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Нехистоновият белтък HMGB1 (High Mobility Group Box1) е във фокуса на най-съвременните изследвания в областта на молекулярната и клетъчна биология. Само за пследната година са публикувани над 1500 научни статии свързани с изучаване на функциите му, както използването  му като прогностичен и терапевтичен модел. 
Една част от резултати свързани с биологичните функции на белтъка, които включват и основните постижения на кандидатката са обобщени в научен обзор:

12. Ugrinova I, Pasheva E,  HGB1 Protein: A Therapeutic Target Inside and Outside the Cell. Adv Protein Chem Struct Biol., 2017, 107:37-76. doi: 10.1016/bs.apcsb.2016.10.001
·  HMGB1 белтъкът се счита за „архитектурен“ фактор на хроматина, който разпознава и се свързва с нетипични ДНК структури и като такъв има определяща роля в есенциални клетъчни процеси като поправка на ДНК, репликация, транскрипция, реконбинация и т.н. В тази област могат да се посочат следните приноси на кандидатката:

1. Взаимодействие на HMGB1 белтъка с нетипичи ДНК структури
1.1. Взаимодействие на HMGB1 белтъка с ДНК увредена с УВ светлина
Нехистоновият белтък HMGB1 винаги е фокусирал вниманието на научната общност. Интересът към него значително се повиши след oхарактеризрането на двата HMG домена в молекулата на белтъка и наличието на тези мотиви в различни регулаторни фактори. Способността му да разпознава нетипични ДНК структури и да предизвиква деформации в ДНК му извоюват наименованието “архитектурен” фактор. Две основни статии изостриха интереса на изследователите към свойствата на HMGB1 белтъка. През 1989г. Bianchi и съавт. публикуваха в списание Science резултати показващи, че белтъкът проявява висок афинитет към специфична структура т.н. кръстовидна ДНК (cruciform). По-късно (1992)  пак в списание Science Pil и Lippard демонстрираха, че HMGB1 белтъкът се свързва специфично с ДНК третирана с цис-платина, но не разпознава ДНК увредена с транс-платина.  Тези факти предполагат, че белтъкът разпознава нетипични ДНК структури, но както се вижда от случая с транс-платиновия ДНК адукт, не всяко локално нарушаване на конформацията на ДНК задължително е мишена за взаимодействието на HMGB1. 
Фактите изложени по-горе ни мотивираха да изследваме как HMGB1 се отнася към промените в ДНК причинени от облъчване с УВ светлина. Известно е, че повредите натрупвани в ДНК в следствие на УВ радиация са в основата на рак на кожата. Ние установихме, че HMGB1 специфично разпознава конкретни повреди причинени от облъчване с УВ лъчение: циклобутан пиримидинови димери (CPD, образуващи се между две съседни ТТ) и 6-4 фотопродукти (съседни ТС). От изчислените дисоциационни константи на образуваните комплекси между HMGB1 и УВ увредена ДНК може да се заключи, че афинитетът на свързване на белтъка към УВ лезиите е 10-15 пъти по-висок в сравнение с неувредена ДНК като той е по-голям към CPD продуктите. Скъсената форма на белтъка, съдържаща само двата  HMG мотива, образува значително по-стабилен комплекс с УВ увредена ДНК, от порядъка на 2-4 пъти, тоест киселият С-край на белтъка на практика намалява афинитета на HMGB1 молекулата към генерираните УВ дефекти в ДНК.
 Получените от нас резултати допълват с нови и оригинални характеристики изграденото схващане за ролята на HMGB1 белтъка като „архитектурен” фактор. За разлика от адуктите на ДНК причинени от цис-платината, които се създават изкуствено при третиране на тумори, то ДНК повреди причинени от УВ облъчване се генерират в природата непрекъснато и изискват клетъчен отговор свързан с тяхната поправка. Най-вероятно HMGB1 белтъкът има определена роля в разпознаването на съответните повреди в процеса на репарация на ДНК.

Предишни наши изследвания, макар и публикувани в 1988г. в Comptes rendus de l’Academie Bulgare des Sciences, доказаха,че HMGB1 не се свързва предпочитателно с определена ДНК секвенция, което се потвърди по-късно, и насочи изследователите  към нетипични ДНК структури като субстрат на взаимодействие на белтъка.
Резултатите са отразени в статии:

