фундаментальнi основи молекулярних та клiтин-
них бiотехнологiй”.
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Сверхэкспрессия адаптерного протеина Rukl/CIN85
в аденокарциномных клетках молочной железы человека линии
MCF-7 сопровождается повышением их химиорезистентности

Проведен анализ чувствительности клеток MCF-7 со сверхэкспрессией адаптерного про-
теина Rukl/CIN85 к действию отдельных противоопухолевых препаратов, а также иссле-
довано состояние активности звеньев регуляторных систем, потенциально вовлеченных
в развитие химиорезистентности. Установлено, что сверхэкспрессия Rukl/CIN85 сопрово-
ждается повышением стойкости исследуемых клеток к действию цисплатина и этопози-
да, увеличением активности альдегиддегидрогеназы и АТФ-связывающих кассетных транс-
портеров.

ISSN 1025-6415 Доповiдi Нацiональної академiї наук України, 2013, №12 155



G.V. Pasichnyk, O. О. Povorozniuk, I. R. Gorak, D. S. Gerashchenko,

O.V. Ponomarenko, A. A. Samoylenko, N.V. Byts, L. B. Drobot

Overexpression of adaptor protein Rukl/CIN85 in human breast
adenocarcinoma cell line MCF-7 is accompanied by increased
chemoresistance

The analysis of the sensitivity of MCF-7 cells with adaptor protein Rukl/CIN85 overexpression to
certain antitumor drugs is performed, and the activity of components of regulatory systems poten-
tially involved in the development of chemoresistance is investigated. It is found that Rukl/CIN85
overexpression was accompanied by an increased resistance of studied cells to the action of cis-
platin and etoposide, as well as by an enhancement of the activity of aldehyde dehydrogenase and
ATP-binding cassette transporters.
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