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2. Дисертація

2.1. Тема дисертації Молекулярні механізми регуляції експресії генів синтезу серину у 
клітинах гліоми

2.2. Анотація дисертації Дисертація присвячена вивченню механізмів регуляції експресії 
генів синтезу серину, який відіграє важливу роль у рості різних 
злоякісних пухлин, у тому числі і гліобластом, оскільки задіяний у 
багатьох метаболічних циклах. Головна увага була зосереджена на 
з’ясуванні ролі стресу ендоплазматичного ретикулума та гіпоксії у 
регуляції експресії генів синтезу серину, оскільки саме ці чинники є 
важливими для пухлинного росту. Для цього були проведені 
експерименти із використанням генетично модифікованих клітин 
гліобластоми лінії U87MG, що мали пригнічену ензиматичну 
активність ERN1/IRE1 (endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1/
inositol-requiring enzyme 1), основного сенсорно-сигнального 
протеїну стресу ендоплазматичного ретикулума, і знижену 
проліферативну активність. Було також досліджено вплив гіпоксії та 
дефіциту глутаміну і глюкози на експресію генів синтезу серину у 
клітинах гліобластоми у залежності від функціональної активності 
сигнального протеїну ERN1.
Актуальність цієї теми пов'язана з тим, що онкологічні 
захворювання посідають друге місце у світі за рівнем смертності і їх 
кількість постійно зростає при відчутній недостатності ефективного 
їх лікування. Гліобластоми є найбільш злоякісними і досить 
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поширеними первинними пухлинами головного мозку, які надто 
тяжко піддаються лікуванню та характеризуються короткою 
тривалістю життя пацієнтів. І саме тому, інтенсивний пошук 
принципово нових підходів до вияснення молекулярних основ 
патогенезу гліобластом, як і інших злоякісних пухлин, є важливим і 
необхідним для покращення існуючих та створення нових 
перспективних стратегій протипухлинної терапії.
Надзвичайно важливими факторами інтенсивного росту злоякісних 
пухлин є стрес ендоплазматичного ретикулума і гіпоксія, які 
перепрограмовують геном пухлинних клітин для посиленого 
забезпечення пухлин поживними речовинами шляхом активації 
ангіогенезу, розвитку резистентності пухлинних клітин до різних 
токсичних речовин, у тому числі і до ефектів гіпоксії. У зв’язку з цим, 
детальне вивчення регуляторних механізмів, що лежать в основі 
цих процесів, буде сприяти більш глибокому розумінню 
молекулярних механізмів росту злоякісних пухлин та пошуку 
принципово нових підходів боротьби з ними.
Не менш важливим фактором росту злоякісних пухлин є також 
амінокислота серин, яка задіяна у регуляції численних 
метаболічних процесів як у нормальних, так і пухлинних клітинах. 
Більше того, для інтенсивного росту багатьох злоякісних пухлин 
важливим є посилений синтез серину. І тому пізнання 
молекулярних механізмів регуляції синтезу серину за злоякісного 
росту сигнальними шляхами стресу ендоплазматичного 
ретикулума, а також за гіпоксії є досить важливим у пошуку 
молекулярних мішеней для боротьби зі злоякісним ростом.
Важливим і принципово новим моментом цієї роботи було 
вияснення причетності ERN1/IRE1 сигнального шляху стресу 
ендоплазматичного ретикулума до регуляції експресії генів, що 
контролюють синтез серину, у тому числі і ролі ендорибонуклеазної 
та протеїнкіназної активностей цього сигнального протеїну в 
реалізації його впливу на експресію генів. Окремим завданням 
роботи було дослідити дію гіпоксії та дефіциту глутаміну і глюкози 
на рівень експресії генів синтезу серину у клітинах гліобластоми в 
залежності від пригнічення ERN1, оскільки це пригнічення 
призводить до зниження проліферації пухлинних клітин і має 
виражений анти-пухлинний ефект.
