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ÇÀÃÀËÜÍÀ ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÐÎÁÎÒÈ


Àêòóàëüí³ñòü òåìè. 


Îíêîãåíåç ñóïðîâîäæóºòüñÿ äèñáàëàíñîì â ïðîäóêö³¿ êë³òèíàìè ôàêòîð³â ðîñòó ³ ¿õ ðåöåïòîð³â. Ïóõëèíí³ êë³òèíè ïðîäóêóþòü ïîë³ïåïòèäí³ ôàêòîðè ðîñòó, ùî çàáåçïå÷óþº â çíà÷í³é ì³ð³ àâòîíîìíèé ð³ñò íîâîóòâîðåíü (Rudland et al., 1998, Smits, Funa, 1998), à òàêîæ çäàòí³ äî ñåêðåö³¿ ôàêòîð³â, ùî ïðèãí³÷óþòü ïðîë³ôåðàö³þ êë³òèí (Bogdahn et al., 1989).


Çðó÷íîþ åêñïåðèìåíòàëüíîþ ìîäåëëþ äëÿ âèâ÷åííÿ ñåêðåö³¿ ôàêòîð³â îáîõ ãðóï º êóëüòèâîâàí³ ïóõëèíí³ êë³òèíè ð³çíèõ ë³í³é. Ó çâ’ÿçêó ç öèì ³ç çàñòîñóâàííÿì ìåòîä³â ãåííî¿ ³íæåíåð³¿ ñêîíñòðóéîâàíî ðÿä êë³òèííèõ ñóáë³í³é, ùî âîäíî÷àñ ã³ïåðåêñïðåñóþòü ðåêîìá³íàíòíèé òðàíñôîðìóþ÷èé ôàêòîð ðîñòó a (ÒÔÐa) ³ ðåöåïòîð åï³äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòó (McGeady et al., 1989, Ïîãðåáíîé ñ ñîàâò., 1993, 1997). Êë³òèíè äàíèõ ñóáë³í³é õàðàêòåðèçóþòüñÿ á³ëüø çëîÿê³ñíèì ôåíîòèïîì, í³æ ¿õ ïîïåðåäíèêè, çà ðàõóíîê ì³òîãåííî¿ ä³¿ ÒÔÐa, ùî, ÿê ³ åï³äåðìàëüíèé ôàêòîð ðîñòó (ÅÔÐ), º ë³ãàíäîì ðåöåïòîðà ÅÔÐ.


Ïåïòèäè, ñåêðåòîâàí³ ïóõëèííèìè êë³òèíàìè, ìîæóòü âïëèâàòè íà ñóì³æí³ êë³òèíè ÷åðåç ä³þ íà ìàòðèêñ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, ïðîòåîãë³êàíè êë³òèííî¿ îáîëîíêè, ìåìáðàíí³ á³ëêè ³ êîìïîíåíòè öèòîñêåëåòó (He et al., 1998, Ïîãðåáíîé ñ ñîàâò., 1997). Òîìó äîñë³äæåííÿ ñïåêòðó ¿õ á³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³, ìåõàí³çì³â ä³¿ ³ óìîâ ïðîäóêö³¿ º àêòóàëüíîþ çàäà÷åþ ñó÷àñíî¿ îíêîëîã³¿.


Çâ’ÿçîê ðîáîòè ç íàóêîâèìè ïðîãðàìàìè, ïëàíàìè, òåìàìè.


Äèñåðòàö³éíà ðîáîòà âèêîíàíà ó â³ää³ë³ á³îëîã³¿ ïóõëèííî¿ êë³òèíè ²íñòèòóòó åêñïåðèìåíòàëüíî¿ ïàòîëîã³¿, îíêîëîã³¿ ³ ðàä³îá³îëîã³¿ ³ì. Ð.ª.Êàâåöüêîãî ÍÀÍ Óêðà¿íè çã³äíî ç ïëàíîì íàóêîâî-äîñë³äíî¿ ðîáîòè çà òåìîþ: 0198U001092 “Äîñë³äæåííÿ ó÷àñò³ äåôåíñèíïîä³áíèõ ïåïòèä³â â ðåàë³çàö³¿ ïóõëèííîãî ôåíîòèïó êë³òèí òà âèçíà÷åííÿ ìîæëèâîñòåé ¿õ âèêîðèñòàííÿ â îíêîëîã³÷í³é êë³í³ö³”. Ðîáîòà âèêîíóâàëàñü çà ï³äòðèìêè ãðàíòàìè Ì³í³ñòåðñòâà Óêðà¿íè â ñïðàâàõ íàóêè  ³ òåõíîëîã³é (ïðîåêò: 2/1297-97 “Ðîçðîáêà òåõíîëîã³¿ îòðèìàííÿ òà çàñòîñóâàííÿ õåìîê³í³â òà öåêðîï³í³â ÿê ïðîòèïóõëèííèõ çàñîá³â”) ³ Äåðæàâíîãî ôîíäó ôóíäàìåíòàëüíèõ äîñë³äæåíü (ïðîåêòè: 5.2/80 “Âèâ÷åííÿ ðåãóëÿòîðíèõ ìåõàí³çì³â ïðîë³ôåðàö³¿ êë³òèí, ÿê³ àóòîêðèííî ïðîäóêóþòü òðàíñôîðìóþ÷èé ôàêòîð ðîñòó àëüôà” ³ 5.4/388 “Ïåïòèäè öåêðîï³íîâîãî ðÿäó ÿê àíòèá³îòèêè ³ ìîæëèâ³ ÷èííèêè íåñïåöèô³÷íîãî ³ìóí³òåòó ïðè çëîÿê³ñí³é òðàíñôîðìàö³¿ êë³òèí.”). Øèôð ïðîáëåìè 2.29.1.3.


Ìåòà ³ çàäà÷³ äîñë³äæåííÿ.


Ìåòà ðîáîòè - âèä³ëèòè ïåïòèäí³ ôàêòîðè, ùî ñåêðåòóþòüñÿ êóëüòèâîâàíèìè ïóõëèííèìè êë³òèíàìè ³ ïðèéìàþòü ó÷àñòü â ðåãóëÿö³¿ ðîñòó êë³òèí øëÿõîì âïëèâó íà àêòèâí³ñòü ïðîòå¿íê³íàç, à òàêîæ îõàðàêòåðèçóâàòè ¿õ á³îëîã³÷íó ä³þ in vitro.


Îñíîâí³ çàäà÷³ äîñë³äæåííÿ:


- ñêðèíèíã ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ êë³òèí íà íàÿâí³ñòü êîìïîíåíò³â, çäàòíèõ âïëèâàòè íà ôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ;


- ðîçðîáêà ñõåìè âèä³ëåííÿ ïåïòèäó ç âëàñòèâîñòÿìè ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç;


- âèçíà÷åííÿ àíòèì³êðîáíî¿ àêòèâíîñò³ âèä³ëåíîãî ïåïòèäó;


- õàðàêòåðèñòèêà ä³¿ ïåïòèäó íà ïðîòå¿íê³íàçè, âèä³ëåí³ ç êë³òèí, ³ æèâ³ êë³òèíè in vitro;


- âèçíà÷åííÿ óìîâ ñåêðåö³¿ ïåïòèäó ç âëàñòèâîñòÿìè ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç êóëüòèâîâàíèìè ïóõëèííèìè êë³òèíàìè.