51. Pasheva EA, Pashev IG, Favre A., Preferential binding of high mobility group 1 protein to UV-damaged DNA. Role of the COOH-terminal domain. , J Biol. Chem. 1998, 273:24730-6. 
59. Alexandrova E., Beltchev B., STUDY ON THE COMPLEX BETWEEN HMG1 PROTEIN AND DNA ,Comptes rendus de l’Academie Bulgare des Sciences, 1988, 41: 119-121. 
1.2. Афинитет на свързване на HMGB1 белтъка с цис-платина и нейни производни: корелация с антитуморната им активност.
Една от основните находки, които определиха HMGB1 белтъка като структурно специфичен фактор, бе свързването му с ДНК третирана с цис-платина. Този факт сам по себе си има голяма научна стойност, но той постави и много въпросителни. Една от хипотезите в научните среди за действието на антитуморния агент цис-платина бе, че формираните цис-платинови адукти в ДНК не се поправят изцяло, репликацията се затруднява и клетките се индуцират към програмирана клетъчна смърт (апоптоза). Защо тогава транс-платината, която също взаимодейства с ДНК и генерира подобни производни няма терапевричен ефект?  Има и редица тумори, които са резистентни на лечение с цис-платина. Тези въпроси и факти насочиха изследванията към репарационния потенциал на различните тумори и туморни клетъчни линии и по-конкретно към белтъци, които разпознават повреди в ДНК (damage recognition proteins), един от които е и  HMGB1. Идеята на проведените от нас експерименти бе да видим дали афинитетът на свързаване на HMGB1 към ДНК третирана с различни производни на цис-платината съответства на техния антитуморен потенциал. Бяха избрани две вещества, които се прилагат клинично при химиотерапия: цис-платина и карбоплатина и две новосинтезирани производни. цис-амино(циклопнтанкарбоксилова киселина хидразид)дихлор палтинаII –Pt(NH3)(cpcah)Cl2 и цис-амино(циклохексанкарбоксилова киселина хидразид)дихлорпалтинаII – Pt(NH3)(chcah)Cl2.. Основната цел на изследването бе да се сравни степента на образуване на комплекси на HMGB1 и ДНК/платинови адукти с антитуморната активност на препаратите. За цис- и карбоплатината има литературни данни, че имат сходен терапевтичен потенциал и в нашия случай техните ДНК лезии се разпознават еднакво от белтъка. Другите два препарата показват 2-3 пъти по-слаба антитуморна активност от цис-платината, което корелира и със стойностите на дисоциационните им константи.  Направени са и ин витро биохимични и фармацефтични изследвания на нови Pt(II) и Pt(III) комплекси.
По наши данни това са първите изследвания, които свързват афинитетът на белтък към ДНК, увредена с различни цис-платинови  производни и техния антитуморен потенциал. Общият извод, който се налага е за комплексната оценка при характеризирането на нови-платинови деривати. От една страна е важна реактивоспособността на веществото към ДНК, т.е. неговият потенциал да образува ДНК адукти, тъй като прилагането на големи дози антитуморни агенти би могло да доведе до нежелани странични ефекти. От друга страна механизмът на действие на всеки нов препарат трябва да се разглежда и от позицията на процесите, които протичат в клетката, а имено разпознаването на дефекта от белтъчни фактори, поправката на ДНК лезиите и т.н. 
Резултатите са отразени в статии:
47. Pasheva EA, Ugrinova I, Spassovska NC, Pashev IG., The binding affinity of HMG1 protein to DNA modified by cis-platin and its analogs correlates with their antitumor activity. Int J Biochem Cell Biol., 2002, 34:87-92. 
34. Momekov GT, Ugrinova I, Pasheva EA, Bakalova AG, Varbanov HP, Ferdinandov DV, Ivanov DS, Konstantinov SM., In vitro biochemical and pharmacological evaluation of a novel cytotoxic dinuclear platinum(II) complex with 3-amino-5-methyl-5-phenylhydantoin.
 Ann N Y Acad Sci., 2009, 1171:649-58. 
27. Momekov G, Karaivanova M, Ugrinova I, Pasheva E, Gencheva G, Tsekova D, Arpadjan S, Bontchev PR.,  In vitro pharmacological study of monomeric platinum(III) hematoporphyrin IX complexes., Invest New Drugs. 2011, 29:742-751.
29. Yusein-Myashkova S. and Pasheva E., REPAIR OF DNA DAMAGED BY THE ANTICANCER DRUG CIS-PLATINUM IN HUMAN LUNG CANCERCELL LINES., Comptes rendus de l”Academie Bulgare des Sciences, 2011, 64:559-564.
9. Momekov G,  Ugrinova I,  Pasheva E,  Tsekova D, Gencheva G. Cellular Pharmacology of Palladinum(III) Hematoporphyrin IX Complexes: Solution Stability, Antineoplastic and Apoptogenic Activity, DNA Binding, and Processing of DNA-Adducts. Int. J. Mol. Sci. 2018, 19, 2451; doi:10.3390/ijms19082451
· В последните години изследванията в областта на  молекулярната биология се насочиха към епигенетичния контрол на клетъчните функции. Оказва се, че съществено значение за регулиране свойствата на белтъците се отдава на пост-синтетичните им модификации.  В тази връзка могат да се формулират следните оригинални постижения на кандидатката:
2. Пост-синтетични модификации на HMGB1 белтъка

Пост-синтетичните модификации на белтъците придобиха нова трактовка в светлината на епигенетиката. Те вече се разглеждат от една страна като важни регултори на функциите на белтъците и от друга като специфични маркери на хроматина.

2.1. Пост-синтетично ацетилиране на HMGB1 белтъка
2.1.1. Изолиране и охарактеризиране на in vivo ацетилиран HMGB1 белтък.

Един мощен подход за изследване ацетилирането на белтъците е използването на деацетилазен инхибитор. Тъй като процесът е равновесен, инхибирането на деацетилазите води до натрупване на белтъците в тяхната ацетилирана форма.  Чрез поредица от хроматографски методи бе изолиран в чист вид ацетилрана форма на HMGB1. Масспектралният анализ  потвърди, че се касае за моноацетилирен  HMGB1 белтък като лизиновият остатък, който е модифициран е на 2-ра позиция. Това са първите данни в литературата за изолиран in vivo ацетилиран HMGB1 белтък с точно определено място на ацетилиране – Лиз 2.

По-стари наши изследвания показаха и някои разлики в свойствата на неацетилиран и ацетилиран HMGB1. Оказва се, че пост-синтетичното ацетилиране води до образуването на белтъчни тетрамери като и до формирането на специфичен комплекс с хомоложна ДНК полимераза алфа.
Резултатите са отразени в статии:

48. Ugrinova I, Pasheva EA, Armengaud J, Pashev IG., In vivo acetylation of HMG1 protein enhances its binding affinity to distorted DNA structures., Biochemistry, 2001, 40:14655-60. 
50. Ugrinova I., Pasheva E., Pashev I., Isolation of a putative post-synthetically acetylated  High Mobility Group 1 protein., Comptes rendus de l’Academie Bulgare des Sciences, 2000, 53:91-94
55. Dimov SI, Alexandrova EA, Beltchev BG., Differences between some properties of acetylated and nonacetylated forms of HMG1 protein. Biochem Biophys Res Commun., 1990, 166:819-26. 
57. Alexandrova EA, Beltchev BG., Acetylated HMG1 protein interacts specifically with homologous DNA polymerase alpha in vitro., Biochem Biophys Res Commun. 1988, 154:918-27. 
2.1.2. Влияние на постсинтетичното ацетилиране на HMGB1 белтъка върху свойствата му на „архитектурен” фактор.