У ході виконання роботи були використанні сучасні методи біохімії 
та молекулярної біології. Це культивування трьох стабільно 
трансфікованих субліній: 1) трансфіковані порожнім вектором 
контрольні клітини, 2) клітини з пригніченою лише 
ендорибонуклеазною активністю ERN1 і 3) клітини без обох 
ензиматичних активностей цього сигнального протеїну 
(ендорибонуклеазної та протеїнкіназної), а також методи виділення 
РНК із клітин гліобластоми, визначення концентрації і 
спектральних характеристик препаратів РНК за допомогою нано-
спектрофотометра. Для визначення експресії генів спочатку 
проводили синтез комплементарних ДНК шляхом зворотної 
транскрипції, а потім методом кількісної полімеразної ланцюгової 
реакції у реальному часі визначали рівень експресії мРНК ензимів 
синтезу серину, а також транскрипційного фактора ATF4, який 
контролює транскрипцію PSAT1. Спеціальний метод був 
застосований для визначення експресії мікроРНК, що включав 
поліаденилювання мікроРНК, їх зворотну транскрипцію і 
ампліфікацію. Були використані також методи сайленсінгу мРНК 
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ERN1 та XBP1 для створення моделі пригнічення обох 
ензиматичних активностей ERN1 або лише головної функції 
ендорибонуклеазної активності цього сигнального протеїну, а саме 
сайленсінгу ХВР1. Продукти ампліфікації аналізували 
електрофорезом в агарозному гелі. Для аналізу можливих 
механізмів регуляції експресії досліджених генів використовували 
методи біоінформатики, а отримані результати опрацьовані 
статистично.
Для з'ясування ролі сигнального протеїну ERN1 та його 
ензиматичних активностей (ендорибонуклеазної і протеїнкіназної) 
нами було досліджено експресію генів, що кодують такі ензими 
синтезу серину як PHGDH (phosphoglycerate dehydrogenase), PSAT1 
(phosphoserine aminotransferase 1), PSPH (phosphoserine 
phosphatase), SHMT1 (serine hydroxymethyltransferase 1) і SHMT2 
(serine hydroxymethyltransferase 2). Для вияснення механізмів 
регуляції рівня експресії гена PSAT1 було досліджено експресію 
транскрипційного фактора ATF4 (activating transcription factor 4), 
який контролює експресію гена PSAT1 і є залежним від стресу 
ендоплазматичного ретикулума.
З метою вивчення молекулярних механізмів залежності експресії 
генів синтезу серину від стресу ендоплазматичного ретикулума і 
зокрема його сигнального шляху ERN1/IRE1 у клітинах гліобластоми 
були проведені дослідження на клітинах з пригніченими 
ензиматичними активностями (протеїнкінази та 
ендорибонуклеази) ERN1 та за умов інгібування лише 
ендорибонуклеази цього сигнального протеїну. Виявлена 
залежність експресії генів синтезу серину у клітинах гліобластоми 
від функціональної активності ERN1 і можливий вклад цих генів у 
анти-проліферативний ефект пригнічення ERN1, а також роль 
протеїнкіназної та ендорибонуклеазної активностей цього 
сигнального протеїну в опосередкованій стресом 
ендоплазматичного ретикулума регуляції експресії досліджених 
генів. Встановлено також, що експресія генів синтезу серину є 
чутливою до умов гіпоксії і дефіциту як глутаміну, так і глюкози в 
залежності від функціональної активності сигнального протеїну 
ERN1. 
Отримані результати продемонстрували, що експресія генів 
PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT1, SHMT2 та ATF4, які контролюють 
синтез серину, залежить від ERN1 сигнального шляху стресу 
ендоплазматичного ретикулума і впливає на проліферацію клітин 
гліобластоми. Була виявлена залежність ефектів гіпоксії та дефіциту 
глутаміну або глюкози, які є важливими факторами контролю 
пухлинного росту, на експресію цих генів від функціональної 
активності сигнального протеїну ERN1. Так, було показано, що 
пригнічення обох ензиматичних активностей цього сигнального 
протеїну стресу ендоплазматичного ретикулума у клітинах 
гліобластоми лінії U87MG змінювало рівень експресії всіх 
досліджених нами генів, які контролюють синтезу серину. 
