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АНОТАЦІЯ 

Слюсар М.Ю. Вплив одностінних карбонових нанотрубок на експресію 

мікроРНК і генів, асоційованих з проліферацією та апоптозом. – Випускна 

кваліфікаційна робота магістра за спеціальністю 091 Біологія ОП 

«Біоінформатика і структурна біологія».  

Метою дослідження було дослідити вплив одностінних карбонових 

нанотрубок на експресію генів DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, CLU, ZNF395, 

KRT18, GJA1, HILPDA і MEST, а також виявити сайти зв’язування мікроРНК 

на 3’-нетранслюємих ділянках цих мРНК та визначити рівень експресії таких 

мікроРНК у нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS за допомогою 

методів біоінформатики та молекулярної біології. 

Тема роботи є надзвичайно актуальною, оскільки одностінні карбонові 

нанотрубки широко використовуються у біомедицині для цільової доставки 

лікарських засобів та терапії на основі гіпертермії, біологічного 

детектування, візуалізації, тощо. Однак, сучасне уявлення про токсичність 

цих сполук є недостатнім та суперечливим, тому є необхідність більш 

детального дослідження генотоксичності нанотрубок шляхом оцінки їх 

впливу на експресію мікроРНК та генів, що контролюють процеси 

проліферації і апоптозу клітин, а також задіяні в стресі ендоплазматичного 

ретикулума та канцерогенезі. 

Проведеними дослідженнями встановлено, що за умов дії низьких доз 

одностінних карбонових нанотрубок на нормальні астроцити 

спостерігаються дозозалежні зміни рівня експресії мРНК DNAJB9 (протеїн 

теплового шоку В9 родини DnaJ), IGFBP3 (протеїн 3, що зв’язується з IGF), 

IGFBP6 (протеїн 6, що зв’язується з IGF), CLU (кластерин), ZNF395 (протеїн 

цинкового пальця 395), KRT18 (кератин 18), GJA1 (білок щілинних контактів 

А1), HILPDA (протеїн 2, що індукується за гіпоксії) і MEST (специфічний 

транскрипт мезодерми), а також мікроРНК, які специфічно зв’язуються з 

деякими із цих мРНК.  
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Таким чином, у нормальних астроцитах людини за дії на них низьких 

доз одностінних карбонових нанотрубок порушується функціональна 

цілісність геному як на транскрипційному, так і пост-транскрипційному 

рівнях, що вказує на генотоксичні та нейротоксичні ефекти цих наночасток.  

Результати досліджень були опубліковані у науковому журналі 

“Current Research in Toxicology”. 

Ключові слова: сайти зв’язування мікроРНК з мРНК, експресія мРНК 

та мікроРНК, OCКНТ, їх генотоксичність, нормальні астроцити людини. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ  

ОСКНТ - одностінні карбонові нанотрубки 
DNAJB9 - сімейство білків теплового шоку DnaJ (Hsp40), член B9 
CLU - кластерин 
IGFBP3 - білок 3, що зв'язує інсуліноподібний фактор росту  
IGFBP6 - білок 6, що зв'язує інсуліноподібний фактор росту  
ZNF395 - білок типу цинковий палець 395 
GJA1 - білок щілинних контактів альфа-1 
MEST - мезодерма-специфічний транскрипт 
KRT18 - кератин 18 
HILPDA - регулятор стабільності жирових крапель 
КНТ - карбонові нанотрубки 
БШКНТ  - багатошарові карбонові нанотрубки 

 

 

 

 

 

HLA-DR -основний комплекс гістосумісності, клас II, DR Бета 1 
ГЕБ - гематоенцефалічний бар’єр 
HSP70 - білок теплового шоку 70 
ЕР - ендоплазматичний ретикулум 
ERAD - ЕР-асоційована деградація 
UPR - розгорнута білкова реакція 
IRE1 - інозитол-залежний протеїн 1α 
BiP - білок, що зв’язується з важким ланцюгом імуноглобулінів 
АТФ - аденозинтрифосфат 
AДФ - аденозиндифосфат 
IGF - інсуліноподібний фактор росту 
HIF-1α - фактор транскрипції, що індукується за гіпоксії 1α 
CK - цитокератин 
DGCR8 - критична область при синдромі ДіДжорджа 8 
Ran - ядерний білок, пов'язаний з Ras 
GTP - гуанозинтрифосфат 
RISC - РНК-індукований комплекс сайленсингу 
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ВСТУП 

Одностінні карбонові нанотрубки (ОСКНТ) є вуглецевими 

наноструктурами, що мають унікальні хімічні, фізичні та механічні 

властивості [1]. Велика площа поверхні, стабільність, здатність до кон’югації 

з біологічними молекулами, тривалий час циркуляції та внутрішня 

флуоресценція забезпечують успішне використання нанотрубок у 

біомедицині. ОСКНТ показали свою ефективність у цільовій доставці 

лікарських засобів та генів, терапії на основі гіпертермії, біологічному 

детектуванні, візуалізації, тощо [2].  

Однак, незважаючи на успішне застосування одностінних карбонових 

нанотрубок у біомедицині, безпечність цих наноструктур викликає 

занепокоєння у наукової спільноти. Велика кількість досліджень вказує на 

хронічну токсичність ОСКНТ [3]. Добре відомо, що нанотрубки можуть 

призводити до змін експресії генів, що кодують білки та мікроРНК, 

відповідальні за регуляцію різноманітних клітинних процесів [4, 5]. Проте 

сучасне уявлення про токсичність цих сполук є недостатнім та суперечливим. 

Тому існує необхідність подальшого дослідження генотоксичності ОСКНТ 

шляхом оцінки впливу цих сполук на експресію генів, що регулюють 

проліферацію клітин, апоптоз, стрес ендоплазматичного ретикулума, а також 

канцерогенез. 

