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ВСТУП
Актуальність  проблеми.  Рак підшлункової залози (РПЗ) є однією з найбільш агресивних пухлин. Не дивлячись на досягнення останніх 50 років, комплексний підхід до лікування, який включає хірургію, променеву і хіміотерапію та їх комбінації, не збільшує суттєво тривалість життя хворих (Saif M. W. et al., 2007; Kleeff J. et al., 2008; Ghaneh P. et al., 2008). РПЗ посідає 4-те місце серед причин смертності від злоякісних новоутворень у США та в країнах Європи з медіаною тривалості життя хворих близько 6 місяців та 5-річною виживаністю у межах 3-5% (Jemal A. et al., 2007). В Україні РПЗ, як причина смертності від злоякісних пухлин, займає 7-е місце серед чоловіків та 9-е – серед жінок (Федоренко З. П. та ін., 2007; Шалимов С. А. та ін., 2007). Відомо, що 85% усіх пухлин підшлункової залози складають аденокарциноми. Протокова аденокарцинома підшлункової залози (ПАПЗ) є найбільш поширеною пухлиною цього органу (Warshaw A. L. et al., 1992; Kloppel G., 2003; Hezel A. F. et al., 2006). Несприятливий прогноз при ПАПЗ пов`язаний з її здатністю до швидкого метастазування у лімфатичні вузли та віддалені органи, що дуже часто має місце вже на час встановлення діагнозу. Така агресивна поведінка та резистентність до різноманітних видів лікування є характерною ознакою даної патології (Kleeff J. et al., 2007).
Існують експериментальні та клінічні докази того, що гіпоксія солідних пухлин, тобто низький рівень оксигенації, впливає на їх ріст, посилює злоякісну прогресію, зокрема метастатичний потенціал, а також зменшує чутливість до хіміотерапевтичних препаратів та іонізуючого опромінення (Shannon A. M. et al., 2003; Zhou J. et al., 2006; Vaupel P. et al., 2007). Гіпоксія розглядається сьогодні як ключовий фактор патогенезу злоякісних новоутворень (Chaudary N. et al., 2007).  Koong і співавт. (Koong A. C. et al., 2000) навели прямі докази наявності значного рівня гіпоксії у тканині РПЗ людини. Встановлено також, що гіпоксія у РПЗ асоціюється з агресивністю цього новоутворення, стимулюючи метастазування та формування резистентності до цитостатичних засобів (Büchler P. et al., 2004; Yokoi K. et al., 2004). 

Останнім часом встановлено, що до інвазії та метастазування злоякісних пухлин причетні білки родини АDАМ (A Desintegrin And Metalloprotease domen). Це велика родина трансмембранних протеїнів I типу, які містять металопротеїназу та дезінтегриновий домен (Wolfsberg T. G. et al., 1995; Yamamoto S. et al., 1999). У людини було ідентифіковано більш ніж 20 генів родини АDАМ, які виявляються у різноманітних тканинах організму та відіграють важливу роль у злитті сперматозоїда та яйцеклітини, а також у сперматогенезі, міогенезі, нейрогенезі (Wolfsberg T. G. et al., 1995; Yamamoto S. et al., 1999; Kataoka M. et al., 1997). Вкрай важливим є те, що білки родини АDАМ беруть участь як у протеолізі, так і у клітинній адгезії. Це дозволяє припустити їх участь у реконструюванні позаклітинного матриксу (ПМ) та зміні адгезивних властивостей клітини, що є характерним при малігнізації. Було також встановлено, що білки родини АDАМ впливають на клітинну міграцію та контролюють різноманітні сигнальні шляхи, зокрема протеїн киназа С (РКС) та мітоген-активована протеїн киназа (МАРК) сигнальні каскади. Взаємодія дезінтегринового та цистеїн-збагаченого доменів білків ADAMs з інтегринами або синдеканами на клітинах допомогають їм розщеплювати субстрати ПМ. Білки АDАМs модулюють взаємодії інтегринів з ПМ та, таким чином, опосередковано можуть бути промоторами проліферативних сигналів під дією інтегринів (Mochizuki S. et al., 2007). 
Серед білків родини ADAM особливу увагу привертає АDАМ8 (MS2, CD156), який був клонований з макрофагів мишей, та який експресується у гранулоцитах, В-клітинах, а також у нейронах і олігодендроцитах (Yamamoto S. et al., 1999). Активність АDАМ8 не пригнічується тканинними інгібіторами металопротеїназ (TIMPs), на відміну від інших білків, які мають протеолітичну активність (Amour A. et al., 2002).  Ген АDАМ8 кодує білок, який містить 824 амінокислоти та складається з трансмембранного домену та декількох зовнішньоклітинних доменів, які мають здатність впливати на адгезивні властивості клітин та протеоліз (Wolfsberg T. G. et al., 1995; Yoshizama K. et al., 1997). Було показано, що АDАМ8 здатен функціонувати у двох формах: одна з них утворюється шляхом аутокаталітичного видалення продомену (процесована форма), а інша є залишковим протеїном, який складається з зовнішньоклітинної частини з дезінтегриновим доменом та з трансмембранного і цитоплазматичного доменів (Schlomann U. et al., 2002).

