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Вплив вуглецевих наночастинок на експресію генів
транскрипційних факторів та мікроРНК

Дисертація присвячена вивченню молекулярних механізмів дії
вуглецевих наночастинок, таких як оксид графену (GrO) та
одностінні вуглецеві нанотрубки (SWCNTs), на експресію генів
важливих транскрипційних та регуляторних факторів і мікроРНК у
нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS, а також у клітинах
гліобластоми лінії U87MG для вияснення чутливості нормальних і
пухлинних клітин до дії цих наночастинок і з'ясування значення
стресу ендоплазматичного ретикулума (ЕР) у молекулярних
механізмах їх дії.
Актуальність теми пов'язана з постійно зростаючим застосуванням
різних за природою і структурою наночастинок у різноманітних
галузях, у тому числі у біології та медицині, зокрема для діагностики
і лікування онкологічних захворювань, а також багатьох інших
патологій. Вуглецеві наночастинки вважаються найбільш
перспективними завдяки високій стабільності та великій
різноманітності їх структури. Разом з тим, молекулярні механізми їх
впливу на клітини злоякісних пухлин і функціонування геному в них
залишаються ще недостатньо з'ясованими, а ще менше відомо про
можливий вплив вуглецевих наночастинок, як і наночастинок іншої
природи, на нормальні клітини організму, тим паче на клітини
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головного мозку. На даний момент уже є дані про численні
негативні наслідки застосування вуглецевих наночастинок, таких як
оксид графену та SWCNTs. Це є особливо важливим попередженням
до застосування вуглецевих наночастинок для лікування злоякісних
новоутворень, оскільки користь від такого лікування повинна
перевищувати можливу потенційну шкоду, яка може бути завдана
здоровим клітинам організму. І саме тому, на першому плані має
стояти поглиблене і всебічне вивчення молекулярних механізмів дії
не лише вуглецевих, а й інших, різних за природою, наночастинок
на нормальні клітини всіх органів та тканин організму. І лише за
умов відсутності негативних ефектів, можна розглядати можливість
їх використання у біології і медицині.
Вірогідним молекулярним механізмом дії на клітини наночастинок
різної природи та структури є стрес ЕР. Він підтримує гомеостаз, а за
умов дії різних токсичних речовин, підтримує життєдіяльність
клітин змінюючи метаболічні процеси і збільшуючи життєздатність
клітин, їх адаптацію до нових умов існування. У випадку
довготривалих і тяжких негативних впливів – призводить до
запуску спеціальної, специфічної для ЕР, програми загибелі клітин
або утворення та росту злоякісних пухлин.
Важливим завданням цієї роботи було дослідити вплив вуглецевих
наночастинок, таких як оксид графену та одностінні вуглецеві
нанотрубки на експресію генів залежних від стресу ЕР
транскрипційних та інших факторів у нормальних астроцитах
людини (NHA/TS) та клітинах гліобластоми, з метою порівняти
чутливість експресії досліджених генів до впливу вуглецевих
наночастинок у звичайних та пухлинних клітинах. Для вияснення
механізмів впливу вуглецевих наночастинок на клітини головного
мозку були проведені досліди по виявленню змін в експресії
мікроРНК у астроцитах та ембріонах рибок Danio rerio,
використовуючи наявні у відділі препарати РНК із цих ембріонів.
Отримані результати сприяють розшифровці механізмів появи
різних порушень за умов використання цих наночастинок як для
діагностичних, так і терапевтичних цілей, зокрема, для терапії
онкологічних захворювань.
Для виконання дисертаційної роботи були задіяні новітні біохімічні
та молекулярно-біологічні методи: вирощування клітин, отримання
РНК, визначення спектрів поглинання РНК на спектрофотометрі,
синтез кДНК з використанням зворотної транскриптази, методи
кількісної ПЛР у реальному часі, зворотної транскрипції мікроРНК,
аналіз ампліфікатів електрофорезом у агарозному гелі, методи
біоінформатики і статистики отриманих результатів.