Одним з таких генів є DNAJB9 (протеїн теплового шоку В9 родини 

DnaJ), що кодує шаперон, відповідальний за стрес ендоплазматичного 

ретикулума [6]. Ще однам шапероном, що забезпечує підтримку протеостазу 

є CLU (кластерин) [7]. Також важливими протеїнами, що регулюють 

проліферацію, ріст, диференціацію та міграцію клітин є транспортні білки 

інсуліноподібного фактору росту IGFBP3 та IGFBP6 [8, 9]. Було показано, що 

ці протеїни задіяні у розвитку пухлин [9, 10]. Диференціація та проліферація 

також регулюється транскрипційним фактором ZNF395 (протеїн цинкового 

пальця 395) [11]. Ще одним геном, що представляє інтерес для вивчення 
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генотоксичності ОСКНТ, є GJA1 (білок щілинних контактів А1). Його 

продукт формує щілинні контакти та відіграє важливу роль у регуляції росту 

клітин, апоптозу, стабільності мікротрубочок, диференціації, проліферації, 

тощо [12, 13]. MEST (специфічний транскрипт мезодерми) відповідальний за 

ріст та розвиток центральної нервової системи [14]. Показано, що гени 

KRT18 (кератин 18) та HILPDA (протеїн 2, що індукується за гіпоксії) 

пов’язані із розвитком пухлинних клітин [15, 16]. KRT18 кодує основні 

структурні компоненти мережі проміжних філаментів, є необхідним для 

передачі сигналів клітинами та регуляції апоптозу [17-20]. HILPDA кодує 

білок, пов'язаний з гіпоксією та накопиченням ліпідів [21, 22].   

Таким чином, метою роботи було дослідити вплив низьких доз 

одностінних карбонових нанотрубок на експресію генів DNAJB9 (протеїн 

теплового шоку В9 родини DnaJ), IGFBP3 (протеїн 3, що зв’язується з IGF), 

IGFBP6 (протеїн 6, що зв’язується з IGF), CLU (кластерин), ZNF395 (протеїн 

цинкового пальця 395), KRT18 (кератин 18), GJA1 (білок щілинних контактів 

А1), HILPDA (протеїн 2, що індукується за гіпоксії) і MEST (специфічний 

транскрипт мезодерми), а також виявити сайти зв’язування мікроРНК на 3’-

нетранслюємих ділянках цих мРНК та визначити рівень експресії таких 

мікроРНК у нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS. 

Відповідно до мети були поставлені наступні задачі: 

1. Визначити рівень експресії генів DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, CLU, 

ZNF395, KRT18, GJA1, HILPDA і MEST у нормальних астроцитах 

людини (клітинна лінія NHA/TS), що культивувались з ОСКНТ (2 

нг/мл середовища) протягом 24 годин. 

2.  Визначити рівень експресії генів DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, CLU, 

ZNF395, KRT18, GJA1, HILPDA і MEST у нормальних астроцитах 

людини (клітинна лінія NHA/TS), що культивувались з ОСКНТ (8 

нг/мл середовища) протягом 24 годин. 
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3. Провести біоінформатичний аналіз сайтів зв’язування мікроРНК з 

3’- нетранслюємими ділянками мРНК DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, 

CLU, ZNF395, KRT18, GJA1, HILPDA і MEST. 

4. Визначити рівень експресії мікроРНК miR-144, miR-145, miR-150, 

miR-10а, miR-19а, miR-7, miR-27а у нормальних астроцитах людини 

(клітинна лінія NHA/TS), що культивувались з ОСКНТ (8 нг/мл 

середовища) протягом 24 годин. 
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РОЗДІЛ 1 
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Карбонові нанотрубки 

1.1.1. Одностінні карбонові нанотрубки 

Карбонові нанотрубки (КНТ) – це наноструктури, що складаються з 

атомів вуглецю, розташованих у серії конденсованих бензольних кілець, 

згорнутих у трубчасту структуру. Ці сполуки належать до сімейства 

фулеренів, що, як і графіт та алмаз, є алотропними модифікаціями вуглецю. 

За кількістю шарів КНТ поділяються на два типи: одностінні карбонові 

нанотрубки (ОСКНТ) і багатошарові карбонові нанотрубки (БШКНТ) [23]. 

ОСКНТ представляють собою графеновий циліндр діаметром від 0,4 до 2 нм 

і зазвичай зустрічаються у вигляді гексагональних щільно упакованих пучків 

[1]. 

 

1.1.2. Функціоналізація одностінних карбонових нанотрубок   

Існує кілька унікальних властивостей ОСКНТ, що роблять їх 

перспективними сполуками для біомедичного застосування. Ці структури 

мають підвищену проникність та легко інтерналізуються клітинами. Велика 

площа sp2-гібридизованої поверхні ОСКНТ (теоретично 1300 м2/г) дозволяє 

ефективне завантаження нанотрубок потрібними сполуками, зокрема 

лікарськими засобами [24].  

Поверхні ОСКНТ можуть бути модифіковані шляхом функціоналізації, 

що є процесом хімічного синтезу, де потрібні функціональні групи 

приєднуються на стінок КНТ. Функціоналізація може бути двох типів - 

ковалентна та нековалентна. Ковалентну модифікацію КНТ зазвичай 

отримують шляхом окислення сильними кислотами. Під час процесу на 

кінцях та бічних стінках нанотрубок утворюються карбоксильні (–COOH) 

групи, а потім відбувається подальше ковалентне сполучення з іншими 
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молекулами [25, 26]. Нековалентна функціоналізація КНТ заключається у 

нековалентній адсорбції молекул на поверхні КНТ. Використовуючи цей 

підхід, поверхнево-активні речовини, полімери та біомолекули, такі як ДНК, 

siRNA, білки, можуть бути успішно приєднані до поверхні КНТ [26, 27]. 