Основною властивістю білків родини АDАМ, та зокрема білка АDАМ8, є здатність до протеолізу мембранних протеїнів: процесу, що називається “ectodomain shedding” (“злущення” ектодоменів) (Kheradmand F. et al., 2002; Huovila A. P. et al., 2005; Naus S. et al., 2006). Цей процес є вкрай необхідним для запуску механізмів ангіогенезу та метастазування, тому визначення механізмів дії цього білка є дуже важливим для розуміння молекулярних шляхів при розвитку ПАПЗ.

Відомо, що in vitro ADAM8 діє як активна металопротеїназа, яка гідролізує лужний білок мієліну (МВР), білок-попередник β-амілоїду, CD23, інтерлейкіни та фактор некрозу пухлини α (Schlomann U. et al., 2000; Fourie A. M. et al., 2003; King N. E. et al., 2004; Naus S. et al., 2006). В ряді робіт було показано, що білок АDАМ8 є потенційним прогностичним сироватковим маркером при карциномах легені та нирки, а також встановлено кореляцію його експресії з прогресуванням процесу при раку легені, передміхурової залози, з меншою виживаністю хворих при карциномі нирки та зі збільшенням інвазивності пухлин головного мозку (Ishikawa N. et al., 2004; Roemer A. et al., 2004;   Fritzsche F. R. et al., 2006; Wildeboer D. et al., 2006). 

До теперішнього часу, при розвитку РПЗ була вивчена експресія тільки трьох членів родини АDАМ, а саме АDАМ9, ADAM15 і АDАМ17 та показана їх можлива участь у патогенезі РПЗ (Grutzmann R. et al., 2004; Ringel J. et al., 2006; Yamada D. et al., 2007).  Визначено збільшення рівня експресії ADAM9 та ADAM15 у тканині РПЗ та показано, що білок ADAM17 стимулює злоякісну прогресію пухлини. Встановлена кореляція між експресією ADAM9 і меншою виживаністю  хворих на РПЗ та зв’язок цього білка з агресивністю пухлини, що вказує на можливість його використання як прогностичного маркера при РПЗ.   
Враховуючи дані про участь АDАМ8 у пухлинному процесі, зокрема у реалізації інвазійних потенцій пухлинних клітин, а також характеристику ПАПЗ як високоінвазивної пухлини, було вирішено визначити роль АDАМ8 у розвитку ПАПЗ та встановити можливі механізми його участі в патогенезі РПЗ. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана у відділі мікрооточення пухлинних клітин ІЕПОР НАН України у відповідності з планом науково-дослідної роботи інституту за темами: “Експресія матриксних металопротеїназ і гіпоксія-індукованого фактору у злоякісних пухлинах шлунка та підшлункової залози: вплив на метастазування і перебіг захворювання” (2002-2004 рр., державний реєстраційний № 0102U000393), “Експресія гіпоксія-асоційованих білків у пухлинній тканині та їхня роль у появі циркулюючих пухлинних клітин: вплив на злоякісну прогресію” (2005-2007 рр., державний реєстраційний № 0104U000842) та  у Європейському дослідницькому центрі підшлункової залози відділу загальної хірургії Університету Карла Рупрехта, м. Хейдельберг (Німеччина) за темою “Молекулярно-біологічна характеристика злоякісних пухлин шлунково-кишкового тракту, зокрема раку підшлункової залози” (2005-2007 рр.).
Мета дослідження. Визначити роль білка ADAM8 у розвитку раку підшлункової залози людини та встановити можливі механізми його участі в пухлинній прогресії.
Основні задачі дослідження.
1.    Визначити експресію АDАМ8 на рівні мРНК та на рівні білка у клітинних лініях РПЗ та встановити залежність цієї експресії від стану оксигенації клітин. 

2.    Визначити вплив експресії білка АDАМ8 на інвазивну та проліферативну активність клітин РПЗ. 

3.    Визначити експресію АDАМ8 на рівні мРНК та на рівні білка у тканинах ПАПЗ та підшлункової залози (ПЗ) при хронічному панкреатиті (ХП) у порівнянні з донорською тканиною ПЗ людини.