2.1.2.1. Ефект на постсинтетичното ацетилиране на HMGB1 белтъка върху способността му да разпознава нетипични ДНК структури.
Както бе споменато HMGB1 белтъкът се свързва специфично с три основни структури на ДНК: кръстовидна ДНК (cruciform), ДНК увредена с антитуморния агент цис-платина и доказаният от нас висок афинитет към УВ облъчена ДНК. Това бяха и трите субстрата, които ние използвахме да сравним силата на свързване на нативен HMGB1, изолиран от асцитен тумор на Guerin и in vivo ацетилиран HMGB1. Сравнителният анализ на афинитета на неацетилиран и ацетилиран HMGB1 към трите основни ДНК структури бе проведен чрез електрофоретично забавяне в гел. 
Основният извод, който се налага е, че въвеждането на ацетилна група на 2-ра позиция в молекулата на белтъка занчително увеличава силата на свързване към нетипични ДНК структури като най-голям ефект се наблюдава при УВ увредена ДНК - ~15 пъти, при цис-платинирана ДНК ~7-8 пъти и най-слаб при 4WJ - ~3-4 пъти. Изказаната отр нас хипотеза за повишения афинитет на ацетилираната форма на HMGB1 към тези структури е сввързана с промяната на конформацията на белтъка в следствие на ацетилирането и по специално нарушаването на контакта на киселият С-край с двата HMG домена.
Резултатите са отразени в статии:

48. Ugrinova I, Pasheva EA, Armengaud J, Pashev IG., In vivo acetylation of HMG1 protein enhances its binding affinity to distorted DNA structures., Biochemistry, 2001, 40:14655-60. 
2.1.2.2. Ефект на постсинтетичното ацетилиране на HMGB1 белтъка върху способността му да огъва ДНК и да образува „чупки“ в ДНК молекулата.
Изследваният от нас белтък е известен като „архитект“ на хроматина не само заради свойството си да се свързва и стабилизира нетипични ДНК структури. Той има способността да генерира сам „чупки“ в ДНК молекулата и по този начин да улеснява контактите между белтъчни молекули намиращи се на разстояние, което стимулира сформирането на активни белтъчни комплекси, Ние успяхме да докажем, чрез биохимичен и микроскопски анализ (Atomic Force Analysis), че въвеждането на ацетилна група на второ място (Lys 2) изцяло променя свойството на белтъка да  индуцира чупки в ДНК. При взаимодействие с къси ДНК фрагменти ацHMGB1 се свързва с по-голям афинитет към краищата на ДНК и променяйки локализацията си стимулира образуването на линейни димери и тримери. Този факт може да намери своето естествено място при процесите на поправка на двойноверижни скъсвания в ДНК, където двата края на ДНК молекулата трябва да бъдат в достатъчна близост за действието на лигазния ензим. Тези наши оригинални резултати демонстрират значението на пост-синтетичното ацетилиране като фин регулатор на функциите на HMGB1.
Резултатите са отразени в статии:
41. Ugrinova I, Mitkova E, Moskalenko C, Pashev I, Pasheva E. , DNA bending versus DNA end joining activity of HMGB1 protein is modulated in vitro by acetylation., Biochemistry, 2007, 46:2111-7. 
40. Ugrinova I, Mitkova E, Moskalenko C, Pashev I, Pasheva EA.  Post synthetic acetylation of HMGB1 protein stimulates DNA end-joining., Febs Journal, 2007, 274; Supplement 1, 344-344. 
42. Mitkova E.,Ugrinova I., Pashev I., Pasheva E., Post-synthetic acetylation of HMGB1 protein as a means for the modulation of its DNA bending properties., Comptes rendus de l’Academie Bulgare des Sciences, 2006, 59:327-330
2.1.3. Хистоновата ацетилтрансфераза CBP ацетилира HMGB1 и HMGB1ΔС in vitro

Получените от нас резултати за съществуването на in vivo ацетилирана фракция на HMGB1 в клетката и за модулиращата роля на пост-синтетичното ацетилиране  неминуемо постави въпроса: кой е ензимът който модифицира белтъка?

Наши изследвания свързани с пост-синтетичното ацетилиране на HMGB1 белтъка се обогатиха с още няколко изключително важни факта. Идентифицирана бе хистонова ацетилтрансфераза СВР, която специфично модифицира белтъка in vitro. Още по-важен е фактът, че се модифицира същия лизин, който бе намерен в изолираната in vivo ацетилирана форма на HMGB1. Дали СВР е и ензимът, който действа в клетката, е все още рано да се твърди със сигурност, но тази вероятност е напълно допустима. Оказва се, че киселият С-край модулира процеса на ацетилиране на белтъка като в случая той частично го инхибира. Отстраняването му увеличава общото ниво на ацетилиране и се експонира нов лизин на 81-ва позиция, който се модифицира от  СВР.

Резултатите са отразени в статии:
45. Pasheva E, Sarov M, Bidjekov K, Ugrinova I, Sarg B, Lindner H, Pashev IG,  In vitro acetylation of HMGB-1 and -2 proteins by CBP: the role of the acidic tail., Biochemistry, 2004, 43: 2935-40. 
49. Sarov M., Bidjekov K., Pasheva E., Pashev I., What is the enzyme acetylatin the High Mobility Group proteins 1 and 2?, Comptes rendus de l’Academie Bulgare des Sci., 2001, 54:83-86.