Після функціоналізації гідрофобні нанотрубки стають гідрофільними 

та зв’язаними з лікарськими засобами або біомолекулами (ДНК, білками, 

ферментами, біосенсорами, тощо) [28, 29]. Такі модифікації можуть бути 

використані для специфічного впізнавання цільових клітин. Окрім цього, 

модифікація зовнішньої поверхні необхідна для забезпечення покращеної 

біосумісності та біодеградації [30]. Функціоналізація також використовується 

для оптимізації доставки ліків, а саме посилення здатності до інкапсуляції, 

зниження токсичності, зміни часу циркуляції у крові та селективністі [25, 31-

33]. Всі ці властивості роблять ОСКНТ ідеальними структурами для цільової 

доставки препаратів для лікування раку та інших захворювань. 

 

 

Рис.1.1. Схематичне зображення ковалентної та нековалентної 

функціоналізації КНТ. 
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1.1.3. Застосування одностінних карбонових нанотрубок   

Одностінні карбонові нанотрубки широко використовуються у 

різноманітних напрямах біомедицини, таких як діагностика, аналіз, доставка 

ліків та генів до клітин (рис. 1.1.) [29].  

 

Рис. 1.1. Напрямки біомедичного застосування одностінних карбонових 

нанотрубок. 

 

Чисельні публікації продемонстрували, що карбонові нанотрубки з 

приєднаними молекулами лікарського засобу можуть легко проникати в 

клітини та потрапляти в ядро [34-37]. Спочатку необхідні речовини 

фіксуються на поверхні або всередині функціоналізованих ОСКНТ. 

Отримана структура потім вводиться в організм класичними способами 

(оральний, ін’єкційний) або безпосередньо в цільове місце у вигляді 

магнітного кон’югату, де направляється зовнішнім магнітом до цільового 

органу. Клітина поглинає капсулу КНТ з лікарським засобом, і нанотрубка 
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вивільняє свій вміст всередину (рис. 1.2.). Таким способом можна досягти як 

клітинного, так і ядерного рівнів цільової доставки [37].  

 

Рис. 1.2. Схематична ілюстрація процесу доставки ліків. (a) поверхня 

одностінної карбонові нанотрубки пов’язується з хімічним рецептором і 

лікарским засобом; (b) готова функціоналізована ОСКНТ закривається 

додаваннням кепа на кінці; (c) нанотрубка, як носій лікарського засобу, 

вводиться в організм і досягає клітин-мішеней завдяки хімічному рецептору 

на поверхні; (d) клітина інтерналізує ОСКНТ за допомогою клітинних 

рецепторів шляхом ендоцитозу; (e) кеп видаляється всередині клітини, ліки 

вивільняються. 

 

Функціоналізовані нанотрубки широко використовується для лікування 

чисельних захворювань, включаючи різні види раку. Так, дослідження 

останніх років підтверджують ефективність застосування КНТ для лікування 
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хоріокарциноми, лімфоми Беркітта, карциноми шийки матки, раку молочної 

залози, тощо [34]. Один із прикладів є комплекс ОСКНТ-siRNA, що показав 

успішне тривале пригнічення росту пухлини порівняно зі старими методами 

доставки siRNA [38]. Окрім цього, контрольована доставка ліків може бути 

забезпечена наявністю хітозану на поверхні нанотрубки завдяки безпечній та 

нетоксичній природі цього полісахариду. Коли хітозан знаходиться на 

поверхні КНТ, клітини прикріплюються до бічних стінок нанотрубок, що 

призводить до бажаного цілеспрямованого вивільнення та покращенного 

поглинання ліків клітиною [37]. Дослідження цільової доставки на тваринах 

показали, що комплекси КНТ-хітозан мають кращу здатність до націлювання 

ніж звичайні нанотрубки. Наприклад, цей підхід використовується для 

лікування раку легенів [39]. 

Однією з основних проблем терапевтичних підходів до онкологічних 

захворювань є складність доставки ліків до злоякісного новоутворення без 

впливу на сусідні здорові клітини [40]. У більш ніж 99% випадків 

хіміотерапія знищує ракові клітини разом із нормальними, що призводить до 

серйозних побічних ефектів. Однак, хіміотерапевтичні агенти, що 

постачаються разом із КНТ, допомагають досягти кращого поглинання 

злоякісними клітинами, не зачіпаючи колатеральних тканин [37]. Нанотрубки 

потенційно знижують дозу препарату, локалізуючи його розподіл лише на 

ділянці пухлини [37, 41]. 

Окрім цього, КНТ можуть покращити ефективність терапії з 

використанням антитіл для доставки лікарських препаратів, оскільки 

нанотрубки не змінюють специфічність антитіл при зв’язуванні. Було 

показано, що протипухлинні агенти можуть доставлятись з використанням 

одностінних карбонових нанотрубок, ковалентно функціоналізованих 

моноклональними антитілами. Радіаційні іонні хелати та флуоресцентні 

сполуки використовувались для діагностичної візуалізації та ідентифікації 

місця розташування [42]. 
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Одним з найбільш важливих характеристик нанотрубок є їх здатність 

проходити гематоенцефалічний бар’єр (ГЕБ). Лікування багатьох 

захворювань є обмеженим або неможливим через проблеми з проходженням 

речовин через ГЕБ [43]. Обмеженість терапевтичних підходів пов’язана 

також із наявністю ферментів, які погіршують проникнення, руйнуючи 

нейрофармацевтичні агенти, харчові поживні речовини та мінерали [37]. 