Для з'ясування впливу наночастинок оксиду графену та SWCNTs на
NHA/TS і клітини гліобластоми на рівні ми провели дослідження
рівня експресії генів, що кодують ключові транскрипційні фактори:
DDIT3 (DNA Damage Inducible Transcript 3), відомий ще як CHOP або
GADD153, ATF3 (Activating Transcription Factor 3), ATF4 (Activating
Transcription Factor 4), E2F1 (E2F Transcription Factor 1), TP53 (Tumor
Protein 53), TFPI2 (Tissue Factor Pathway Inhibitor 2) та ZNF395 (Zinc
Finger Protein 395), а також важливі, залежні від стресу ЕР,
регуляторні фактори та ензими: HBEGF (Heparin binding epidermal
growth factor like growth factor), також відомий як рецептор
дифтерійного токсину, TOB1 (Transducer of ERBB2, 1), DNAJB9 (DnaJ
Heat Shock Protein Family (Hsp40) Member B9), HSPA5 (Heat Shock
Protein Family A (Hsp70) Member 5), EDEM1 (ER Degradation-Enhancing
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Alpha-Mannosidase-Like Protein 1), P4HA1 (Prolyl 4-Hydroxylase
Subunit Alpha 1), P4HA2 (Prolyl 4-Hydroxylase Subunit Alpha 2), IDH2
(Isocitrate Dehydrogenase), AK3 (Adenylate kinase 3), PTGS2
(Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2), GJA1 (Gap Junction Protein
Alpha 1), KRT18 (Keratin 18) і MEST (Mesoderm Specific Transcript). Для
цього були вибрані відносно малі дози як оксиду графену (1 та 4 нг/
мл), так і одностінних вуглецевих нанотрубок (2 та 8 нг/мл). Варто
відмітити, що більшість із досліджених генів є поліфункціональними
та тісно пов'язані зі стресом ендоплазматичного ретикулума та
розвитком канцерогенезу, а це є важливим для вияснення
генотоксичної дії вуглецевих наночастинок на нормальні
астроцити у порівнянні з клітинами гліобластоми. Для вирішення
проблеми про роль стресу ЕР у механізмах дії вуглецевих
наночастинок на функціональну активність геному були також
використані клітини гліобластоми з пригніченим ERN1, основним
сигнальним протеїном стресу ЕР, який контролює експресію сотень
генів, у тому числі й генів транскрипційних факторів.
У зв’язку з тим, що мікроРНК є важливими регуляторами експресії
численних мРНК на пост-транскрипційному рівні і задіяні у
нейрогенезі, причому зміни в їх експресії можуть впливати на
рівень експресії обраних нами мРНК транскрипційних факторів, а
також інших регуляторних факторів та ензимів, були також
проведені біоінформаційні дослідження по виявленню сайтів
зв'язування мікроРНК з 3’-нетранслюємими ділянками мРНК і
з'ясуванню впливу оксиду графену та одностінних вуглецевих
нанотрубок на рівень експресії деяких мікроРНК.
МікроРНК є важливими регуляторами розвитку головного мозку, а
тому для вияснення можливої дії вуглецевих нанотрубок на клітини
мозку ми провели вивчення впливу малих доз цих вуглецевих
наночастинок на рівень експресії мікроРНК miR-19a-3p, miR-21-5p і
miR-96-5p, які тісно пов'язані з контролем метаболізму,
нейрогенезом та проліферацією клітин, у ембріонах рибок Danio
rerio.
Проведеними дослідженнями встановлено, що рівень експресії
таких транскрипційних факторів як DDIT3, ATF3 і TP53 у нормальних
астроцитах людини є дуже чутливим до дії на них наночастинок
оксиду графену у дозі як 1, так і 4 мкг/мл, причому експресія DDIT3
та ATF3 посилювалася, а TP53 – знижувалася. Рівень експресії інших
досліджених транскрипційних факторів у нормальних астроцитах
також підвищувався, але у меншій мірі і дозо-залежно. У той же час,
рівень експресії усіх досліджених генів транскрипційних факторів у
клітинах гліобластоми за дії на них тих же доз наночастинок оксиду
графену був значно меншим порівняно з нормальними
астроцитами, хоча направленість змін була подібною. Ці
результати є принципово новими і важливими, оскільки
демонструють значно більшу чутливість нормальних клітин
порівняно з пухлинними клітинами до дії наночастинок оксиду
графену, що може бути обумовлено полі-резистентністю клітин
гліобластоми.