44. Pasheva, E.A., Ugrinova, I., Pashev, I.G., In vitro acetylation of HMGB1 and 2 proteins: a key towards the function of the acidic domain., Comptes rendus de l’Academie Bulgare des Sciences 2004, 57:87-90
2.1.4. Роля на местата на ацетилиране на Лиз-2 и Лиз-81 в скъсената форма на HMGB1 (HMGB1ΔC)

При HMGB1 бе изследвано подробно влиянието на пост-синтетичното ацетилиране на Лиз-2 върху архитектурните свойствата на белтъка. Каква е ролята на допълнителния Лиз-81 в този аспект бе от определен научен интерес за нас. Проведен бе т.н. циркуларизационен анализ, чрез който се опрделя свойството на белтъка да „ чупи” ДНК или/и да стимулира образуването на димерни структури (end-joining). Изследванията бяха проведени със следните белтъчни препарати: HMGB1ΔС запазва свойството на белтъка да огъва ДНК. Моноацетилираната (Лиз 2) скъсена форма също запазва ефекта на ацетилирането и стимулира образуването на димерни и тримерни ДНК структури. Допълнителното въвеждане на ацетилна група на 81-во място възстановява способността на белтъка да  „чупи” ДНК. Следователно комбинацията от различните места на ацетилиране на HMGB1ΔС се явява като фин регулатор и може да насочи белтъка към проявата на едно или друго негово фундаментално свойство и  по този начин да го направи участник в разнообразни клетъчни процеси. За нас бе от значение да конкретизираме индивидуалния принос на всеки един от лизините, които представляваха потенциални места за ацетилиране - Лиз-2 в цялата молекула и Лиз-2 и Лиз-81 в скъсената форма. Бяха създадени мутантни белтъци, при които в цялата и скъсена форма на  HMGB1 лизините в местата на ацетилиране бяха заместени с аланини. Два са резултатите, които заслужават особено внимание. Първият касае определящата роля на двата лизина К2 и/или К81 за формирането на стабилен комплекс с ДНК увредена с цис-платина. В случая на замяната на лизина с аланин не става дума за намаление на ефекта, частично инхибиране и  т.н., а за пълно елиминиране на дадено свойство на белтъка. Едно предполагаемо обяснение е промяна на конформацията на белтъка, която е неизгодна за свързването на белтъчната молекула с нетипичната ДНК структура. Вторият извод е, че от двата лизинови остатъка, които са субстрати за действието на СВР, основен принос за фундаменталното свойство на HMGB1 да огъва ДНК има лизина на 81-ва позиция, а ацетилирането му има стимулиращ ефект. Ролята на другия лизин в позиция 2 се проявява основно след ацетилиране – стимулира се димеризацията (end-joining) - при цялата молекула in vivo, при скъсената форма in vitro. 
Резултатите са отразени в статии:
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2.1.5. Взаимодействие на HMGB1 белтъка със суперспирална ДНК: модулиращата роля на пост-синтетичното ацетилиране и киселия С- край

Натрупаните литературни данни и наши изследвания за предпочитателното свързване на HMGB1 белтъка към различни структурни деформации в ДНК логично постави проблема за афинитета на белтъка към суперспиралната й форма, енергетично по-изгодната структура на ДНК съществуваща в клетката. 
На практика пост-синтетичното ацетилиране на HMGB1 води до увеличение на всички параметри, които изследвахме в този случай, а имено: афинитет към суперспирална ДНК, суперспирализация на кръгова ДНК в присъсътвие на топоизомераза I и протектиране на суперспирална ДНК при топоизомераза I  индуцирана релаксация. С най-силно изявен капацитет се оказва киселият С домен. Безспорно, че той има инхибиращо действие върху всички изследвани тук процеси, зашото неговото отстраняване води до значително повишаване на ефектите наблюдавани при цялата молекула и при трите проведени експеримента.

Резултатите са отразени в статии:

32. Ugrinova I, Pashev IG, Pasheva EA., Post-synthetic acetylation of HMGB1 protein modulates its interactions with supercoiled DNA. 2009, Mol Biol Rep.,36:1399-404. 
2.1.6. Участие на HMGB1 белтъка в различни клетъчни процеси: модулиращ ефект на пост-синтетичното ацетилиране и киселия С-край

2.1.6.1. Роля на HMGB1 белтъка в репарацията на ДНК 
Свойството на HMGB1 белтъка да разпознава различни дефекти в ДНК логично води до предположението за неговото участие в поправката им. Една от хипотезите наложила се в литературата е за т.н. екраниращо действие на белтъка (shielding effect). Образуването на стабилен комплекс с увредената ДНК възпрепятства компонентите на репарационната „машина” да разпознаят и съответно да премахнат ДНК дефекта. В този аспект всеки белтък, който се свързва по-здраво за увредена ДНК би трябвало да стимулира инхибиращия ефект върху репарационния синтез и в случая с цис-платината, съответно да усили антитуморния ефект на препарата. Тези предпоставки ни мотивираха да изследваме влиянието на три белтъчни проби върху поправката на цис-платинирана ДНК: неацетилиран HMGB1 изолиран от асцитен тумор на Guerin, ацетилираната форма ин виво (асHMGB1) и скъсената форма HMGB1ΔC (trHMGB1- truncated), при която е отстранен киселият С-край. Кd на трите използвани белтъчни препарата бяха подредени в следния ред: KdHMGB1>KdacHMGB1>KdtrHMGB1. Получените резултати, че неацетилираният HMGB1, който има най-голяма стойност на Kd, инхибира почти напълно репарационния синтез, докато HMGB1ΔC (trHMGB1), който се свързва най-здраво с платинирана ДНК (~10пъти в сравнение с цялата молекула) въобще не повлиява поправката на ДНК, напълно противоречаха на изградената в литературата хипотеза. Първият извод, който се налага е, че няма пряка корелация между афинитета на белтъка към увредена ДНК и инхибиращия ефект върху поправката й. 
На базата на гореспоменатите резултати ние изказахме хипотезата, че няма пряка корелация между афинитета на белтъка към увредена ДНК и инхибиращия ефект върху поправката й, което опровергава наложилата се в литературата теория за “екраниращ” ефект. 