Тому звичайні системи доставки ліків з вивільненням речовини в загальний 

кровообіг не можуть ефективно доставляти ліки в мозок. Захворювання, 

лікування яких є ускладненим з цих причин, включають хворобу 

Альцгеймера, деменцію, вірусний і бактеріальний менінгіт [37]. Однак, було 

показано, що застосування карбонових нанотрубок є перспективним для 

доставки нейрофармацевтичних агентів у внутрішнє середовище клітин 

мікроглії мозку [44]. КНТ в поєднанні з факторами росту нервових клітин 

допомагають клітинам диференціюватися в нейрони і, таким чином, лікувати 

неврологічні розлади [45]. 

Окрім цього, одностінні карбонові нанотрубки використовуються у 

генній терапії для заміни пошкоджених або відсутніх генів. Основна 

проблема, пов'язана з доставкою генів, полягає в ускладненні проходження 

ДНК через клітинну мембрану [46]. Однак, унікальні властивості ОСКНТ 

дозволяють  транспортувати потрібну ДНК у клітини [37].  

Використання нанотрубок не обмежується доставкою фармацевтичних 

препаратів та нуклеїнових кислот до клітин, а включає також нові підходи в 

радіотерапії для лікування раку за рахунок збільшення швидкості поглинання 

кисню злоякісними клітинами. Таким чином, карбонові нанотрубки 

збільшують ефективність променевої терапії [47]. До того ж, КНТ відіграють 

важливу роль у діагностичних процедурах, сприяючи візуалізації органів і 

визначенню локалізації ліків у системах цільової доставки [48]. ОСКНТ може 

використовуватись як контрастна речовина для ідентифікації пухлин [37]. 

Також було показано, що інкапсулювання нанотрубок забезпечує 
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нановізуалізацію органів. Введення системи КНТ в організм дозволяє 

отримувати нанорозмірне зображення, тоді як такі методи, як ендоскопія та 

колоноскопія, не дають потрібного результату [49]. 

Також, як ефективна стратегія лікування раку, була запропонована 

терапія на основі гіпертермії з використанням КНТ. Відомо, що одностінні 

карбонові нанотрубки проявляють сильне поглинання в інфрачервоній 

області (700–1100 нм). Оскільки вони виділяють значну кількість тепла при 

збудженні світлом, фототермічний ефект може викликати локальну термічну 

абляцію пухлинних клітин шляхом надмірного нагрівання [50].  

 

1.4. Токсичність одностінних карбонових нанотрубок   

Незважаючи на широке застосування карбонових нанотрубок у 

медицині, їх можлива токсичність викликає занепокоєння. Дані літератури 

вказують на те, що побічні реакції КНТ залежать від різних факторів, таких 

як концентрація, тривалість впливу, і навіть поверхнево-активна речовина, 

що використовується для диспергування нанотрубок [51].  

Хоча здатність одностінних карбонових нанотрубок долати 

гематоенцефалічний бар’єр забезпечує їх унікальність, ця особливість 

ОСКНТ призводить до їх накопичення у клітинах. Так, попередні 

дослідження підтвердили токсичність  КНТ для різних клітинних ліній [52, 

53]. До того ж, нанотрубки можуть накопичуватися та викликати 

пошкодження таких органів, як серце, печінка, легені, мозок, тощо (рис. 1.3.) 

[54]. 
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Рис. 1.3. Органи, в яких КНТ можуть накопичуватися після доставки 

протипухлинних препаратів. 

Було показано, що ОСКНТ можуть проходити через клітинну мембрану 

макрофагів щурів, що призводить до зміни їх фізіології та клітинної функції 

[55]. Аналіз внутрішньоклітинного розподілу функціоналізованих ОСКНТ 

показав, що вони можуть проходити через клітинну мембрану і 

концентруватися в цитоплазмі або досягати ядра [56].   

Токсичний вплив ОСКНТ також був підтверджений для кератиноцитів 

шкіри та бронхіального епітелію. Обробка нанотрубками призводила до 

втрати клітинної цілісності, зміни ультраструктури та морфології клітин, а 

також окислювального стресу, на що вказувала наявність вільних радикалів 
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та зниження антиоксидантів у клітинах [57, 58]. Було показано, що обробка 

клітин цими наноструктурами може призводити до підвищення рівня ROS 

що веде до пошкодження ДНК та загибелі клітин [59]. Ці наноструктури 

також здатні дозозалежно інгібувати проліферацію клітин і знижувати 

адгезивну здатності клітин HEK293T [60]. Повідомлялось також про 

зниження експресії асоційованих з адгезією білків, індукцію зупинки G1 

стадії клітинного розвитку та апоптозу під впливом ОСКНТ [4]. 

Було показано, що низькі дози ОСКНТ призводять до зміни рівня 

експресії генів, пов’язаних з контролем клітинного циклу та міграцією 

клітин.  Більш того, нанотрубки викликають порушення регуляції експресії 

мікроРНК, що відіграють важливу роль у проліферації клітин і розвитку 

мозку. Було показано, що одностінні вуглецеві нанотрубки виявляли 

антипроліферативні властивості в клітинах гліоми U87, оскільки вони 

знижували експресію пов’язаних з проліферацією генів і посилювали 

експресію генів, що контролюють апоптоз [5]. Таким чином, ці дослідження 

підтверджують  генотоксичність та нейротоксичність  ОСКНТ [61]. Також 

було показано, що одностінні карбонові нанотрубки впливають на імунну 

відповідь пригнічуюючи глікопротеїни клітинної поверхні HLA-DR, в тому 

числі і шляхом регуляції мікроРНК miR-7 і miR-190b. Дерегуляція експресії 

ламіну B1 під впливом нанотрубок вказує на зміни стабільності геному в 

клітинах [62]. Одностінні карбонові нанотрубки також можуть відігравати 

певну роль у розвитку пухлин. Було показано регуляцію розвитку пухлин 

раковими стовбуровими клітинами за участі хронічного впливу ОСКНТ на 

них [63]. Також було підтверджено, що вплив нанотрубок забезпечує 

агресивний фенотип [64].  