4.    Визначити локалізацію білка АDАМ8 у тканинах ПАПЗ, ПЗ при ХП та донорській тканині ПЗ людини.

5. Оцінити залежність виживаності хворих на ПАПЗ від експресії АDАМ8 на рівні мРНК та на рівні білка у пухлинній тканині ПЗ.

6. Визначити вміст білка АDАМ8 у сироватці крові хворих на ПАПЗ та ХП у порівнянні з сироваткою крові донорів. 

7. Встановити клінічне значення металопротеїнази АDАМ8 при ПАПЗ.
Об’єкт дослідження: тканина ПАПЗ, тканина ПЗ донорів та хворих на ХП, сироватка крові хворих на РПЗ, ХП та здорових донорів, культури клітин карциноми ПЗ, карцинома легені Л´ьюїс мишей С57Bl/6.  
Предмет дослідження: молекулярно-біологічні характеристики білка ADAM8, активність металопротеїназ 2 та 9.  
Методи дослідження. Експресію білка ADAM8 у тканинному матеріалі визначали за допомогою імуногістохімічного методу, а у сироватці крові,  лізатах та супернатантах клітинних ліній РПЗ, використовуючи твердофазний імуноферментний аналіз (ELISA). Рівень експресії білка АDАМ8 у клітинних лініях РПЗ за нормальної оксигенації і за умов гіпоксії та ефективність проведення трансфекції siRNA АDАМ8 у клітини РПЗ лінії Aspc-1 оцінювали за допомогою Вестерн-блот аналізу з використанням специфічних антитіл. Для визначення експресії АDАМ8 на рівні мРНК у тканинному матеріалі та у клітинних лініях РПЗ застосовували метод кількісної полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) у реальному часі з підібраними специфічними праймерами до АDАМ8. Інвазивна активність клітин РПЗ вивчена з використанням BD BioCoat Invasion Assay System, а проліферативна активність клітин РПЗ - за допомогою МТТ тесту, які були проведені після трансфекції siRNA АDАМ8 у клітини лінії Aspc-1. Активність желатиназ (ММП-2 та ММП-9) визначали біохімічним методом. Всі експерименти були погоджені з вимогами регіонального комітету з етики по роботі з дослідними тваринами. Повний профіль білків у супернатантах клітин лінії Aspc-1, після проведення трансфекції siRNA АDАМ8, вивчали, застосовуючи метод мас-спектрометрії Surface-Enhanced Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight Mass Spectrometry (SELDI-TOF-MS). 

Отримані результати були оброблені відповідними статистичними методами. 
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше встановлено, що білок  АDАМ8 значно стимулює інвазивні властивості клітин РПЗ, не впливаючи при цьому на їх проліферативну активність. За умов гіпоксії у клітинах РПЗ підвищується експресія АDАМ8 на рівні мРНК та на рівні білка. Це свідчить про те, що АDАМ8 є білком, залежним від гіпоксії. 

Вперше встановлено, що рівень мРНК ADAM8 у тканині ПАПЗ та тканині ПЗ при ХП достовірно вище, ніж у тканині ПЗ здорових донорів у 5,3 та 2,4 рази, відповідно, що дає змогу припустити участь цього білка в патогенезі злоякісних новоутворень ПЗ.  

Вперше показано, що у тканині ПАПЗ та тканині ПЗ при ХП білок ADAM8 представлений у двох активних формах: потенційний білок “злущення” та залишковий білок. 

Встановлено, що хворі на ПАПЗ з рівнем мРНК АDАМ8 в пухлинній тканині на рівні медіани значення АDАМ8 у нормальній тканині ПЗ, мають достовірно більшу тривалість життя, ніж хворі з рівнем мРНК АDАМ8 більшим за медіану значення мРНК АDАМ8 у нормальній тканині ПЗ.

Визначено відмінності у рівні експресії АDАМ8 при імуногістохімічному дослідженні тканини ПЗ: у нормальній тканині ПЗ донорів експресія білка АDАМ8 відсутня або її рівень є значно меншим у порівнянні з тканинами ПАПЗ та ПЗ при ХП, де у 80% випадків інтенсивність забарвлення при виявленні АDАМ8 варіює від середньої до сильної.