Тъй като премахването на киселия С-край напълно елиминира подтискането на репарационния синтез, то най-логично бе да се предположи, че имено тази част от молекулата на HMGB1 е отговорна за наблюдаваното инхибиране. Нашата хипотеза за определящата роля на киселия С-край при инхибиращита функция на HMGB1 белтъка в поправката на ДНК бе изградена върху резултати получени с цис-платинирана плазмидна ДНК. В клетката ДНК е организирана в нуклеозоми, където определен принос в различните клетъчни процеси биха имали и взаимодействията с хистоновите компоненти и по-точно коровите хистони. Тези аргументи насочиха следващите ни изследвания да бъдат извършени на нуклеозомно ниво. Основната цел на изследването бе да анализираме поведението на HMGB1 белтъка и неговите ацетилирана и скъсена форма (HMGB1ΔC) при поправка на платинирана ДНК на нуклеозомно ниво. Тенденцията на инхибиращия ефект върху поправката на ДНК на различните белтъчни препарати, кято бе наблюдавана при плазмидна ДНК, се запазва и при средно-позиционирана линкер-съдържаща нуклеозома. При платинираната корова частица двете форми на белтъка, ацетилирана и неацетилирана, разменят ролите си: пост-синтетичното ацетилиране отново има модулиращ ефект, но в случая подтискането на ДНК поправката се засилва. Тези резултати бяха обяснени с различното свързване на неацетилирания и ацетилиран HMGB1 към увредени линкер съдържащи нуклеозоми и корова частица. 
Изводът от проведените експерименти на нуклеозомно ниво ни убеждават, че при отчитането на ефектите върху репарацията на цис-платинирана ДНК трябва да се вземе под внимание не само свойството на белтъка да разпознава дефекта в ДНК, но и взаимодействията на различните му форми с кровите хистони.
Постигнатите оригинални резултати при проведените експерименти in vitro ни мотивираха да изследваме ролята на HMGB1 в поправката на ДНК на клетъчни култури. Като модел бяха използвани ракови белодробни клетъчни линии H1299 и A549. Ние показахме, че свръхекспресията на HMGB1 белтъка инхибира поправката на ДНК увредена с антитуморния агент цис-платина in vivo като този ефект силно зависи от киселия С – край. При заглушаване на HMGB1 бяха регистрирани повишени нива на ДНК поправка, но само при Н1299 белодробни клетки, при които тумор-супресорният белтък p53 е нефункционален. При A549 белодробна клетъчна линия с функциониращ р53 увеличение на репарационния потенциал се забелязва само при затишаване на двата белтъка - HMGB1 и р53. Безспорен е фактът, че изследваният от нас белтък играе важна роля in vivo в поправката на ДНК увредена с цис-платина, което е важна предпоставка при анти-раковата терапия, тъй като увеличаването на репарационния потенциал на дадена клетъчна линия би компрометирало химиотерапията.  При определени ракови клетъчни линии трябва да се отчита и взаимодействието на HMGB1 с други белтъчни фактори като р53. Важно е да се разберат и механизмите, които поддържат функционалния им баланс. Наши изследвания показаха взаимовръзката на двата белтъка в ракови белодробни клетъчни линии. 
Резултатите са отразени в статии:
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2.1.6.2. Роля на HMGB1 белтъка при ремоделиране на хроматина
Ремоделирането на хроматина е изключително важно събитие, при което ДНК сегменти остават „оголени“ и съответно достъпни за различни белтъчни фактори, ангажирани в процеси като репликация, транскрипция, репарация и др. Счита се, че в ремоделирането на хроматина участват и помощни белтъци, наречени още ко-ремоделатори. Bianchi и съавт. публикуваха данни, че HMGB1 белтъкът асистира действието на ремоделиращите комплекса ACF и CHRAC. За целта на нашите изследвания ние се спряхме на два други ремоделатора SWI/SNIF и RSC (remodels structure of chromatin). ACF,CHRAC и SWI/SNIF,RSC принадлежат на две отделни групи ремоделиращи комплекса. Намерението ни да изследваме влиянието на HMGB1 върху функциите на SWI/SNIF и RSC бе мотивирано от въпроса: дали белтъкът проявява специфичност към ремоделиращите комплекси или субстратът на евентуалното действие е матрицата и каква е ролята на пост-синтетичното ацетилиране на HMGB1? Ние изследвахме афинитета на неацетилиран (HMGB1) и ацетилиран (ацHMGB1) белтък към три различни типа нуклеозомни частици: средно- и крайно-позиционирана нуклеозома и корова частица. Влиянието на пост-синтетичното ацетилране на белтъка се изяви в две важни насоки: ● значително увеличи афинитета на белтъка към средно- и крайно-позиционираните линкер-съдържащи нуклеозоми и ● индуцира образуването на комплекс с корова частица, свойство, което неацетилираната форма на HMGB1 не притежава. Експериментите с SWI/SNIF и RSC бяха извършени със средно-позиционирана нуклеозома, тъй като този тип ремоделатори приплъзват (sliding) коровата част от средата към краищата на ДНК фрагмента. HMGB1 стимулира действието на ремоделатора като пост-синтетичното ацетилиране значително увеличи стимулиращия ефект до 4 пъти. Действието на белтъка се изразява в увеличаване на афинитета на SWI/SNIF към нуклеозомата, но не повлиява АТФ-азната активност на ремоделиращия комплекс.
Наши последни резултати показаха, че HMGB1 белтъкът стимулира сформирането на нуклеозомна частица като механизмът на действие се изразява в образуване на чупка в ДНК фрагмента, което улеснява депозирането на хистоновия октамер.