Наразі вважається, що нанотрубки можуть проникати в організм 

людини різними шляхами, включаючи дермальний та оральний спосіб. Коли 

нанотрубки використовуються для харчових упаковок, вони можуть досягати 

шлунку та кишківнику споживачів. Тоді як під час виробництва або 
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деградації, КНТ можуть потрапляти в дихальні шляхи і накопичуватися в 

легенях [65-67].  

Нанотрубки можуть викликати гостре запалення легенів і хронічні 

захворювання [65-67]. Окрім цього, дослідження останніх років 

підтверджують, що вплив карбонових нанотрубок можна оцінювати як 

потенційний фактор розвитку серцево-судинних захворювань [68]. Також 

було показано, що функціоналізовані КНТ у низьких дозах ініціюють та 

посилюють резорбцію та вади розвитку плода [69]. Однак, дані про 

токсичність одностінних карбонових нанотрубок є суперечливими, а 

фундаментальні механізми пухлинного розвитку під впливом цих 

наноструктур до кінця не зрозумілі. 

 

1.2. Протеїн теплового шоку В9 родини DnaJ (DNAJB9) 

DNAJB9 (протеїн теплового шоку В9 родини DnaJ) складається  з 223 

амінокислот та має молекулярну масу 26 кДа [70]. Протеїн локалізований 

переважно в органах з розвиненим ендоплазматичним ретикулумом, таких як 

печінка, плацента, та нирки [6].  

DNAJB9 діє як спів-шаперон білка теплового шоку 70 (HSP70), який 

відповідає за правильний фолдинг білків та чутливість стресу 

ендоплазматичного ретикулума (ЕР) [6, 71]. Структура DNAJB9, як і усіх 

гомологів сімейства, включає домен J, що містить мотив His-Pro-Asp. Він 

відіграє важливе значення у взаємодії з HSP70 шляхом стимуляції гідролізу 

АТФ [71].  

DNAJB9 і HSP70 є необхідними шаперонами в умовах стресу 

ендоплазматичного ретикулума, що призводить до активації ЕР-асоційованої 

деградації (ERAD) і розгорнутої білкової реакції (UPR) [70, 73]. ERAD 

відіграє важливу роль у протеасомальній деградації білків, тоді як UPR є 

одним із ключових шляхів, що забезпечує гомеостаз протеїнів. Його ефекти 
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включають зменшення постачання новосинтезовних білків в 

ендоплазматичний ретикулум, покращення фолдингу білків, активацію 

метаболізму амінокислот, поліпшення антиоксидантної реакції та активацію 

клітинного апоптозу залежно від ступеня стресу ЕР [74, 75]. DNAJB9 є 

селективним репресором інозитол-залежного протеїну 1α (IRE1), що є одним 

з головних сенсорно-сигнальних ензимів стресу ЕР. Він зв’язується з 

люмінальним доменом IRE1 і, за допомогою свого J-домену, гідролізує 

HSP70 молекулярний шаперон - білок, що зв’язується з важким ланцюгом 

імуноглобулінів BiP-АТФ. Згодом BiP-AДФ зв’язується з IRE1, що 

перешкоджає його димеризації і пригнічує UPR. Однак, збільшення кількості 

неправильно згорнутих білків при стресі EР призводить до їх конкурентного 

зв’язування з DNAJB9 та BiP. Це робить можливим димеризацію IRE1, що 

призводить до UPR. Існують дані, що шаперон клітинного стресу DNAJB9 

відіграє важливу роль у захисті клітин від апоптозу за умов стресу 

едоплазматичного ретикулума через інгібування проапоптотичної функції 

p53 [76, 77]. 

 

1.3. Протеїн 3, що зв’язується з IGF (IGFBP3) 

IGFBPs (протеїн 3, що зв’язується з IGF) є транспортним білками 

мітогенних пептидів IGF (інсуліноподібний фактор росту), які відіграють 

важливу роль у регуляції проліферації, росту, диференціації, виживання, 

міграції та розвитку [8]. Зв’язуючись з IGFBP, IGF стає біологічно 

неактивними і не може взаємодіяти з рецептором [78]. 

IGFBP3 складається з 264 амінокислот і має три структурні домени, 

включаючи N-кінцевий домен, центральну або лінкерну область та С-

кінцевий домен. Лінкерна область є неконсервативною, тоді як N-кінець і C-

кінець є висококонсервативними доменами багатими на цистеїн [79]. 
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Роль IGFBP-3 може залежати від інсуліноподібного фактора росту. Цей 

протеїн забезпечує полегшену доставку IGF до його рецепторів на поверхні 

клітини та активацію відповідних сигнальних каскадів, виконуючи 

ендокринну функцію [79]. IGF-незалежна роль IGFBP3 забезпечується його 

зв’язком з плазматичною мембраною та інтерналізацією в клітину та ядро, 

що є важливим для регуляції різноманітних клітинних функцій [80]. 