Íàóêîâà íîâèçíà îäåðæàíèõ ðåçóëüòàò³â.


Â õîä³ ïðîâåäåíèõ åêñïåðèìåíò³â â îòðèìàíèõ çà äîïîìîãîþ ìåòîä³â ãåíåòè÷íî¿ ³íæåíåð³¿ êë³òèíàõ, ùî âîäíî÷àñ ã³ïåðåêñïðåñóþòü ðåöåïòîð ÅÔÐ ³ çäàòí³ ïðîäóêóâàòè éîãî ë³ãàíä (â äàíîìó âèïàäêó ðåêîìá³íàíòíèé ÒÔÐa), âïåðøå âèÿâëåíî ñåêðåö³þ ïåïòèäó, ÿêèé ìàº âëàñòèâîñò³ ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç, à òàêîæ ïðîÿâëÿº áàêòåðèöèäíó ³ ãåìîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü. Ïåïòèä âèä³ëåíî ³ îõàðàêòåðèçîâàíî ñïåêòð éîãî á³îëîã³÷íî¿ ä³¿. Äëÿ âèä³ëåíîãî ïåïòèäó çàïðîïîíîâàíî íàçâó ÀÏÅÊ.


Îñîáèñòèé âíåñîê çäîáóâà÷à.


Îñíîâí³ ³äå¿, íàóêîâ³ ïîëîæåííÿ ³ âèñíîâêè ðîçðîáëåí³ ³ îôîðìëåí³ äèñåðòàíòîì ñàìîñò³éíî. Äèñåðòàíò áåçïîñåðåäíüî ïðàöþâàâ ç êóëüòóðàìè êë³òèí, áóâ çàä³ÿíèé íà âñ³õ åòàïàõ âèä³ëåííÿ àíòèì³êðîáíîãî ïåïòèäó ç âëàñòèâîñòÿìè ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç, à òàêîæ ó âèâ÷åíí³ éîãî á³îëîã³÷íèõ âëàñòèâîñòåé. Äèñåðòàíòîì ñàìîñò³éíî ïðîâåäåí³ äîñë³äæåííÿ ãåìîë³òè÷íî¿ ³ áàêòåðèöèäíî¿ àêòèâíîñò³ ïåïòèäó. Â ïðîöåñ³ âèêîíàííÿ äèñåðòàö³¿ àâòîð îñîáèñòî â³ä³áðàâ òà êðèòè÷íî ïðîàíàë³çóâàâ äîñòóïíó ë³òåðàòóðó, ÿêà ìàº â³äíîøåííÿ äî òåìè äîñë³äæåííÿ.


Àïðîáàö³ÿ ðåçóëüòàò³â äèñåðòàö³¿.


Îñíîâí³ ðåçóëüòàòè ³ ïîëîæåííÿ äèñåðòàö³¿ áóëè àïðîáîâàí³ íà  8-ìó ªâðîïåéñüêîìó êîíãðåñ³ ç á³îòåõíîëîã³¿ (Áóäàïåøò, Óãîðùèíà, 1997) ³ íà Ì³æíàðîäíèõ êóðñàõ FEBS “Ìîëåêóëÿðí³ ìåõàí³çìè áàêòåð³àëüíî¿ ³íôåêö³¿” (Ñïåöåñ, Ãðåö³ÿ, 1998).


Ïóáë³êàö³¿.


Çà ìàòåð³àëàìè äèñåðòàö³¿ îïóáë³êîâàíî 5 íàóêîâèõ ñòàòåé â ïðîâ³äíèõ ôàõîâèõ âèäàííÿõ.


Ñòðóêòóðà ³ îáñÿã äèñåðòàö³¿.


Äèñåðòàö³ÿ âèêëàäåíà íà 139 ñòîð³íêàõ äðóêîâàíîãî òåêñòó, ñêëàäàºòüñÿ ³ç âñòóïó, îãëÿäó ë³òåðàòóðè, ðîçä³ëó ç îïèñîì ìàòåð³àë³â ³ ìåòîä³â äîñë³äæåíü, 5 ðîçä³ë³â, ïðèñâÿ÷åíèõ îïèñó âëàñíèõ äîñë³äæåíü, à òàêîæ àíàë³çó ³ óçàãàëüíåííþ ¿õ ðåçóëüòàò³â, âèñíîâê³â ³ ñïèñêó âèêîðèñòàíèõ ë³òåðàòóðíèõ äæåðåë (207 íàéìåíóâàíü, ç íèõ óêðà¿íñüêîþ òà ðîñ³éñüêîþ ìîâàìè - 19, ³íîçåìíèìè ìîâàìè - 188). Äèñåðòàö³ÿ ³ëþñòðîâàíà 21 ðèñóíêîì, 2 òàáëèöÿìè.








ÇÌ²ÑÒ ÐÎÁÎÒÈ


Ðîçä³ë 1. Îãëÿä ë³òåðàòóðè.


Ìàòåð³àë ðîçä³ëó â³äîáðàæàº ñó÷àñíèé ñòàí çíàíü ïðî òðàíñôîðìóþ÷èé ôàêòîð ðîñòó a, ðåöåïòîð åï³äåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòó, ¿õ ïðîäóêö³þ ³ ô³ç³îëîã³÷íó ðîëü. Êîðîòêî îõàðàêòåðèçîâàí³ êë³òèíí³ ñóáë³í³¿ À431/1522 ³ Ì-ÍeLa/1522, ùî ïðîäóêóþòü ðåêîìá³íàíòíèé ÒÔÐa. Ïðèâåäåíî îãëÿä â³äîìèõ ïåïòèä³â òâàðèííîãî ïîõîäæåííÿ, ÿê³ ìàþòü àíòèì³êðîáíó àêòèâí³ñòü.


Ðîçä³ë 2. Ìàòåð³àëè ³ ìåòîäè äîñë³äæåíü.