Резултатите са отразени в статии:
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2.1.6.3. Роля на HMGB1 белтъка при репликацията на ДНК.

Характерните свойства на HMGB1 белтъка да разпознава нетипични ДНК структури и да индуцира чупки в ДНК не го дефинират като специфичен фактор в един или друг конкретен клетъчен процес. Изучаването на ролята на HMGB1 в репликацията на ДНК включваше изследвания на репликативен синтез на плазмид носещ еукариотно начало на репликация в присъствие на различни форми на белтъка. Намерена бе концентрационно зависимата тенденция на HMGB1 да инхибира репликативния синтез като  ефектът се намалява в резултат на пост-синтетичното ацетилиране на белтъка  и напълно изчезва след отстраняването на киселия С-край. При провеждане на репликацията при нива на насищане с афидиколин (50µМ) в комбинация с нарастваща концентрация на белтък, доведе до адитивен, концентрационно зависим инхибиращ ефект. Независимото подтискане на репликацията от HMGB1 и афидиколина може да се интерпретерира като два отделни и самостоятелни механизма на действие на белтъка и ди-терпена. Предишни наши изследвания също “замесват” белтъка в процеса на репликация. 
Резултатите са отразени в статии:
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2.2. Пост-синтетично фосфорилиране на HMGB1 белтъка

2.2.1. Пост-синтетично фосфорилиране на HMGB1 белтъка от серин/треониновата киназа Cdk5
На практика няма литературни днни за пост-синтетично фосфорилиране на HMGB1 от гръбначни. Чрез биоинформатичен подход ние избрахме киназата Cdk5, която с голяма вероятност модифицира серина на 181ва позиция (S181) непосредствено преди началото на киселият С-край. Оказа се, че Cdk5 специфично фосфорилира само ин виво ацетилиран HMGB1 и не фосфорилира рекомбинантен и неацетилиран белтък. Пост-синтетичното фосфорилиране повлиява  само свойството на ацетилирания белтък да стимулира ДНК димеризацията, но няма ефект върху разпознаването на дефекти в ДНК. Счита се, че Cdk5 е необходима за правилното развитие и функциониране на нервните клетки като нарушените й функции се свързват с болестите на Алцхаймер, Паркинсон, Хънтигтън и други нервно дегенеративни заболявания. Изказана е хипотеза че ацетилираният HMGB1 като субстрат на Cdk5 би могъл да участва в един общ сигнален път, тъй като HMGB1 е потенциален амилоиден белтък, съдържащ амилоидни пептиди. 
Резултатите са отразени в статии:
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2.2.2. Взаимна обусловеност на пост-синтетичното ацетилиране и фосфорилиране in vitro
Връзката между различните пост-синтетични модификации намери най-ярко изражение при т.н. хистонов код, който представлява различни комбинации от ензимно променени амино киселини, като тези промени в повечето случаи са взаимно зависими. При нехистонови белтъци тези взаимовръзки на практика не са изучени. Ние разполагахме с два ензима, за които доказахме еднозначно действието им върху скъсената молекула на HMGB1: ацетилтрансферазата СВР и серин/треониновата киназа РКС. На практика това са първите данни, които представят взаимната обусловеност на двете модификации in vitro. Резултатите демонстрират, че двойноацетилираната (К2,К81) скъсена форма на HMGB1 вече не може да бъде субстрат за РКС, докато като единичното ацетилиране (К2 или К81) намалява инхибиращия ефект. Тези факти предполагат значителна зависимост на действието на  РКС от ацетилтрансферазната активност. При обратния случай имаме по-скоро модулиращи функции; фосфорилирането намалява, но не елиминира изцяло СВР – зависимото ацетилиране. 
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· Изключителен интерес предизвикаха  публикувани данни за извънклетъчните  функции на HMGB1 белтъка и връзката му с клетъчния рецептор RAGE (Receptor for Advanced Glycation End products), които се свързват с развитието на ракови заболявания. 

3. Връзка на HMGB1 белтъка с туморогенезата

Има редица научни съобщения, които свързват HMGB1 с развитието на първични тумори като рак на кожата, на млечната жлеза, на дебелото черво, простата и т.н. В повечето случаи HMGB1 се свързва с клетъчната инвазия като се предполага, че ролята му за формиране на метастази се дължи на способността му да променя адхезивните свойства на клетките. Счита се, че основният сигнален път  на HMGB1 се осъществява при взаимодействие с рецептора RAGE, когато белтъкът пасивно (по време на некроза)  или активно (при процес на апоптоза) се секретира извън клетката.
Получени са следните оригинални резултати:
3.1. Експресия на HMGB1 белтъка и специфичния му рецептор  RAGE в различни човешки тумори
Изследванията свързващи HMGB1 и RAGE с туморогенезата са главно количествени и не засягат експресията на белтъците в различните клетъчни типове, както и субклетъчната локализация. Те не са свързани пряко и с типа и степента на развитие на туморите. Един подходящ експериментален  подход за преодоляване на този проблем е имунохистохимията, чиито резултати дават по-ясна представа за разпределението на белтъка в различните ракови клетъчни полулации. Обект на нашите изследвания бяха проби от дуктален карцином на млечната жлеза, вкючващи и крибрифорен тип, колоректален карцином, хепатоцелуларен карцином, карцином на тестиси и проби от метастазни участъци в черен дроб, получени от първичен карцином на дебело черво. На базата на получените резултати може да се формулира следната тенденция, която се проявява при експресията на HMGB1 и е свързана с клетъчната локализация на белтъка: при умерено диференцирани тумори с по-добра прогноза, се наблюдава доминираща перинуклеарна локализация, докато при нискодиференцирани с по-лоша прогноза, експресията е дифузна в цялото ядро. Още по-убедителни са резултатите с RAGE: рецепторът се синтезира само в субпопулацията на ракови клетки в дадените проби. Типичната картина на цитозолна експресия от гранулиран тип при първичните тумори се променя драстично при метастазните клетки и локализацията на RAGE става мембранна. Тук трябва да се отбележи, че при тестикуларния карцином предположенията изказани по-горе не са валидни, което предполага известна специфичност в синтеза на изследваните белтъци в различните тумори.