Нещодавно було визначено, що IGFBP3 виконує протилежні за 

характером функції за допомогою механізмів, незалежних від IGF. Цей 

протеїн може індукувати апоптоз та зупиняти клітинний цикл, а також 

сприяти репарації ДНК шляхом взаємодії з ДНК-залежною протеїнкіназою та 

індукувати аутофагію [81-83]. Окрім цього, IGFBP3 в ядрі може 

функціонувати як прямий, так і непрямий фактор транскрипції [84]. IGFBP3 

також може опосередковувати антипроліферативні та апоптотичні ефекти 

[84]. IGFBP3 здатний модулювати реакції стресу ЕР, що послаблює стійку до 

стероїдів нейтрофільну бронхіальну астму [86]. 

Зміна експресії IGFBP3 асоціюється з підвищеним ризиком раку 

передміхурової залози, товстої кишки, легенів та раку молочної залози [10]. 

 

1.4. Протеїн 6, що зв’язується з IGF (IGFBP6) 

IGFBP6 (протеїн 3, що зв’язується з IGF) – це один з представників 

сімейства білків, що зв’язують інсуліноподібний фактор росту. Цей протеїн є 

високонсервативним у різних видах і має мають схожу до інших 

представників сімейства тридоменну структуру. Однак, IGFBP6 має лише 

три дисульфідні зв’язки та не має мотиву, багатого цистеїном [87]. 

Основною функцією IGFBP6 є інгібування дії IGF-II, включаючи 

індуковану інсуліноподібним фактором проліферацію, диференціацію, 

міграцію та виживання. Окрім цього, цей протеїн може інгібувати 
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проліферацію фібробластів, а також індукувати апоптоз IGF-залежними та -

незалежними шляхами [88-90].   

Було показано, що підвищена експресія IGFBP6 інгібує ангіогенез у 

ембріонах риб Danio rerio, а тривала гіпоксія призводить до збільшення 

експресії IGFBP6 шляхом активації HIF-1α [91]. Таким чином, IGFBP-6 

сприяє механізму негативного зворотного зв’язку, що обмежує ангіогенез, 

викликаний гіпоксією [92]. 

Цей протеїн відіграє важливу роль в регуляції багатьох видах раку. У 

більшості досліджень експресія IGFBP-6 була нижчою в злоякісних 

пухлинах, порівнюючи з нормальними клітинами, що узгоджується з ідеєю, 

що він діє як інгібітор пухлинних процесів, у тому числі викликаних 

надмірною активністю IGF-II. Однак деякі дослідження показали 

протилежне, що може вказувати на компенсаторну відповідь на підвищення 

активності IGF-II або відображати IGF-незалежну дію IGFBP6 [9].  

 

1.5. Кластерин (CLU) 

Кластерин (CLU) – це активований стресом АТФ-незалежний 

молекулярний шаперон, що є гетеродимерним глікопротеїном розміром 75–

80 кДа. Його експресія індукується термічним, окислювальним або 

механічним стресом. Протеїн є висококонсервативним у різних видах, 

демонструючи 70–80% ідентичності [93].  

СLU відповідає за підтримку протеостазу клітини, особливо під час 

стресу ЕР, сприяючи деградації неправильно згорнутих білків [7, 94]. 

Подібно до сімейства шаперонів невеликих білків теплового шоку  (sHSP), 

взаємодія CLU з неправильно згорнутими білками не залежить від АТФ і не 

спричиняє рефолдинг білка [7]. Цей шаперон специфічно інгібує аморфну 

агрегацію різноманітних білків шляхом утворення стабільних розчинних 



23 
 
комплексів [7, 95]. Він також інгібує утворення амілоїдних агрегатів, що 

спричиняють захворювання Альцгеймера [96]. 

CLU присутній у позаклітинній рідині, де відповідає за виявлення 

неправильно згорнутих і агрегованих білків шляхом детектування 

гідрофобних ділянок. Утворення стабільних комплексів полегшує їх 

поглинання клітиною через опосередкований рецепторами ендоцитоз і 

подальшу деградацію в лізосомах [97, 98].  

Окрім цього, кластерин бере участь у регуляції різноманітних 

фізіологічних і патологічних станів, включаючи хворобу Паркінсона та 

пріонні хвороби [99]. CLU підвищено експресується при різних типах раку, 

де регулює важливі для канцерогенезу процеси та впливає на апоптотичну 

загибель клітин, репарацію ДНК, адгезію, ремоделювання тканин та реакцію 

імунної системи. Було показано, що кластерин індукується стресом ER та 

сприяє виживанню клітин гепатоцелюлярної карциноми в умовах стресу 

через взаємодію з BiP [100]. 

 

1.6. Протеїн цинкового пальця 395 

Протеїн цинкового пальця 395 (ZNF) є транскрипційними факторами з 

повторюваним мотивом, які характеризуються координацією одного або 

декількох іонів цинку (Zn2+) для стабілізації укладки [50, 51]. Дані свідчать 

про те, що ZNF складають ~3% усіх генів людини та виконують надзвичайно 

різноманітні функції, включаючи регуляцію експресії генів, зв’язування ДНК 

та РНК, згортання білків, розвиток і диференціацію клітин [51, 52].  

Білок типу цинкового пальця 395 (ZNF395) є членом ZNF типу C2H2 і 

має одну з найскладніших структур у сімействі. Він містить домен C2H2, 

який зазвичай зустрічається в транскрипційних факторах ссавців що є 

відомими регуляторами ліпогенезу [101, 102]. Було показано, що ZNF395 

сприяє  диференціації преадипоцитів і відіграє вирішальну роль у регуляції 
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ожиріння та метаболічного синдрому, спричиненого гіпоксією [103, 104]. До 

того ж, було виявлено, що ZNF395 має антипроліферативні властивості [105]. 