Ñåêðåö³þ ïåïòèä³â êóëüòèâîâàíèìè êë³òèíàìè ñóáë³í³¿ À431/1522 ³íäóêóâàëè ñòèìóëÿö³ºþ åêñïðåñ³¿ ðåêîìá³íàíòíîãî ÒÔÐa. Äëÿ öüîãî êë³òèíè, ùî äîñÿãëè ñóáêîíôëþåíòó, ³íêóáóâàëè â ñåðåäîâèù³ áåç ñèðîâàòêè, ùî ì³ñòèëî 3 ìêÌ CdCl2, ïðîòÿãîì 2 ä³á, ÿê îïèñàíî Ï.Â.Ïîãð³áíèì ç ñï³âàâò. (1993, 1997). ²íã³á³òîðíó àêòèâí³ñòü ïðåïàðàò³â ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ ïî â³äíîøåííþ äî ïðîòå¿íê³íàçè ðåöåïòîðà ÅÔÐ äîñë³äæóâàëè ó ðåàêö³¿ àóòîôîñôîðèëþâàííÿ in vitro â ïðåïàðàòàõ ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí ë³í³¿ À431. Ïëàçìàòè÷í³ ìåìáðàíè îòðèìóâàëè ó âèãëÿä³ âåçèêóë çà ìåòîäèêîþ, çàïðîïîíîâàíîþ Payrastre et al. (1991). Ôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ ïðîâîäèëè ç óðàõóâàííÿì ïðîòîêîëó Þ.Ä.²âàùåíêà ç ñï³âàâò. (1989). Êîâàëåíòíå ì³÷åííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ ïðåïàðàòîì 125²-ÅÔÐ ïðîâîäèëè çà äîïîìîãîþ ñóêöèí³ì³äèëñóáåðàòó çã³äíî ðåêîìåíäàö³é Þ.Ä.²âàùåíêà ç ñï³âàâò. (1986).


Äëÿ âèä³ëåííÿ ÀÏÅÊ áóëî çàñòîñîâàíî êîìá³íàö³þ õðîìàòîãðàô³÷íèõ ïðîöåäóð, â ÿêèõ êðèòåð³ºì â³äáîðó ôðàêö³é áóëà áàêòåðèöèäíà àêòèâí³ñòü ïî â³äíîøåííþ äî Bacillus mesentericus ATCC 31029. Ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ êë³òèí ô³ëüòðóâàëè, ë³îô³ë³çóâàëè, ïåðåðîç÷èíÿëè â äå³îí³çîâàí³é âîä³, äîâîäèëè pH äî 4,0 îöòîâîþ êèñëîòîþ ³ öåíòðèôóãóâàëè ïðè 10000 g ïðîòÿãîì 10 õâèëèí. Äëÿ çâ³ëüíåííÿ â³ä âèñîêîìîëåêóëÿðíèõ êîìïîíåíò³â ³ ÷àñòêîâîãî îáåçñîëåííÿ ñóïåðíàòàíòè íàíîñèëè íà êîëîíêó PD-10 (Pharmacia, Øâåö³ÿ). Åëþàòè êîíöåíòðóâàëè çà äîïîìîãîþ ì³í³-êîëîíîê Sep-Pak C18 (Waters, ÑØÀ). Åëþö³þ ïðîâîäèëè ñòóï³í÷àñòèì ãðàä³ºíòîì àöåòîí³òðèëó (10% ³ 70%, àáî 10%, 40% ³ 70%). Â³ä³áðàí³ ôðàêö³¿ ðîçä³ëÿëè ãåëü-ô³ëüòðàö³ºþ âèñîêîãî òèñêó íà êîëîíö³ ÒSK-GEL Toyopearl HW-40 (Toyo-Soda, ßïîí³ÿ). Â ÿêîñò³ ô³íàëüíîãî åòàïó î÷èñòêè ÀÏÅÊ çàñòîñîâóâàëè ð³äèííó õðîìàòîãðàô³þ âèñîêîãî òèñêó â îáåðíåí³é ôàç³ íà êîëîíö³ Pep-RPC 5/5 C2-C18 (Pharmacia, Øâåö³ÿ). Êîíöåíòðàö³þ ÀÏÅÊ îáðàõîâóâàëè çà ïëîùåþ ï³êó. Îòðèìàíèé ïðåïàðàò ÀÏÅÊ ðåõðîìàòîãðàôóâàëè íà êîëîíö³ Ultrasphere ODS 5m (Beckman, ÑØÀ), ï³ñëÿ ÷îãî éîãî ãîìîãåíí³ñòü ïåðåâ³ðÿëè åëåêòðîôîðåçîì â ðåäóêóþ÷èõ óìîâàõ â ñèñòåì³ áóôåð³â Laemmli (1970).


Àíòèì³êðîáíó àêòèâí³ñòü ÀÏÅÊ âèçíà÷àëè çà ïðèãí³÷åííÿì ðîñòó áàêòåð³é â òîíêîìó øàð³ àãàðîçè ìåòîäîì Hultmark et al. (1983) ç íåçíà÷íèìè ìîäèô³êàö³ÿìè.


²íã³á³òîðíó àêòèâí³ñòü ÀÏÅÊ ïî â³äíîøåííþ äî ïðîòå¿íê³íàç âèçíà÷àëè ó ðåàêö³¿ ôîñôîðèëþâàííÿ in vitro. Â ÿêîñò³ äæåðåëà ðåöåïòîðà ÅÔÐ âèêîðèñòîâóâàëè ïðåïàðàòè ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí ë³í³¿ À431. Àêòèâí³ öèòîçîëüí³ ïðîòå¿íê³íàçè (Lyn, Syk, PKCm) áóëè îòðèìàí³ ïðè ó÷àñò³ ê.á.í. Ñ.Â.Ì³õàëàï, ê.á.í. Ë.Ì.Øëàïàöüêî¿, ê.á.í. Ã.Ã.Áåðäîâî¿ ³ ä.á.í. Ñ.Ï.Ñèäîðåíêî ³ìóíîïðåöèï³òàö³ºþ ìîíîêëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè ç ë³çàò³â êë³òèí ë³í³¿ CESS. Â ÿêîñò³ êîíòðîëÿ âèêîðèñòîâóâàëè àíòèò³ëà Mab MOPC (âñ³ àíòèò³ëà ô³ðìè Santa Cruz Biotech, ÑØÀ). Äåíñèòîìåòð³þ ðàä³îàâòîãðàô³â ³ îá÷èñëåííÿ ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè ïðè ó÷àñò³ Ñ.².Ðîìàíþê ³ Ä.Â.Êîëèáî çà äîïîìîãîþ ïðîãðàìè “Densitometry” (àâòîð Â.Â.Âîâê, ÕåìîÒåëåêîì, Óêðà¿íà).


Ïðèãí³÷åííÿ ñèíòåçó ÄÍÊ â êë³òèíàõ ë³í³é Namalwa ³ Jurkat îö³íþâàëè çà ³íêîðïîðàö³ºþ 3Í-òèì³äèíó (Òåññåíîâ, 1979) ïðè ³íêóáàö³¿ â ïðèñóòíîñò³ ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é ÀÏÅÊ. Æèòòºçäàòí³ñòü êë³òèí â êóëüòóðàõ âèçíà÷àëè çà çàáàðâëåííÿì 0,2%-ì ðîç÷èíîì òðèïàíîâîãî ñèíüîãî.