Результати досліджень багатьох авторів вказують на причетність
сенсорно-сигнальних шляхів стресу ЕР, як відповіді на неправильно
згорнуті протеїни, до прояву токсичної дії наночастинок. Саме тому
ми проведели досліди на пухлинних клітинах, а саме гліобластоми,
із пригніченими протеїнкіназною і ендорибонуклеазною
активностями протеїну ERN1, що опосередковує реакцію на стрес
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ЕР. Було показано, що у таких клітинах гліобластоми чутливість
експресії усіх досліджених нами генів транскрипційних факторів до
дії оксиду графену різко зменшується порівняно з тими клітинами
гліобластоми, які мали нативний протеїн ERN1. Це вказує на
опосередкованість впливу наночастинок оксиду графену на
експресію генів транскрипційних факторів стресом ЕР, зокрема
ERN1.
Аналогічні результати були отримані при дослідженні впливу
оксиду графену на рівень експресії генів низки регуляторних
факторів та ензимів, які продемонстрували значно більшу
чутливість експресії цих генів у нормальних астроцитах порівняно
до клітин гліобластоми, а також опосередкованість ERN1 ефектів
оксиду графену на експресію генів.
Методами біоінформатики було виявлено сайти зв’язування
мікроРНК miR-182-5p з мРНК HBEGF та TOB1 і проведено
дослідження рівня експресії цієї мікроРНК за дії наночастинок
оксиду графену на нормальні астроцити і клітини гліобластоми.
Встановлено, що рівень miR-182-5p знижується за дії оксиду
графену дозо-залежно як у нормальних астроцитах, так і клітинах
гліобластоми, але у нормальних клітинах більш виражено. Оскільки
мікроРНК miR-182-5p має сайти зв’язування на 3’-послідовностях
мРНК HBEGF та TOB1, то важливо відмітити, що зниження рівня
експресії цієї мікроРНК асоціюється з підвищеною експресією як
мРНК TOB1, так і мРНК HBEGF. Ці результати вказують на
можливість і пост-транскрипційної регуляції експресії мРНК HBEGF
та TOB1 під впливом оксиду графену на NHA/TS і клітини
гліобластоми.
Окрім того, вперше було показано, що вуглецеві нанотрубки також
проявляють виражений вплив на рівень експресії низки
транскрипційних та інших регуляторних факторів, які задіяні у
регуляції проліферації клітин, як у нормальних клітинах, так і у
клітинах гліобластоми, причому пухлинні клітини були менш
чутливими до дії цих вуглецевих наночастинок. Можна припустити,
що це обумовлено полі-резистентністю клітин гліобластоми, яка
детермінується саме стресом ЕР. Виявлена залежність впливу цих
наночастинок на експресію досліджених генів від протеїну ERN1.
Так, результати дослідження впливу вуглецевих наночастинок на
нормальні астроцити та клітини гліобластоми вперше
продемонстрували їх гено-специфічний характер дії на експресію
низки генів, асоційованих з контролем процесів метаболізму та
проліферації клітин. Важливо відмітити, що дія наночастинок
графену була більшою у порівнянні з дією вуглецевих нанотрубок.
Більшість із досліджених нами генів є полі-функціональними і
асоційовані з ростом злоякісних пухлин. Відомо також, що
зниження рівня експресії деяких із цих генів сприяє пригніченню не
лише проліферації клітин, а і їх метастазування.
Таким чином, зміни в експресії мРНК та мікроРНК саме у
нормальних астроцитах можуть започаткувати розвиток змін у
нервовій системі. Проведені нами дослідження рівня експресії
мікроРНК у ембріонах рибок Danio rerio за дії різних концентрацій
вуглецевих нанотрубок показали, що уже через 24 години
спостерігається дозо-залежне зниження експресії мікроРНК
miR-19a-3p та miR-21-5p, а через 72 години – різке пригнічення
експресії не лише цих мікроРНК, а і miR-96-5p, причому ці
результати добре узгоджуються з появою у головному мозку
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ембріонів виражених токсичних проявів й істотно залежали від
дози нанотрубок.
