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Кваліфікаційна робота присвячена вивченню особливостей субклітинної 

локалізації ізоформ кінази S6K1 за умов норми та оксидативного стресу в 

клітинах MCF7 дикого типу та модельних лініях.  

У роботі використані клітини лінії MCF7, в якій експресуються всі 

ізоформи S6K1, так і попередньо створені із застосуванням CRISPR/Cas9 

технології модельні клітинні лінії MCF 7 із різним рівнем експресії ізоформ. 

Для індукції оксидативного стресу в культуральне середовище дослідних 

чашок Петрі вносили 33% розчин перекису водню у кінцевій концентрації 0,5 

мМ або 1 М розчин діаміду у кінцевій концентрації 0,5 мМ та інкубували 30 

хв при 37°C. Клітини, в яких мала аналізуватись експресія ізоформ за 

допомогою методу Вестерн-блот лізували у буфері для лізису та 

використовували для електрофоретичного розділення білків. Для виявлення 

внутрішньоклітинної локалізації S6K1, клітини вносили у 24-х лункову 

плашку на стерильні покривні скельця, та, після проведення ряду інкубацій, 

аналізували за допомогою флуоресцентної мікроскопії.  

Вестерн-блот показав, що за стандартних умов культивування 

фосфорилювання як ізоформ S6K1, так і її субстрату в клітинах дикого типу та 

з нокдаунами окремих ізоформ кінази S6K1 існує залежність активності 

рибосомального білка S6 від функціонування усіх трьох ізоформ. Вперше було 

показано, що умови оксидативного стресу суттєво не впливають на рівень 

фосфорилювання рибосомального білка S6 в отриманих модельних лініях 

клітин. Тим не менш, в клітинах лінії з пригніченою екпресією р85- та р70S6K1 

ізоформ, оксидативний стрес пригнічував також експресію третьої ізоформи - 

р60S6K1. Отримані дані імунофлуоресцентного аналізу корелюють з даними 

Вестерн-блот аналізу. Аналіз мікропрепаратів, отриманих за умов 

оксидативного стресу, показав, що патерн дистрибуції ізоформ кінази S6K1 в 

не змінювався, а імунореактивний сигнал суттєво не послаблювався. В цілому 

виявлена  складна залежність активності S6K1 та загалом mTOR-S6K 

сигнального шляху від функціонування усіх трьох ізоформ в умовах норми та 

оксидативного стресу.  



Для виконання завдань було використано такі методи: культивування 

клітин, Вестерн-блот аналіз, імунофлуоресцентний аналіз та конфокальна 

мікроскопія, електрофоретичне розділення білків у поліакриламідному гелі.  

Кваліфікаційна робота викладена на 41 сторінці, ілюстрована 5 рисунками. 

Список використаної літератури містить 38 джерел.  
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