Ãåìîë³òè÷íó àêòèâí³ñòü ÀÏÅÊ äåòåêòóâàëè çà ë³çèñîì åðèòðîöèò³â ëþäèíè â òîíêîìó øàð³ àãàðîçè. ÀÏÅÊ â ñåð³éíèõ ðîçâåäåííÿõ âíîñèëè â ëóíêè, ïðîáèò³ â àãàðîç³. Ì³í³ìàëüíó ãåìîë³òè÷íó êîíöåíòðàö³þ âèçíà÷àëè åêñòðàïîëÿö³ºþ çàëåæíîñò³ ïëîù³ çîíè ãåìîë³çó â³ä ëîãàðèôìó êîíöåíòðàö³¿ ÀÏÅÊ íà çíà÷åííÿ ïëîù³ ëóíêè.


Öèôðîâèé ìàòåð³àë, ïðåäñòàâëåíèé ó äèñåðòàö³éí³é ðîáîò³, ï³äëÿãàâ âàð³àö³éíî-ñòàòèñòè÷í³é îáðîáö³ (Óðáàõ, 1975).


Ðîçä³ë 3. Àóòîñòèìóëÿö³ÿ êë³òèí åíäîãåííèì ÒÔÐa ³íäóêóº ñåêðåö³þ ³íã³á³òîðà àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ.


Ïðè äîñë³äæåíí³ âïëèâó ïðåïàðàò³â, îòðèìàíèõ ç ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ ïóõëèííèõ êë³òèí ð³çíèõ ë³í³é, íà àêòèâí³ñòü ê³íàçè ðåöåïòîðà ÅÔÐ áóëî ïîêàçàíî, ùî äåÿê³ ç íèõ çäàòí³ ïðèãí³÷óâàòè ÿê ôîíîâå, òàê ³ ÅÔÐ-çàëåæíå àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ. Íàéá³ëüø âèðàæåíèé ³íã³á³òîðíèé âïëèâ íà ïðîòå¿íê³íàçíó àêòèâí³ñòü ðåöåïòîðà ÅÔÐ çä³éñíþþòü ïðåïàðàòè ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³¿ À431/1522, ÿê³ áóëè ³íäóêîâàí³ äî åêñïðåñ³¿ êÄÍÊ ÒÔÐa. 


Äëÿ ïîÿñíåííÿ ÿâèùà, ùî ñïîñòåð³ãàºòüñÿ, áóëî âïðîâàäæåíî ôðàêö³þâàííÿ ïåïòèä³â ç ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³¿ À431/1522 ñòóï³í÷àñòèì ãðàä³ºíòîì àöåòîí³òðèëó (10%, 40% ³ 70%) çà äîïîìîãîþ ì³í³-êîëîíîê Sep-Pak C18. Ôðàêö³¿, åëþéîâàí³ 40% (äàë³ - “Ô1”) ³ 70% (äàë³ - “Ô2”) àöåòîí³òðèëó, òåñòóâàëè íà ÅÔÐ-êîíêóðåíòíó àêòèâí³ñòü ³ çäàòí³ñòü çä³éñíþâàòè âïëèâ íà àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ â ïðåïàðàòàõ ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí ë³í³¿ À431.


Äëÿ äîñë³äæåííÿ ÅÔÐ-êîíêóðåíòíî¿ àêòèâíîñò³ ôðàêö³é áóëî çàñòîñîâàíî êîíêóðåíòíèé âàð³àíò êîâàëåíòíîãî ì³÷åííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ ïðåïàðàòîì 125²-ÅÔÐ. Ðàä³îàâòîãðàô, íàâåäåíèé íà ðèñ. 1, äåìîíñòðóº ÅÔÐ-êîíêóðåíòíó àêòèâí³ñòü ôðàêö³¿ Ô1, ùî ïîÿñíþºòüñÿ ïðèñóòí³ñòþ â í³é ðåêîìá³íàíòíîãî ÒÔÐa, ³ ¿¿ â³äñóòí³ñòü ó ôðàêö³¿ Ô2.


Âïëèâ ôðàêö³é íà ³íòåíñèâí³ñòü àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 2. Ôðàêö³ÿ, åëþéîâàíà 40% àöåòîí³òðèëó (Ô1), çàâäÿêè ä³¿ ÒÔÐa, ñòèìóëþº àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ in vitro. Äîäàâàííÿ æ êîìïîíåíò³â ôðàêö³¿, åëþéîâàíî¿ 70% àöåòîí³òðèëó (Ô2), â àíàëîã³÷íèõ óìîâàõ ïðèçâîäèòü äî çíèæåííÿ ð³âíÿ ôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ. 


Ñóäÿ÷è ç íàâåäåíèõ ðåçóëüòàò³â, ïðèãí³÷åííÿ àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ êîìïîíåíòàìè ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñë³ä â³äíåñòè íà ðàõóíîê ïðÿìîãî ³íã³áóâàííÿ ê³íàçè ðåöåïòîðà, à íå êîíêóðåíö³¿ ç ë³ãàíäàìè çà ñàéòè çâ’ÿçóâàííÿ.




































































Ðèñóíîê 1. Ðàä³îàâòîãðàô êîâàëåíòíîãî ì³÷åííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ ïðåïàðàòîì 125²-ÅÔÐ: 1 - â ïðèñóòíîñò³ íàäëèøêó ÅÔÐ; 2, 3 - â ïðèñóòíîñò³ á³ëê³â ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³¿ À431/1522 (2 - Ô1; 3 - Ô2); 4 - êîíòðîëü. 
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Ðèñóíîê 2. Ðàä³îàâòîãðàô ôîñôîðèëþâàííÿ â ïðåïàðàòàõ ìåìáðàí êë³òèí ë³í³¿ À431: 1 - êîíòðîëü; 2-4 - ïðè äîäàâàíí³ ïåïòèäíèõ ôðàêö³é ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³¿ À431/1522, åëþéîâàíèõ â³äïîâ³äíî 10%, 40% ³ 70% àöåòîí³òðèëó; 5 - â ïðèñóíòîñò³ 0,1 ìêÌ ÅÔÐ.











Ðåçóëüòàòè àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ ïðè âèêîðèñòàíí³ íåñîëþá³ë³çîâàíèõ ìåìáðàííèõ âåçèêóë ïîêàçàëè, ùî âïëèâ ôðàêö³¿ Ô2 íà ôîñôîðèëþâàííÿ â ïðîáàõ ïîä³áíèé äî ä³¿ ìåë³òèíó, òîêñèíà ÿäó ìåäîíîñíî¿ áäæîëè, ùî çäàòíèé óòâîðþâàòè ïîðè â ë³ï³äíèõ ìåìáðàíàõ. Öå ñâ³ä÷èòü íà êîðèñòü ã³ïîòåçè ïðî çäàòí³ñòü êîìïîíåíò³â ôðàêö³¿ Ô2 äî âçàºìîä³¿ ç ìåìáðàíàìè ³ ¿õ ïåðìåàá³ë³çàö³¿. 
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Ðîçä³ë 4. Âèä³ëåííÿ ïåïòèäó ç âëàñòèâîñòÿìè ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç (ÀÏÅÊ) ³ç ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³¿ À431/1522.