Наукова новизна дисертаційної роботи полягає у виявлені істотних
змін рівня експресії генів важливих транскрипційних і регуляторних
факторів, що контролюють процеси метаболізму та проліферації
клітин, у нормальних і пухлинних клітинах за дії на них
наночастинок оксиду графену і SWCNTs, причому їх ефект був
значно сильнішим у нормальних астроцитах в порівнянні з
клітинами гліобластоми лінії U87MG. Також вперше було показано,
що дія цих вуглецевих наночастинок на експресію різних генів
переважно опосередковується стресом ендоплазматичного
ретикулума, оскільки за умов пригнічення ERN1, головного
сигнального шляху цього стресу, ефект як наночастинок GrO, так і
SWCNTs, істотно зменшувався. Отримані результати
продемонстрували вагому роль ензиматичної активності ERN1 у
контролі експресії стрес-залежних транскрипційних факторів
(DDIT3, ATF3, ATF4, E2F1 та TP53), так і важливих регуляторних
факторів та ензимів (DNAJB9, HBEGF, TOB1, EDEM1, DDX58, P4HA2,
TFPI2 і IDH2). Вперше показано, що наночастинки оксиду графену
впливають на рівень експресії мікроРНК, які є важливими
регуляторами експресії генів HBEGF, TOB1 та TP53 на пост-
транскрипційному рівні за рахунок наявності в їх мРНК
специфічних сайтів зв’язування, оскільки збільшення рівня мРНК
HBEGF і TOB1 узгоджувалося зі зниженням рівня специфічної до них
мікроРНК miR-182-5p, а зменшення рівня експресії мРНК ТР53 – із
підвищенням miR-96-5p.
Вперше встановлено, що NHA/TS проявляють більшу чутливість до
дії наночастинок оксиду графену та одностінних вуглецевих
нанотрубок на рівні експресії генів ключових транскрипційних
факторів і стрес-залежних протеїнів, якщо порівнювати з клітинами
гліоми. Так, під впливом наночастинок оксиду графену і
одностінних вуглецевих нанотрубок рівень експресії генів DDIT3,
ATF3 та DNAJB9 змінюється у нормальних астроцитах більш
виражено порівняно з клітинами гліобластоми як за дії менших, так
і більших доз цих вуглецевих наночастинок, причому знижена
чутливість клітин гліобластоми до їх дії може бути обумовлена полі-
резистентністю пухлинних клітин, обумовлених стресом ЕР.
Практичне значення отриманих нами результатів визначається
тим, що клітини гліобластоми менш чутливі до впливу
наночастинок оксиду графену та SWCNT порівняно з NHA/TS, що
оцінювалося за рівнем експресії генів ключових транскрипційних і
регуляторних факторів. Цей результат є дуже важливим
попередженням до використання досліджених нами вуглецевих
наночастинок у біомедицині без детального вивчення їх
можливого впливу на різні нормальні клітини організму, на
функціональну активність геному в них. Варто відмітити, що зміни в
експресії важливих транскрипційних і регуляторних факторів, які
індукуються наночастинками оксиду графену та SWCNTs, дають
можливість виявляти досить чутливі генетичні маркери порушення
метаболічних процесів, а це є важливим для виявлення
небезпечних для здоров'я побічних ефектів.
Отримані результати досліджень вказують на вагомість вияснення
молекулярних механізмів дії наночастинок оксиду графену і
вуглецевих нанотрубок при оцінці біологічної безпеки їх
застосування для різних цілей у біології та медицині, оскільки за дії
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як наночастинок оксиду графену, так і одностінних вуглецевих
нанотрубок істотно порушується експресія генів важливих,
контролюючих метаболізм транскрипційних та регуляторних
факторів шляхом змін у функціонуванні геному опосередковано
через стрес ЕР. Ідентифіковані зміни в експресії як мРНК, так і
мікроРНК, можуть віддзеркалювати можливі механізми розвитку
різних патологічних станів на молекулярному рівні та можуть
використовуватися для визначення токсичної дії наночастинок.

Вуглецеві наночастинки, експресія генів, транскрипційні фактори,
мікроРНК, HBEGF, TOB1, ACTB, пригнічення ERN1, мРНК, кількісна
ПЛР, геном, стрес, ендоплазматичний ретикулум, нормальні
астроцити, пухлинні клітини
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