Встановлено також, що виявлені зміни були різними як по 
величині, так і по напрямку, і що це обумовлено особливостями 
регуляції експресії досліджених генів сигнальним протеїном ERN1, а 
також їх функціональним значенням, причому це відображає 
перепрограмування геному в результаті інгібування одного із 
сигнальних шляхів стресу ендоплазматичного ретикулума. Так, 
рівень експресії генів PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT2 та ATF4 
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знижувався, а гена SHMT1 – істотно збільшувався у клітинах 
гліобластоми за умов пригнічення обох ензиматичних активностей 
сигнального протеїну ERN1. Подібні зміни в експресії генів, що 
контролюють синтез серину, були виявлені і за умов сайленсінгу 
ERN1, що вказує на залежність змін в експресії досліджених нами 
генів саме від ERN1, а не від способу його пригнічення. Проведено 
також визначення ензиматичної активності PHGDH, ключового 
ензиму синтезу серину, і показано зниження активності цього 
ензиму у клітинах гліобластоми за умов пригнічення обох 
ензиматичних активностей сигнального протеїну ERN1.
У той же час, за умов пригнічення лише ендорибонуклеазної 
активності сигнального протеїну ERN1 рівень експресії генів PSAT1 і 
PSPH змінювався по-різному у клітинах гліобластоми із різним 
типом пригнічення ензиматичних активностей протеїну ERN1, а це 
свідчить про участь обох ензиматичних активностей ERN1 у цій 
регуляції, їх взаємодію через опосередковані ними сигнальні 
шляхи. Разом з тим, зміни рівня експресії гена ATF4 у клітинах 
гліобластоми з пригніченою ендорибонуклеазною активністю 
сигнального протеїну ERN1 і клітинах з пригніченими обома його 
ензиматичними активностями істотно не відрізнялися за 
величиною, що свідчило про опосередкованість виявлених змін в 
експресії цих генів саме ендорибонуклеазною, а не 
протеїнкіназною активністю ERN1. Серед досліджених нами генів, 
які контролюють синтез серину, були виявлені і такі, рівень 
експресії яких змінювався лише за умов пригнічення обох 
ензиматичних активностей ERN1 і не змінювався у клітинах 
гліобластоми з пригніченою ендорибонуклеазною активністю 
сигнального протеїну ERN1. Це гени PHGDH, SHMT1 та SHMT2. 
Отримані результати вказують на опосередкованість виявлених 
змін в їх експресії саме протеїнкіназною активністю протеїну ERN1. 
Подібні зміни в експресії генів PHGDH, SHMT1 та SHMT2 були також 
виявлені за умов сайленсінгу лише ERN1, а не XBP1, що вказує на 
залежність виявлених змін в експресії цих генів саме від 
протеїнкіназної активності ERN1. А от зміни рівня експресії гена 
ATF4 у клітинах гліобластоми після сайленсінгу ERN1 і XBP1 істотно 
не відрізнялися за величиною, що свідчило про опосередкованість 
виявлених змін в експресії цього гена саме ендорибонуклеазною, а 
не протеїнкіназною активністю ERN1, шляхом утворення ХВР1s за 
участі ендорибонуклеазної активності цього сигнального протеїну.
Вестерн блот-аналіз протеїнів PSAT1, PSPH і ATF4 показав зниження 
рівня всіх цих протеїнів як у клітинах гліобластоми з пригніченою 
лише ендорибонуклеазною активністю ERN1, так і у клітинах без 
обох ензиматичних активностей цього сигнального протеїну, що 
узгоджується із виявленими нами змінами рівня експресії 
відповідних мРНК.
Була проведена оцінка проліферативного потенціалу клітин 
гліобластоми з пригніченими ензиматичними активностями ERN1 
двома методами (протоковою цитометрією на BD Accuri C6 Flow 
Cytometer та по рівню ДНК у клітинах) і показано, що пригнічення 
обох ензиматичних активностей цього сигнального протеїну 
знижувало проліферативний потенціал таких клітин більше ніж у 
два рази, а пригнічення лише ендорибонуклеазної активності ERN1 
мало значно більший ефект.