Íà îñíîâ³ àíàë³çó ðåçóëüòàò³â âëàñíèõ äîñë³äæåíü ³ ñï³âñòàâëåííÿ ¿õ ç äàíèìè ë³òåðàòóðè áóëî âèñóíóòå ïðèïóùåííÿ ïðî ïîòåíö³éíó ñïîð³äíåí³ñòü ïåïòèäíîãî ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàçè ðåöåïòîðà ÅÔÐ, ùî ñåêðåòóºòüñÿ êóëüòèâîâàíèìè êë³òèíàìè, ç äåôåíñèíàìè - àíòèì³êðîáíèìè ïåïòèäàìè, ùî ïðîäóêóþòüñÿ ôàãîöèòàìè ³ êë³òèíàìè ïîêðèâíèõ òêàíèí ññàâö³â. Ç öèõ ì³ðêóâàíü áóëî çàñòîñîâàíî òåñòóâàííÿ ïðåïàðàò³â, îòðèìàíèõ ³ç ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ êë³òèí, íà çäàòí³ñòü ïðèãí³÷óâàòè ð³ñò áàêòåð³é â òîíêîìó øàð³ àãàðîçè. Ïðè öüîìó áóëî âèÿâëåíî ïðÿìó êîðåëÿö³þ àíòèì³êðîáíî¿ àêòèâíîñò³ ïðåïàðàò³â ç ¿õ çäàòí³ñòþ ïðèãí³÷óâàòè ïðîòå¿íê³íàçíó àêòèâí³ñòü ðåöåïòîðà ÅÔÐ. Íàäàë³ òåñòóâàííÿ àíòèì³êðîáíî¿ àêòèâíîñò³ ôðàêö³é áóëî çàñòîñîâàíî íà âñ³õ åòàïàõ î÷èñòêè ïåïòèäó.
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Ðèñóíîê 3. Ïðîô³ëü åëþö³¿ êîìïîíåíò³â ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³¿ À431/1522 ïðè ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ âèñîêîãî òèñêó. Ñòð³ëêàìè â³äì³÷åíî ÷àñ åëþö³¿ ìàðêåð³â ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè (12 êÄ - öèòîõðîì Ñ, 6 êÄ - ³íñóë³í, 3 êÄ - ìåë³òèí).


�
Âðàõîâóþ÷è ðîáîòè ïî î÷èñòö³ àíòèì³êðîáíèõ ïåïòèä³â òâàðèí (Moore et al., 1991, Fehlbaum et al., 1996 òà ³í.), äëÿ âèä³ëåííÿ ïåïòèäó ç âëàñòèâîñòÿìè ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç ç ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ êë³òèí ñóáë³í³é À431/1522 áóëà çàñòîñîâàíà íàñòóïíà ïîñë³äîâí³ñòü õðîìàòîãðàô³÷íèõ ïðîöåäóð: ãåëü-ô³ëüòðàö³ÿ íèçüêîãî òèñêó, êîíöåíòðàö³ÿ íà ì³í³-êîëîíêàõ Sep-Pak C18, ãåëü-ô³ëüòðàö³ÿ âèñîêîãî òèñêó, ð³äèííà õðîìàòîãðàô³ÿ âèñîêîãî òèñêó â îáåðíåí³é ôàç³ (ÎÔ ÐÕÂÒ) ç íàñòóïíîþ ðåõðîìàòîãðàô³ºþ. Â ðåçóëüòàò³ ÎÔ ÐÕÂÒ ôðàêö³ÿ, ùî ìàº àíòèì³êðîáíó àêòèâí³ñòü, âèéøëà ºäèíèì ñèìåòðè÷íèì ï³êîì â 62% àöåòîí³òðèëó. Çàêëþ÷í³ åòàïè îòðèìàííÿ ÀÏÅÊ ïðî³ëþñòðîâàíî õðîìàòîãðàìàìè (ðèñ. 3, 4). Ñòóï³íü ãîìîãåííîñò³ ïðåïàðàòó îö³íþâàëè åëåêòðîôîðåçîì.


Ïðè âèêîðèñòàíí³ çàïðîïîíîâàíî¿ ñõåìè ç 100 ìë ñåðåäîâèùà âäàºòüñÿ âèä³ëèòè â ñåðåäíüîìó áëèçüêî 5 ìêã ïåïòèäó. Äëÿ îòðèìàíîãî ïðåïàðàòó áóëî çàïðîïîíîâàíî íàçâó ÀÏÅÊ (ñêîðî÷åíî â³ä: àíòèì³êðîáíèé ïåïòèä ç êë³òèí åï³äåðìî¿äíî¿ êàðöèíîìè) (Pogrebnoy et al., 1998).
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Ðèñóíîê 4. Ïðîô³ëü åëþö³¿ ïðè î÷èñòö³ ÀÏÅÊ çà äîïîìîãîþ ÎÔ ÐÕÂÒ íà êîëîíö³ Pep-RPC 5/5 C2-C18. Ñòð³ëêîþ âêàçàíèé ÷àñ åëþö³¿ ÀÏÅÊ.


�
Ìîëåêóëÿðíà ìàñà ÀÏÅÊ, âèçíà÷åíà ãåëü-ô³ëüòðàö³ºþ, ñòàíîâèòü áëèçüêî 5 êÄ. Ïðè åëåêòðîôîðåç³ â ðåäóêóþ÷èõ óìîâàõ ÀÏÅÊ âèçíà÷àºòüñÿ îäí³ºþ ñìóãîþ. Éîãî åëåêòðîôîðåòè÷íà ðóõîì³ñòü â³äïîâ³äàº ìîëåêóëÿðí³é ìàñ³ áëèçüêî 3 êÄ ³ çàëåæèòü â³ä óìîâ ïðîâåäåííÿ åëåêòðîôîðåçó. Íåâ³äïîâ³äí³ñòü ó âèçíà÷åíèõ çíà÷åííÿõ ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè, ³ìîâ³ðíî, ïîÿñíþºòüñÿ çäàòí³ñòþ ïåïòèäó äî äèìåðèçàö³¿ â ðîç÷èí³, ÿê öå ïîêàçàíî äëÿ äåôåíñèí³â (Hill et al., 1991).


Ðîçä³ë 5. Õàðàêòåðèñòèêà á³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³ ÀÏÅÊ.