 ZNF395 надмірно експресується в різних пухлинах, особливо в 

гіпоксичному мікросередовищі. Було показано, що протеїн бере участь у 

розвитку таких типів раку як рак нирки, печінки, молочної залози, простати, 

шкіри та шийки матки [105]. В умовах гіпоксії підвищені рівні ZNF395 

можуть підтримувати запалення та прогресування раку шляхом активації 

генів, які беруть участь у вродженій імунній відповіді [107]. 

 

1.7. Білок щілинних контактів А1 (GJA1) 

Білок щілинних контактів А1 (GJA1) або конексин 43 (CX43) – це 

інтегральний мембранний білок, які формує щілинні контакти між клітинами. 

Протеїн містить чотири трансмембранні домени, дві позаклітинні петлі, 

цитоплазматичну петлю та цитоплазматичні N- та C-кінці. С-кінцевий домен 

сильно варіює за довжиною і відіграє ключову регуляторну роль [12]. 

GJA1 є найбільш поширеним конексином, який присутній принаймні в 

46 типах клітин, і експресується в більшості клітинних ліній [108]. Утворені 

щілинні контакти з’єднують цитоплазму сусідніх клітин, що забезпечує 

обмін іонами, РНК, поживними речовинами та вторинними месенджерами 

[109]. Щілинні контакти виконують ключові функції в збудливих тканинах, 

включаючи синхронізацію серцевого м’яза та управління нейронними 

мережами [110]. Крім того, GJA1 відіграє важливу роль у регуляції росту 

клітин, апоптозу, стабільності мікротрубочок, клітинного циклу, 

диференціації, проліферації та передачі сигналів клітинами [12, 13].  

GJA1 також пов’язаний із розвитком деяких типів раку, включаючи рак 

шийки матки та молочної залози, де пов'язаний з регуляцією проліферації, 

інвазії, міграції та апоптозу [111, 112]. 
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1.8. Протеїн 2, що індукується за гіпоксії (HILPDA) 

Одним із білків, асоційованих з ліпідними краплями, є протеїн 2, що 

індукується за гіпоксії (HILPDA). Протеїн складається з 63 амінокислот та 

локалізується у клітині в ендоплазматичному ретикулумі та навколо ліпідних 

крапель [21].  

Рівень HILPDA індукується жирними кислотами та адренергічними 

агоністами. Як відомо, білок також пов’язаний з гіпоксію та стресом 

ендоплазматичного ретикулума [113]. HILPDA сприяє накопиченню ліпідів у 

гепатоцитах, макрофагах і ракових клітинах, пригнічуючи гідроліз 

тригліцеридів і стимулюючи їх синтез [21, 22]. Експресія HILPDA 

посилюється при кількох видах раку, включаючи рак нирок, яєчників, матки 

та рак товстої кишки [16, 114-116]. Пригнічення активності HILPDA 

призводить до зниження внутрішньопухлинних рівнів тригліцеридів і 

порушення росту пухлин, пов’язане з активацією апоптозом. 

 

1.9. Специфічний транскрипт мезодерми (MEST) 

Mest (специфічний транскрипт мезодерми) є членом сімейства α-β 

гідролаз, що характеризується наявністю 8 β-листів, з’єднаних α-спіралями 

[117]. Точна функція Mest залишається невідомою, однак більшість 

представників сімейства є регуляторами ліпідного метаболізму, а деякі з них 

безпосередньо залучені до сигнальних шляхів ферментативного синтезу та 

деградації ключових сигнальних ліпідів [117].  

Ген Mest регулюються епігенетично [118]. Метилування материнського 

алеля одразу після запліднення призводить до придушення експресії , що 

зазвичай є постійним. Однак, було показано, що гетерозиготні миші, які не 

мають функціонального батьківського алеля, можуть виявляти експресію 
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Mest, що вказує на можливість зворотнього імпринтингу за певних умов [120, 

121]. Було показано, що MEST пов’язаний з гіпоксію та стресом 

ендоплазматичного ретикулума [122]. Нокаут гену призводить до затримки 

росту, тоді як самки також демонструють втрату материнської турботи. Той 

факт, що не всі миші з дефіцитом Mest демонструють цей фенотип, свідчить 

про те, що на функцію гену впливає мінливість середовища та генетичного 

фону [14].  

Також було показано, що Mest впливає на розвиток центральної 

нервової системи. До того є, цей протеїн є важливим фактором для підтримки 

нейронів SNc [123, 124].  

 

1.10. Кератин 18 (KRT18) 

Проміжні філаменти складаються з великої кількості білків, які 

експресуються залежно від тканини та ступеня диференціації клітин. 

Цитокератини є основними структурними білками, що формують 

цитоплазматичну мережу проміжних філаментів [125]. Це сімейство 

складається щонайменше з 20 унікальних протеїнів, які діляться на дві 

категорії: відносно кислу групу типу I (CK9–CK20) і нейтрально-основну 

групу типу II (CK1–CK8). Ці два типи об’єднуються у співвідношенні 1:1 у 

нековалентні гетерополімери, які потім збираються у кератинові нитки [126].  

Цитокератин 18 (CK18 або KRT18) кодує білок проміжних філаментів 

типу I, який локалізується в цитоплазмі та перинуклеарному просторі [127]. 

Цей протеїн був виявлений у печінці, легенях, нирках, шлунково-кишковому 

тракті, підшлунковій та молочній залозах [128].  KRT18 коекспресується з 

комплементарним кератиновим білком типу II CK8. За відсутності CK8 білок 

KRT18 руйнується, і кератинові проміжні філаменти не утворюються [129]. 

Динамічна рівновага KRT18 є важливою детермінантою його клітинних 
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функцій, і, як відомо, регулюється сайт-специфічним фосфорилюванням 

[130].  