Методами біоінформатики було встановлено, що 3’-послідовності 
мРНК PSAT1, PSPH і SHMT1 містять сайти зв’язування мікроРНК: 

Сторінка 4 з 16



miR-145-5p в мРНК PSAT1, miR-429-3p в мРНК PSPH, а miR-218-5p в 
мРНК SHMT1, причому виявлені зміни в експресії цих мікроРНК є 
протилежно направленими до змін в експресії відповідних мРНК і 
можуть бути причетними до регуляції експресії мРНК PSAT1, PSPH і 
SHMT1 сигнальними шляхами протеїну ERN1 на пост-
трансляційному рівні. 
Показано також, що експресія більшості генів, що контролюють 
синтезу серину, є чутливою до гіпоксії, причому рівень експресії 
більшості із них збільшується, особливо таких генів як PHGDH і 
ATF4, а інших генів – зменшується у контрольних, трансфікованих 
порожнім вектором, клітинах гліобластоми. Разом з тим, у клітинах 
з пригніченою ендорибонуклеазною та протеїнкіназною 
активностями сигнального протеїну ERN1 чутливість генів PHGDH, 
PSAT1, PSPH та ATF4 до впливу гіпоксії змінюється, що переконливо 
свідчить про залежний від ERN1 контроль гіпоксичної регуляції 
рівня експресії цих генів. Отримані результати є підґрунтям для 
вияснення механізмів резистентності пухлинних клітин до 
токсичних ефектів гіпоксії за умов стресу ендоплазматичного 
ретикулума. 
Було також показано, що рівень експресії майже всіх досліджених 
нами генів, що контролюють синтез серину, змінюється як за умов 
дефіциту глутаміну, так і глюкози, але по-різному, і що пригнічення 
обох ензиматичних (ендорибонуклеазної та протеїнкіназної) 
активностей сигнального протеїну ERN1 істотно модифікує їх ефект, 
але ці модифікації мають генно-специфічний характер. Так, у 
контрольних, трансфікованих порожнім вектором, клітинах 
гліобластоми за умов дефіциту глутаміну збільшується рівень 
експресії таких генів як PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT2 та ATF4. Разом з 
тим, рівень експресії гена SHMT1 різко знижується у контрольних 
клітинах гліобластоми за цих умов. Встановлено також, що 
чутливість експресії усіх досліджених генів до дефіциту глутаміну 
змінюється у клітинах гліобластоми за умов пригнічення обох 
(ендорибонуклеазної і протеїнкіназної) активностей протеїну ERN1. 
Так, чутливість таких генів як PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT2 та ATF4 до 
дефіциту глутаміну різко посилюється за умов пригнічення ERN1, а 
особливо PSAT1, тоді як гена SHMT1 – зменшується. Менш виражені 
зміни в експресії генів, що контролюють синтезу серину, були 
виявлені за умов дефіциту глюкози у середовищі у порівнянні з 
дефіцитом глутаміну. Так, дефіцит глюкози у середовищі призводив 
до збільшення рівня експресії генів PHGDH, PSAT1, SHMT2 та ATF4 у 
контрольних клітинах гліобластоми, тоді як експресія гена PSPH 
істотно не змінювалася, а гена SHMT1 – зменшувалася. Разом з тим, 
пригнічення ERN1 також істотно змінювало чутливість експресії усіх 
досліджених генів до дефіциту глюкози у середовищі, а особливо 
PSAT1, PSPH, SHMT2 та ATF4. Ці результати чітко вказують на ERN1-
залежний характер чутливості клітин гліобластоми до забезпечення 
їх глюкозою та глутаміном.