Â ÿêîñò³ êðèòåð³¿â á³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³ îòðèìàíîãî ïðåïàðàòó ÀÏÅÊ äîñë³äæóâàëè éîãî ä³þ íà áàêòåð³¿, êóëüòèâîâàí³ êë³òèíè ³ åðèòðîöèòè ëþäèíè â ñóñïåíç³¿, à òàêîæ âïëèâ íà àêòèâí³ñòü ïðîòå¿íê³íàç, âèä³ëåíèõ ç êë³òèí.
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Ðèñóíîê 5. Âèçíà÷åííÿ ì³í³ìàëüíî¿ ³íã³á³òîðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ ÀÏÅÊ ïî â³äíîøåííþ äî Bacillus mesentericus ³ Pseudomonas aeruginosa. Çàëåæí³ñòü ïëîù³ çîíè, â³ëüíî¿ â³ä áàêòåð³àëüíîãî ðîñòó, â³ä ëîãàðèôìó êîíöåíòðàö³¿ ÀÏÅÊ.
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Äëÿ âèçíà÷åííÿ àíòèì³êðîáíî¿ àêòèâíîñò³ ÀÏÅÊ éîãî âíîñèëè â ëóíêè, ïðîáèò³ â øàð³ àãàðîçè, çàñ³ÿíî¿ òåñò-êóëüòóðàìè. Çíà÷åííÿ ì³í³ìàëüíî¿ ³í³ã³á³òîðíî¿ êîíöåíòðàö³¿ (IC) âèçíà÷àëîñü ³ç çàëåæíîñò³ ïëîù³ çîíè, â³ëüíî¿ â³ä ì³êðîáíîãî ðîñòó, â³ä ëîãàðèôìó êîíöåíòðàö³¿ ÀÏÅÊ â ïðîá³ åêñòðàïîëÿö³ºþ äîçîâî¿ êðèâî¿ íà çíà÷åííÿ ïëîù³ ëóíêè, ÿê ïîêàçàíî íà ðèñ. 5 äëÿ Bacillus mesentericus ÀÒÑÑ 31029 ³ Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145. Ì³í³ìàëüí³ ³íã³á³òîðí³ êîíöåíòðàö³¿ ÀÏÅÊ ïî â³äíîøåííþ äî ð³çíèõ áàêòåð³é ïðèâåäåí³ â òàáëèö³ 1.








Òàáëèöÿ 1. 


Ä³ÿ ÀÏÅÊ íà áàêòåð³¿.





Íàçâà øòàìó áàêòåð³¿�
Çíà÷åííÿ ²Ñ* , ìêÌ�
�
Bacillus subtilis ATCC 6633�
1,0 + 0,12�
�
Bacillus mesentericus ATCC 31029�
1,2 + 0,14�
�
Staphylococcus aureus P-209�
1,5 + 0,14�
�
Staphylococcus aureus ATCC 25923�
1,2 + 0,14�
�
Micrococcus luteus ATCC 10240�
16,0 + 1,20�
�
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145�
3,6 + 0,22�
�
Escherichia coli K12 (l)�
0,3 + 0,10�
�
Escherichia coli ATCC 25922�
>150�
�
Proteus vulgaris ATCC 13315�
100 - 150�
�






ßê âèäíî ç òàáëèö³, ÀÏÅÊ âèÿâèâñÿ çàãàëîì á³ëüø òîêñè÷íèì ïî â³äíîøåííþ äî ãðàìïîçèòèâíèõ áàêòåð³é, í³æ äî ãðàìíåãàòèâíèõ, çà âèíÿòêîì øòàìó Escherichia coli K12 (l). 


Â äåùî âèùèõ êîíöåíòðàö³ÿõ (100-200 ìêÌ) ÀÏÅÊ ïðèãí³÷óº ð³ñò ãðèá³â: Fusarium graminearum, Penicillium griseus, Mucor plumbum. Ôóíã³öèäíî¿ ä³¿ ïî â³äíîøåííþ äî Candida albicans âèÿâëåíî íå áóëî. 


Ïðè äîñë³äæåíí³ âïëèâó ð³çíèõ êîíöåíòðàö³é ÀÏÅÊ íà àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ðåöåïòîðà ÅÔÐ â ïðåïàðàòàõ ïëàçìàòè÷íèõ ìåìáðàí êë³òèí ë³í³¿ À431 ïîêàçàíî, ùî äîäàâàííÿ 200 íÌ ïåïòèäó â ïðîáè ïðèçâîäèòü äî çíèæåííÿ ð³âíÿ àóòîôîñôîðèëþâàííÿ ïðèíàéìí³ â äâà ðàçè. Äåíñèòîìåòð³ÿ ðàä³îàâòîãðàô³â ïîêàçàëà, ùî ÀÏÅÊ çä³éñíþº òàêîæ âïëèâ (çäåá³ëüøîãî ³íã³á³òîðíèé) íà ôîñôîðèëþâàííÿ ³íøèõ á³ëê³â â ïðåïàðàòàõ ìåìáðàí êë³òèí ë³í³¿ À431.



























































Ðèñóíîê 6. Ðàä³îàâòîãðàô àóòîôîñôîðèëþâàííÿ in vitro ïðîòå¿íê³íàç: Lyn (3, 4), Syk (5, 6) i PKCm (7, 8), ³ìóíîïðåöèï³òîâàíèõ â³äïîâ³äíèìè àíòèò³ëàìè. Äëÿ êîíòðîëÿ (1, 2) ³ìóíîïðåöèï³òàö³þ âèêîíóâàëè àíòèò³ëàìè Mab MOPC. Â ïðîáàõ 2, 4, 6, 8 ôîñôîðèëþâàííÿ ïðîâîäèëîñü â ïðèñóòíîñò³ 200 íÌ ÀÏÅÊ.


�
Äëÿ äîñë³äæåííÿ âïëèâó ÀÏÅÊ íà àêòèâí³ñòü ³ìóíîïðåöèï³òîâàíèõ öèòîçîëüíèõ ïðîòå¿íê³íàç éîãî äîäàâàëè â ïðîáè äî ê³íöåâî¿ êîíöåíòðàö³¿ 200 íÌ. Çà äàíèõ óìîâ ÀÏÅÊ ïðèãí³÷óâàâ àêòèâí³ñòü äîñë³äæóâàíèõ ïðîòå¿íê³íàç: äâîõ ³çîôîðì Lyn (p56 - íà 70% ³ p53 - íà 42%), Syk - íà 20% ³ PKCm - íà 91%. Ðàä³îàâòîãðàô, ùî ³ëþñòðóº ïðèãí³÷åííÿ àêòèâíîñò³ öèòîçîëüíèõ ïðîòå¿íê³íàç â ïðèñóòíîñò³ ÀÏÅÊ, íàâåäåíèé íà ðèñ. 6.


Ïðè äîñë³äæåí³ ïðîë³ôåðàòèâíî¿ àêòèâíîñò³ êóëüòèâîâàíèõ êë³òèí ë³í³é Namalwa (ë³ìôîìà Áåðê³òòà ëþäèíè) ³ Jurkat (ë³ìôîáëàñòí³ Ò-êë³òèíè ëþäèíè) çà ³íêîðïîðàö³ºþ 3Í-òèì³äèíó âñòàíîâëåíî, ùî äîäàâàííÿ â ñåðåäîâèùå ³íêóáàö³¿ ÀÏÅÊ â êîíöåíòðàö³ÿõ, âèùèõ  6õ10-8 Ì, ïðèçâîäèòü äî çíèæåííÿ ð³âíÿ ñèíòåçó ÄÍÊ â ìîäåëüíèõ êë³òèíàõ. Äîäàâàííÿ ÀÏÅÊ â êîíöåíòðàö³ÿõ 10-8 - 5õ10-8 Ì ïðèçâîäèòü äî íåâåëèêîãî, àëå â³ðîã³äíîãî ï³äâèùåííÿ ð³âíÿ ñèíòåçó ÄÍÊ â êë³òèíàõ. Êîíöåíòðàö³¿ ÀÏÅÊ, âèù³ í³æ 5õ10-6 Ì, âèêëèêàëè øâèäêó - ïðîòÿãîì ê³ëüêîõ õâèëèí - çàãèáåëü êë³òèí.