Отримані дані дозволяють припустити, що білок АDАМ8 може бути прогностичним маркером при ПАПЗ. Був виявлений білок з молекулярною масою 39 кДа, який може розглядатися як потенційний субстрат ”злущення” для ADAM8.
Практичне значення одержаних результатів. Визначення рівня експресії білка АDАМ8 у тканині РПЗ може бути використано у клінічній практиці з метою прогнозування перебігу захворювання. Клітинні лінії РПЗ з різним рівнем експресії білка ADAM8 за умов гіпоксії у порівнянні з нормоксією можуть бути використані у скринінгу нових протипухлинних субстанцій, дія яких залежить від рівня оксигенації. 
Особистий внесок здобувача. При виконанні дисертаційної роботи здобувачем була зібрана та проаналізована література по темі дисертації, самостійно проведені заплановані експерименти, виконано аналіз отриманих результатів, зроблені висновки. Роботи з використанням методу SELDI-TOF-MS проводили сумісно з Dr. F. Klaus та Dr. D. Hartmann (Університет                         м. Хейдельберг). Результати кількісної ПЛР у реальному часі отримані сумісно з Dr. N. Giese (Університет м. Хейдельберг). Автором самостійно виконано статистичну обробку результатів та сформульовано основні положення  дисертаційної роботи. 
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації доповідались та обговорювались на: VI Міжнародній конференції молодих онкологів (Київ, 2003); ІV Всеукраїнській науковій конференції студентів та аспірантів (Київ, 2004); III з´їзді онкологів і радіологів СНД (Мінськ, 2004);      IV з´їзді онкологів і радіологів СНД (Баку, 2006); конференції молодих вчених, аспірантів та студентів з молекулярної біології та генетики (Київ, 2007);            IX Міжнародній конференції молодих онкологів (Київ, 2008).
Публікації. За результатами досліджень опубліковано 12 наукових робіт, з них 4 статті у фахових журналах, рекомендованих ВАК України, 8 тез у матеріалах конференцій та з’їздів.
Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається із вступу, огляду літератури, розділу матеріали та методи дослідження, 6 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів, висновків та списку використаних джерел. Загальний обсяг дисертаційної роботи – 135 сторінок друкованого тексту, робота ілюстрована 24 рисунками, 9 таблицями. Список літературних джерел налічує 168 посилань, в тому числі 166 зарубіжних. 
 

 

 

 

 

 
ВИСНОВКИ
 

 
В результаті комплексного дослідження встановлено, що металопротеїназа ADAM8 виконує важливу роль у патогенезі ПАПЗ людини, зокрема у формуванні агресивності пухлини та корелює з несприятливим перебігом захворювання.

1.    Встановлено, що за умов гіпоксії рівень експресія мРНК ADAM8 збільшувався у 1,5-5,5 разів у 7 з 8 досліджених клітинних лініях РПЗ людини, при цьому рівень експресії білка ADAM8 (90 кДа) підвищувався в 1,2-5,9 разів у 5 з 8 клітинних ліній РПЗ у порівнянні з таким за умов нормальної оксигенації клітин.

2.    Виявлено, що білок ADAM8 суттєво стимулює інвазивний потенціал клітин РПЗ, тоді як проліферативна активність клітин РПЗ не залежить від рівня експресії білка ADAM8. 

3.    Показано, що експресія мРНК ADAM8 у тканині ПАПЗ та тканині ПЗ хворих на ХП вище, ніж у тканині ПЗ донорів у 5,3 та 2,4 рази, відповідно.

4.    Встановлено, що у тканинах ПАПЗ та ПЗ хворих на ХП білок ADAM8 експресується у двох активних формах: білок ”злущення” ADAM8 та залишковий білок ADAM8, який впливає на адгезивні властивості клітин та має значно більший рівень експресії у порівнянні з тканиною ПЗ донорів, де білок ADAM8 існує тільки у одній активній формі, а саме у формі залишкового білка.

5.    У нормальній тканині ПЗ донорів експресія білка АDАМ8 (інтенсивність забарвлення при імуногістохімічному виявленні) або відсутня, або її рівень  значно менший у порівнянні з тканинами ПАПЗ та ПЗ при ХП, де у 80% випадків інтенсивність забарвлення варіює від середньої до сильної.

6.    Встановлено, що хворі на ПАПЗ з високим рівнем експресії мРНК ADAM8 у пухлинній тканині, мають достовірно меншу тривалість життя, ніж хворі, у пухлинній тканині яких рівень експресії мРНК ADAM8 був низький, що вказує на можливість використання визначення рівня експресії мРНК ADAM8 у прогностичних цілях. Встановлена тенденція до наявності зворотньої залежності між виживаністю хворих на РПЗ та рівнем експресії білка ADAM8 у пухлинній тканині.

7.    Достовірної різниці між вмістом білка ADAM8 у сироватці крові хворих на РПЗ та ХП у порівнянні з сироваткою крові донорів не було виявлено.

8.    Отримані дані дозволяють припустити, що виявлений нами білок з молекулярною масою 39 кДа є потенційним субстратом ”злущення” для металопротеїнази ADAM8 при розвитку РПЗ, який може бути використаний як мішень для створення засобів ”таргетної” терапії.
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