Наукова новизна цієї роботи в тому, що вперше були виявлені 
виражені зміни рівня експресії генів, що контролюють синтезу 
серину, у культурі клітин гліобластоми лінії U87MG за умов 
пригнічення ERN1, основного сигнального шляху стресу 
ендоплазматичного ретикулума, та що виявлені зміни в експресії 
досліджених генів були генно-специфічними і залежали від типу 
нокдауну ERN1. Виявлена також посилена експресія генів синтезу 
серину у клітинах гліобластоми у порівнянні з нормальними 
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астроцитами, яка є важливою умовою посиленого росту злоякісних 
пухлин, а виявлене нами зниження експресії генів, які контролюють 
синтез серину, у клітинах з пригніченою функціональною 
активністю ERN1 добре узгоджується зі зниженим їх 
проліферативним потенціалом. Отримані результати 
продемонстрували важливу роль ендорибонуклеазної активності 
ERN1 у регуляції експресії гена ATF4, оскільки як у клітинах гліоми з 
пригніченою ендорибонуклеазною активністю сигнального 
протеїну ERN1, так і у клітинах без обох ензиматичних активностей 
ERN1 рівень експресії цього гена істотно не відрізнявся за 
величиною. Вперше показано, що саме протеїнкіназна активність 
ERN1 є важливим регулятором експресії генів PHGDH, SHMT1 та 
SHMT2, оскільки інгібування ендорибонуклеазної активності цього 
сигнального протеїну істотно не впливало на рівень їх експресії і 
лише за умов пригнічення обох ензиматичних активностей 
протеїну ERN1 змінювався рівень експресії цих генів.
Вперше показано, що експресія всіх генів, що контролюють синтез 
серину, є чутливою до гіпоксії у контрольних, трансфікованих 
порожнім вектором, клітинах гліобластоми, причому рівень 
експресії цих генів змінюється по-різному як за величиною ефекту, 
так і за напрямком змін. Встановлено також, що пригнічення 
ендорибонуклеазної та протеїнкіназної активностей сигнального 
протеїну ERN1 змінює чутливість генів PHGDH, PSAT1, PSPH і ATF4 до 
гіпоксії, а це свідчить про залежний від ERN1 контроль гіпоксичної 
регуляції рівня експресії більшості досліджених нами генів. Ці 
результати є підґрунтям для розкриття механізмів резистентності 
пухлинних клітин, у тому числі й клітин гліобластоми, до токсичних 
ефектів гіпоксії за умов стресу ендоплазматичного ретикулума.
Принципово нові результати були отримані при вивченні 
чутливості експресії генів, які забезпечують синтезу серину, до 
дефіциту як глутаміну, так і глюкози, і що пригнічення обох 
ензиматичних активностей ERN1, основного сигнального протеїну 
стресу ендоплазматичного ретикулума, посилює чутливість усіх 
досліджених генів до цих експериментальних умов за винятком 
гена SHMT1. Ці результати вказують на ERN1-залежний характер 
чутливості клітин гліобластоми до забезпечення їх глюкозою та 
глутаміном. 
Практичне значення отриманих результатів полягає у виявленні  
ролі ендорибонуклеазної та протеїнкіназної активностей ERN1 у 
регуляції  експресії генів, задіяних у синтезі і метаболізмі серину, 
пригнічення яких може бути причетним до зниження 
проліферативного потенціалу клітин гліобластоми, а також в 
ідентифікації мікроРНК, які контролюють експресію мРНК PSAT1, 
PSPH та SHMT1 на пост-трансляційному рівні і можуть бути 
потенційними мішенями для пригнічення проліферації клітин 
гліобластоми. Виявлений нами ERN1-залежний характер чутливості 
клітин гліобластоми до гіпоксії є підґрунтям для розкриття 
механізмів резистентності пухлинних клітин до токсичних ефектів 
гіпоксії за умов стресу ендоплазматичного ретикулума, що важливо 
для розробки нових підходів до терапії злоякісних пухлин.

2.3. Ключові слова дисертації синтез серину, експресія генів, РНК, гліобластома, 
ендоплазматичний ретикулум, пригнічення ERN1, гіпоксія, глутамін, 
глюкоза, промотор, пухлинні клітини, мембрана, ACTB, ПЛР, ядро
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