Ì³í³ìàëüíó ë³òè÷íó êîíöåíòðàö³þ ÀÏÅÊ ïî â³äíîøåííþ äî åðèòðîöèò³â ëþäèíè â íàøèõ äîñë³äæåííÿõ âèçíà÷åíî ÿê 10-7 Ì.


Ðîçä³ë 6. Óìîâè ïðîäóêö³¿ ÀÏÅÊ.


Äëÿ ïåðåâ³ðêè ïðèïóùåííÿ ïðî çâ’ÿçîê ñåêðåö³¿ êóëüòèâîâàíèìè êë³òèíàìè ÀÏÅÊ ç ä³ºþ ë³ãàíä³â ðåöåïòîðà ÅÔÐ áóëî çàñòîñîâàíî òåñòóâàííÿ ñåðåäîâèù ³íêóáàö³¿ êë³òèí ç ð³çíèì ïðåäñòàâíèöòâîì ðåöåïòîðà ÅÔÐ íà àíòèì³êðîáíó àêòèâí³ñòü. Áóëî äîñë³äæåíî ñóïåðíàòàíòè êë³òèí ë³í³é KB, Colo320HSR, MCF-7, MEWO, CHO, Molt4, Raji, ùî ³íêóáóâàëèñü â ñòàíäàðòíèõ óìîâàõ ³ â ïðèñóòíîñò³ ÅÔÐ. Â ñåðåäîâèùàõ ³íêóáàö³¿ êë³òèí á³ëüøîñò³ äîñë³äæåíèõ ë³í³é àíòèì³êðîáíî¿ àêòèâíîñò³ âèÿâëåíî íå áóëî, îêð³ì ë³í³é M-HeLa ³ À431. Â ïåðøèõ àíòèì³êðîáíà àêòèâí³ñòü äåòåêòóºòüñÿ ïîñò³éíî íà íåçíà÷íîìó ð³âí³. Â ñåðåäîâèù³ ³íêóáàö³¿ êë³òèí ë³í³¿ À431 ïîÿâà àíòèì³êðîáíî¿ àêòèâíîñò³ ³íäóêóºòüñÿ ³íêóáàö³ºþ â ïðèñóòíîñò³ ÅÔÐ.


Ïðè îáðîáö³ êë³òèí ôîðáîëîâèìè åô³ðàìè, ùî ñòàíäàðòíî âèêîðèñòîâóºòüñÿ äëÿ ³íäóêö³¿ ñåêðåö³¿ äåôåíñèí³â ãðàíóëîöèòàìè (Chertov, 1996), ïîñèëåííÿ ñåêðåö³¿ àíòèì³êðîáíèõ êîìïîíåíò³â ìîäåëüíèìè êë³òèíàìè íå âèÿâëåíî, à â êë³òèíàõ ë³í³¿ À431 ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ¿¿ ïîñëàáëåííÿ.


Ðîçä³ë 7. Àíàë³ç ³ îáãîâîðåííÿ ðåçóëüòàò³â.


Àêòèâí³ñòü òèðîçèíîâèõ ïðîòå¿íê³íàç â³ä³ãðàº çíà÷íó ðîëü â ïðîöåñàõ çëîÿê³ñíî¿ òðàíñôîðìàö³¿ ³ ïðîãðåñ³¿ ïóõëèí. Ó çâ’ÿçêó ç öèì ïîøóê àãåíò³â, çäàòíèõ áëîêóâàòè ïåðåäà÷ó ì³òîãåííîãî ñèãíàëó, îáóìîâëåíó àêòèâí³ñòþ ïðîòå¿íê³íàç, íàáóâàº âñå á³ëüøî¿ àêòóàëüíîñò³.


Â ðåçóëüòàò³ ïðîâåäåíî¿ ðîáîòè íàìè âèä³ëåíî ïåïòèäíèé ³íã³á³òîð ïðîòå¿íê³íàç ÀÏÅÊ, ùî çà ñâî¿ìè á³îõ³ì³÷íèìè ³ ô³ç³îëîã³÷íèìè âëàñòèâîñòÿìè áëèçüêèé äî äåôåíñèí³â, ùî ïðîäóêóþòüñÿ â êë³òèíàõ ê³ñòêîâîãî ìîçêó ³ ïîêðèâíèõ òêàíèí ññàâö³â. Ïîêàçàíî, ùî ñåêðåö³ÿ ÀÏÅÊ ìîæå áóòè ³íäóêîâàíà â ïóõëèííèõ êë³òèíàõ ïðè ¿õ ñòèìóëÿö³¿ åíäîãåííèìè àáî åêçîãåííèìè ôàêòîðàìè ðîñòó.





Âèñíîâêè


Ç ñåðåäîâèùà ³íêóáàö³¿ ïóõëèííèõ êë³òèí âèä³ëåíî ã³äðîôîáíèé îñíîâíèé ïåïòèä ÀÏÅÊ ç ìîëåêóëÿðíîþ ìàñîþ áëèçüêî 3 êÄ ç âëàñòèâîñòÿìè ³íã³á³òîðà ïðîòå¿íê³íàç ³ áàêòåðèöèäíîãî àãåíòà.


Âñòàíîâëåíî, ùî ÀÏÅÊ ñåêðåòóºòüñÿ êë³òèíàìè ë³í³¿ À431 ³ ñóáë³í³¿ À431/1522 ó â³äïîâ³äü íà ñòèìóëÿö³þ ë³ãàíäàìè ðåöåïòîðà ÅÔÐ (ÅÔÐ ³ ÒÔÐa).


Â ä³àïàçîí³ êîíöåíòðàö³é 1-3 ìêÌ ÀÏÅÊ ïðèãí³÷óº ð³ñò ãðàìïîçèòèâíèõ ³ äåÿêèõ ãðàìíåãàòèâíèõ áàêòåð³é. Âèù³ êîíöåíòðàö³¿ ïåïòèäó ïðèãí³÷óþòü ð³ñò ãðàìíåãàòèâíèõ áàêòåð³é ³ ãðèá³â.


Â ñóáì³êðîìîëÿðíèõ êîíöåíòðàö³ÿõ ÀÏÅÊ ïðèãí³÷óº àêòèâí³ñòü òèðîçèí-ñïåöèô³÷íèõ ³ ñåðèí-òðåîíèí-ñïåöèô³÷íèõ ïðîòå¿íê³íàç, âèä³ëåíèõ ç êë³òèí, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî éîãî ìîæëèâó ó÷àñòü â ðåãóëÿö³¿ ðîñòó êë³òèí.