При анализ на синтеза на HMGB1 белтъка и рецептора му в нормални и ракови тъкани от плъх бе установено значително по-голямо количество на двата белтъка в раковите клетки и то основно в неразтворимата мембранна  фракция. За първи път бе показано образуване на стабилен комплекс лиганд/рецептор само в туморната тъкан.
      На базата на получените оригинални резултати е изказана хипотезата, че клетъчната локализация на HMGB1 белтъка и рецептора RAGE в злокачествени тумори е от съществено значение при развитието на заболяването и може да се използва за прогностичен маркер.
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3.2. Извънклетъчните функции на HMGB1 
3.2.1. Наблюдава се повишена експресия на  рецептора  RAGE в рзлични ракови тъкани. Самият рецептор може да съществува свързан с клетъчната мембрана, където изпълнява „сигналните„ си функции, но се намира и в т.н. разтворима форма (sRAGE), която може да служи като „уловка“ на специфични фактори/лиганди и по този начин да предотвратява развитието на нежелателни  патологични процеси. Счита се, че балансът между двете форми в различни ракови тъкани може да служи за предварителни прогнози за развитието на заболяването. Наши изследвания показаха, че в туморни линии с изявен метастатичен потенциал мембранната форма преобладава, докато в по-малко инвазивни клетъчни линии разтворимата форма на рецептора е в по-голямо количество. Тези резултати поставиха и въпроса как специфичният лиганд HMGB1 повлиява съотношението мембранна/разтворима форма на рецептора. Установихме, че при клетъчна линия на рак на млечната жлеза MCF7 с по-малък инвазивен потенциал, при която разтворимият рецептор преобладава,  HMGB1 белтъкът стимулира синтезата на мембранната форма на рецептора и съотношението мембранна/разтворима форма се доближава до това при  тумори с изявени метастатични характеристики (MDA-MB-231). Подобни резултати се получиха и при белодробна ракова линия А549. В отсъствие на  HMGB1 се експресира само разтворимата форма на RAGE. Наличието  на HMGB1 в извънклетъчното пространство води до появата на мембранно свързан рецептор.
Тези находки демонстрират съществена роля на извънклетъчните фунции HMGB1 белтъка в процеса на туморогенезата и развитието на метастази. Какви са клетъчните сигнални механизми на взаимодействието лиганд/рецептор е следващото предизвикателсто. 
Получените от нас резултати показаха, че HMGB1 предизвиква транслокация на транскрипционния фактор  Nf kappa B от цитоплазмата в ядрото при третиране на ракови клетъчни линии на млечна жлеза. Конститутивното активиране на този фактор се счита е в основата на увеличения инвазивен потенциал особено при хормон независимите тумори на гърдата. 
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3.2.2. Извънклетъчните функции на HMGB1 се свързват главно със засилване на метастатичния потенциал на раковите клетки. Това ни мотивира да насочим усилията си в тази посока. Установихме, че цялата молекула на белтъка стимулира инвазията на хормон-независимата клетъчна линия на млечна жлеза  MDA–MBA-231, но няма влияние върху MCF7, която е хормон-зависима. Интересна находка е фактът, че скъсената форма на белтъка без киселия С- край е неактивна.  Предишни наши изследвания (виж 2.1.3,2.1.4, 2.1.5, 2.1.6.) също демонстриораха модулиращата роля на киселия С- край. Тук трябва да се отбележи, че има данни в литературата за наличие на скъсената форма на HMGB1 (HMGB1ΔC) в клетки като е иодентифицирана и протеаза, която отделя специфично С-края на белтъка. 
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В началото на нашите изследвания върху HMGB1 белтъка бяха регистрирани различия в пептидните карти на белтък изолиран от нормален тъкан и такъв получен от ракови клетки.  Бе детектирано и по-високо ниво на ацетилиране и ADP рибозилиране на “раковия”белтък.
60. Alexandrova EA, Beltchev BG., Differences between HMG1 proteins isolated from normal and tumour cells. Biochim Biophys Acta. 1987, 915:399-405.
4. Изследване на свойствата на химически съединения като потенциални антитуморни агенти
В съструдничество с колектив от ИОХЦФ, БАН бяха  изследвани производни на камфора, както и съединения производни на фенхол с изразена анти туморна и анти-туберколозна активност. Бе тествана преживяемостта на различни видове ракови клетъчни линии (BV-173, K-256a,NB-4, A549, H1299, MCF-7, MDA-MB231) и нормални клетъчни линии (HEK293, HUVEC) при широк спектър на концентрации на веществата. Тези съединения, които демонстрираха селективност към ракови клетъчни линии бяха подбрани за по-нататъшни изследвания с цел детайлизиране на клетъчните механизми. Бе изследвано действието на фероцен съдържащ камфор сулфонамид върху две клетъчни линии на рак на млечната жлеза MDA-MB-231 и MCF-7 сравнено с нормална клетъчна линия MCF-10A. Установи се, че третирането с изследвания препарат индуцира процеса на апоптоза като това е по-ясно изразено при инвазивната клетъчна линия MDA-MB-231.
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5. Изследване функциите на ГТФ свързващия белтък Rap 2A
ГТФ свързващият белтък Rap 2A е от семейството на Ras белтъците и участва в контрола на редица важни клетъчни процеси като пролиферация, диференциация, организацията на цитоскелета и везикуларния транспорт. При осъществяването на сигналния път се предполага, че Rap 2A белтъкът взаимодейства с различни фактори, които стимулират (инхибират) хидролизата на ГТП и в значителна степен повлияват  функциите на Rap 2A.
За първи път е получена, пречистена и охарактеризирана процесираната форма на Rap 2A в бакуловиросна експресионна система и свойствата му са сравнени с бактериален немодифициран белтък. Намерен и охарактеризиране е ефекторен белтък RPIP 8 свързващ се с Rap 2A. Чрез in vitro и in vivo експерименти е доказано специфичното взаимодействие на двата белтъка в нервни клетки. Установено е, че информационната РНК на ефекторния белтък се експресира само в клетки от невронален тип. Идентифициран е и белтъчен фактор в мембранната фракция на телешки мозък, който стимулира дисоциацията на ГДФ от процесираната форма на Rap 2A.
Резултатите са отразени в статии:

52. Janoueix-Lerosey I, Pasheva E, de Tand MF, Tavitian A, de Gunzburg J. , Identification of a specific effector of the small GTP-binding protein Rap2. Eur J Biochem., 1988, 252 :290-8. 

53.Pasheva E., de Gunzburg J., New guanine releasing factor for the Ras-related protein Rap 2A., Comptes rendus de l”Academie Bulgare des Sciences,1988,51:99-102.

54. Pasheva E, Janoueix-Lerosey I, Tavitian A, de Gunzburg J. , Characterization of the Ras-related RAP2A protein expressed in the baculovirus-insect cell system: processing of the protein in insect cells and comparison with the bacterially produced unprocessed form. Biochem Biophys Res Commun.,1994, 198: 973-82. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
 
Изброените оригинални научни приноси в значителна степен обогатяват и доразвиват представите за функционирането на основни клетъчни процеси като поправката и репликацията на ДНК, ремоделирането на хроматина и др. Постигнати са и съществени резултати в изясняване ролята на пост-синтетичните модификации и тяхната взаимовръзка при регулацията на белтъчните функции - една изключително важна стъпка в разгадаване на механизмите на епигенетичния контрол. Постиженията в областта туморогенезата разкриват нов подход при понататъшни изследвания в тази област – освен количествени показатели да се анализира и клетъчната локализация на туморните маркери. Сътрудничеството с Института по органична химия с център по фитохимия към БАН отваря сериозна перспектива за детайлно охарактеризиране на нови антитуморни агенти.
ПЕРСПЕКТИВИ

Получените от нас оригинални резултати са стабилна основа за продължаване на изследванията в следните основни насоки:
· Изучаване на сигналните пътища в клетката при взаимодействието на HMGB1 белтъка със специфичния му рецептор RAGE в различни ракови клетъчни линии. Ние установихме, че HMGB1 при свързване с рецептора води до транслокация на транскрипционния фактор NF-κB от цитоплазмата в ядрото в ракови клетки от млечна жлеза. Изключително интересен е фактът, че  скъсената форма на белтъка HMGB1ΔC се свързва по-здраво с рецептора в сравнение с цялата молекула, блокира рецептора, но не води до промяна на локализацията на NF-κB. В момента са в ход експерименти, които да установят по-детайлно следващите елементи (гени/белтъци) от сигналния път, както и функционалните промени в раковите клетъчни линии- нарушения в цитоскелета, повишена подвижност и т.н.
Резултати са оформени в статия подготвена за печат:
Evdokia Pasheva,  Shazie Yusein-Myashkova, Jordana Todorova, Anastas Gospodinov, Iva Ugrinova,  The mobility of breast cancer cells is stimulated by HMGB1 RAGE interaction; the truncated form lacking the C terminus has no effect.
· Един друг проблем, който се изследва,  е ролята на HMGB1 в процесите на апоптоза (програмираната клетъчна смърт) и автофагията (прживяемост на клетката). Балансът между двата процеса е от изключително значение, тъй като резултатите от антитуморната терапия зависи от това по кой „път“ ще тръгне раковата клетка. В литературата се натрупаха данни за взаимодействието на HMGB1 белтъкът и туморсупресорния белтък р53. Известно е, че индуцирането на процеса на апоптоза е един от основните фактори, чрез който р53 може да предотврати развитието на злокачествени заболявания посредством задействането на различни клетъчни механизми. Обикновено активирането на р53 се свързава с транслокацията му от цитоплазмата в ядрото. Ние установихме, че HMGB1 стимулира натрупването на р53 в ядрото при белодробни ракови клетки А549, докато при скъсената форма HMGB1ΔС не се проявява подобен ефект.  Тези резултати полагат основата за по-нататъшни детайлни изследвания свързани с ролята на HMGB1 в процесите на апоптоза и автофагия върху набор от туморни клетъчни линии с различен ивазионен потенциал.   
6. Schröder М,Yusein-Myashkova S,  Todorova J,  Pasheva E. & Ugrinova I. : High mobility group box 1 protein (HMGB1) stimulates the nuclear accumulation of p53, Biotechnology & Biotechnological Equipment, 2019,33:645-650
· Продължава успешното сътрудничество с ИОХЦФ за изследване на вещества с антитуморна активност като освен установяването на цитотоксичност и  селективност на препаратите се насочваме и към детайлно изучаване на механизмите, които протичат в клетката след третиране.
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