ÀÏÅÊ ïðèãí³÷óº ñèíòåç ÄÍÊ â ïóõëèííèõ êë³òèíàõ in vitro, à â âèñîêèõ êîíöåíòðàö³ÿõ - öèòîòîêñè÷íèé äëÿ íèõ. ÀÏÅÊ òàêîæ çäàòíèé âèêëèêàòè ãåìîë³ç åðèòðîöèò³â ëþäèíè.
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SUMMARY





Hobta A.I. Secretion of the peptide possessing the inhibitory activity towards the protein kinases by cultured epidermoid carcinoma cells.- Manuscript.


Thesis for the degree of candidate of biological sciences on speciality 14.01.07 - oncology.- R.E.Kavetsky Institute of Experimental Pathology, Oncology, and Radiobiology NAS of Ukraine, Institute of Oncology and Radiology Ministry of Health Care of Ukraine, Kyiv, 1999.


From the conditioned media of human epidermoid carcinoma cells expressing the transforming growth factor a cDNA gene, a hydrophobic cationic peptide named ECAP with molecular weight nearly 3 kDa is isolated. As it is established, the secretion of ECAP by A431 and A431/1522 cell lines is induced by ligands of the epidermal growth factor receptor. A spectrum of biological activities of the peptide is investigated. The inhibitory activity of ECAP towards the protein kinases namely ErbB (EGF receptor), Lyn, Syk, PKCm is shown. The growth inhibitory concentrations of ECAP relatively the different strains of bacteria are determined. Also suppression of DNA synthesis in cultured tumor cells in presence of ECAP and ECAP-mediated induction of erythrolysis in vitro is described.


Key words: ECAP, inhibitor of the protein kinases, EGF receptor.
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Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ïðåïàðàòîâ ñðåä èíêóáàöèè îïóõîëåâûõ êëåòîê ðàçíûõ ëèíèé íà ôîñôîðèëèðîâàíèå in vitro â ïðåïàðàòàõ ïëàçìàòè÷åñêèõ ìåìáðàí êëåòîê ëèíèè À431 â ðÿäå ñëó÷àåâ ïîêàçàíà èõ ñïîñîáíîñòü óãíåòàòü ôîñôîðèëèðîâàíèå ðåöåïòîðà ÝÔÐ. Íàèáîëåå âûðàæåííûì èíãèáèòîðíûé ýôôåêò ïî îòíîøåíèþ ê ïðîòåèíêèíàçíîé àêòèâíîñòè ÝÔÐ-Ð îêàçàëñÿ â ñðåäàõ èíêóáàöèè êëåòîê ñóáëèíèè À431/1522, ïðîäóöèðóþùèõ ðåêîìáèíàíòíûé ÒÔÐa. Ïîñëå ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïåïòèäíûõ êîìïîíåíòîâ êîíäèöèîíèðîâàííûõ ñðåä îêàçàëîñü, ÷òî ôðàêöèÿ, èíãèáèðóþùàÿ àóòîôîñôîðèëèðîâàíèå ÝÔÐ-Ð, íå îáëàäàåò ÝÔÐ-êîíêóðåíòíîé àêòèâíîñòüþ è, êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì íåñîëþáèëèçèðîâàííûõ ìåìáðàííûõ âåçèêóë, ñïîñîáíà ê âçàèìîäåéñòâèþ ñ ëèïèäíûìè ìåìáðàíàìè.


Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ áûëî âûäâèíóòî ïðåäïîëîæåíèå î ãîìîëîãèè ïåïòèäíîãî èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàçû ðåöåïòîðà ÝÔÐ äåôåíñèíàì - ãðóïïå àíòèìèêðîáíûõ ïåïòèäîâ ìëåêîïèòàþùèõ. Ïðîâåäåííîå òåñòèðîâàíèå íà áàêòåðèÿõ âûÿâèëî ïðÿìóþ êîððåëÿöèþ ìåæäó áàêòåðèöèäíîé àêòèâíîñòüþ ïðåïàðàòîâ è èõ èíãèáèòîðíûì äåéñòâèåì íà ïðîòåèíêèíàçíóþ àêòèâíîñòü ðåöåïòîðà ÝÔÐ.


Ïðè ïîìîùè õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïðîöåäóð èç ñðåä èíêóáàöèè êëåòîê ñóáëèíèè À431/1522 âûäåëåí ãèäðîôîáíûé îñíîâíûé ïåïòèä ñî ñâîéñòâàìè èíãèáèòîðà ïðîòåèíêèíàç è áàêòåðèöèäíîãî àãåíòà. Ïðè ýëåêòðîôîðåçå â ðåäóöèðóþùèõ óñëîâèÿõ âûäåëåííûé ïåïòèä îïðåäåëÿåòñÿ åäèíñòâåííîé çîíîé ñ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ, ñîîòâåòñòâóþùåé ìîëåêóëÿðíîé ìàññå îêîëî 3 êÄ. Äëÿ ïåïòèäà ïðåäëîæåíî íàçâàíèå ÀÏÝÊ (àíòèìèêðîáíûé ïåïòèä èç êëåòîê ýïèäåðìîèäíîé êàðöèíîìû).


Â ðåçóëüòàòå èññëåäîâàíèé ñïåêòðà áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè âûäåëåííîãî ïåïòèäà ïîêàçàíî åãî èíãèáèòîðíîå äåéñòâèå íà ïðîòåèíêèíàçû, à èìåííî ErbB (ðåöåïòîð ÝÔÐ), Lyn, Syk, PKCm â ðåàêöèè àóòîôîñôîðèëèðîâàíèÿ in vitro. Îïðåäåëåíû êîíöåíòðàöèè, â êîòîðûõ ÀÏÝÊ óãíåòàåò ðîñò ðÿäà øòàììîâ ãðàìïîëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé. Êðîìå òîãî, îïèñàíî ñíèæåíèå óðîâíÿ ñèíòåçà ÄÍÊ â êóëüòèâèðóåìûõ îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ëèíèé Namalwa è Jurkat ïðè èíêóáàöèè â ïðèñóòñòâèè ÀÏÝÊ è ÀÏÝÊ-îïîñðåäîâàííûé ãåìîëèç ýðèòðîöèòîâ ÷åëîâåêà in vitro.


Óñòàíîâëåíî, ÷òî ÀÏÝÊ ñåêðåòèðóåòñÿ êëåòêàìè ëèíèè À431 è ñóáëèíèè À431/1522 â îòâåò íà ñòèìóëÿöèþ ëèãàíäàìè ðåöåïòîðà ýïèäåðìàëüíîãî ôàêòîðà ðîñòà (ÝÔÐ è ÒÔÐa), ïðè÷¸ì îáðàáîòêà êëåòîê ôîðáîëîâûìè ýôèðàìè ïðåïÿòñòâóåò ñåêðåöèè ÀÏÝÊ.


Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÀÏÝÊ, èíãèáèòîð ïðîòåèíêèíàç, ðåöåïòîð ÝÔÐ.











* ²Ñ - ì³í³ìàëüíà êîíöåíòðàö³ÿ, ùî ïðèãí³÷óº ð³ñò áàêòåð³é
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