Функція цитокератину 18 полягає у забезпеченні гнучкого 

внутрішньоклітинного каркасу для структурування цитоплазми, 

протистояння зовнішнім стресам і підтримки нормальних мітохондріальних 

структур [131, 132]. KRT18 також необхідний для передачі сигналів 

клітинами та регуляції таких клітинних процесів як апоптоз, мітоз та 

прогресування клітинного циклу [17-20]. Було показано, що білок KRT18 має 

антипроліферативні властивості [105]. Oкрім цього, KRT18 є 

високоекспресованим у деяких типах раку та використовується як 

епітеліальний маркер у діагностичній гістопатології [15]. 

 

1.11. МікроРНК, її роль в контролі експресії генів 

МікроРНК - це короткі молекули РНК розміром від 19 до 25 

нуклеотидів, що забезпечують пост-транскрипційне пригнічення цільових 

генів. Одна мікроРНК може зв’язуватись з сотнею різних мРНК і таким 

чином впливати на експресію багатьох генів [133].  

Синтез мікроРНК починається з транскрипції гена і формування 

первинного транскрипту під назвою при-мікроРНК (рис. 1.4.). Це 

послідовності характеризуються 5′-кепуванням і 3′-поліаденілюванням. Гени, 

що кодують мікроРНК, транскрибуються РНК-полімеразою II або іноді РНК-

полімеразою III [134, 135]. Утворені при-мікроРНК розщеплюються 

комплексами, що складаються з РНК-зв’язуючого білка DGCR8 і РНКази 

типу III Drosha. Отриманий продукт, пре-мікроРНК, транспортується 

комплексом Ran/GTP/Exportin 5 від ядра до цитоплазми для подальшої 

обробки РНКазою III Dicer. Сформований дуплекс довжиною 20-22 

нуклеотидів розкручується з утворенням зрілої мікроРНК, що потім 

включається в білковий комплекс RISC [133]. Після зв’язування зі своєю 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microrna
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nucleotide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nucleotide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nucleotide
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цільовою мРНК мікроРНК призводять до репресії трансляції при 

недосконалій комплементарності або деградації цільової мРНК у разі 

ідеальної комплементарності [136].   

Біогенез мікроРНК сильно контролюється на багатьох стадіях 

включаючи транскрипцію мікроРНК, процесинг комплексу Drosha і Dicer, 

транспортування, зв’язування RISC і розпад мікроРНК [133, 137, 138]. 

Чисельні дослідження підтверджують участь мікроРНК у регуляції 

різноманітних прецесів [139, 140, 133]. Так miR-7 відповідає за фізіологічний 

розвиток гіпофіза, зорової нервової системи та кори головного мозку, тоді як 

miR-150 виконує важливу регуляторну роль у гематопоезі [141, 142]. 

Однак, порушення експресії мікроРНК пов’язане із розвитком 

різноманітних захворювань, включаючи онкологічні [141-143]. Було 

показано, що miR-27a бере участь у регуляції багатьох процесів росту 

пухлини, включаючи проліферацію, апоптоз, міграцію, інвазію, ангіогенез, 

тощо [143].  

Наприклад, рак щитовидної залози характеризується надмірною 

експресією miR-19a, а інгібування цієї мікроРНК пригнічує проліферацію 

пухлинних клітин [144]. Було показано, що підвищена експресія miR-7 також 

пригнічує міграцію та інвазію пухлиних клітин [145]. В свою чергу, експресія 

miR-145 є зниженою в тканинах пухлини, а активність цієї мікроРНК може 

призводити до пригнічення росту і інвазії. Ця унікальна особливість робить 

miR-145  потенційним біомаркером розвитку раку та новою мішенню для 

розробки ліків [146].  
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Рис. 1.4. Схематичне зображення синтезу мікроРНК і її взаємодії з мРНК. 

РОЗДІЛ 2 
ОБ’ЄКТ, МЕТОДИ ТА МАТЕРІАЛИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

2.1. Біоінформатичний аналіз 3’-нетранслюємих ділянок мРНК на наявність 

сайтів зв’язування мікроРНК 

Біоінформатичний аналіз 3’-нетранслюємих ділянок мРНК на наявність 

сайтів зв’язування мікроРНК проводився за допомогою веб-сайту 

TargetScanHuman (https://www.targetscan.org). 

 

2.2. Експериментальний матеріал 

Функціоналізовані одностінні карбонові нанотрубки діаметром 1–2 нм 

були суспензовані в дистильованій воді та відфільтровані за допомогою 

мембранного фільтра з розміром пор 1,2 мкм. 

 

https://www.targetscan.org/
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2.3. Культура клітин та умови культивування  

Експеримент проводився на іморталізованих нормальних астроцитах 

людини клітинної лінії NHA/TS. Клітини були отримані від докторів Сасай і  

Танака (Японія) Клітини культивувались при 37 ° С в інкубаторі з 5% СО2 та 

95% повітря. До клітин додавали дві дози ОСКНТ (2 і 8 нг/мл середовища) та 

культивували їх протягом 24 годин. 

 

2.4. Виділення РНК і синтез кДНК 

РНК виділяли із нормальних астроцитів людини за допомогою реагенту 

TRIZOL [147]. Осад промивали 75% етанолом і розчиняли у воді без нуклеаз. 

Зразки додатково очищались шляхом повторного осадження 95% етанолом з 

ацетатом натрію, після чого осад знову розчиняли у воді без нуклеаз. 

Концентрацію РНК, а також її спектральні характеристики вимірювали за 

допомогою NanoDrop One (Thermo Scientific). Для зворотної транскрипції 

було використано набір для синтезу кДНК Thermo Scientific Verso. Mir-X 

miRNA First-Strand Synthesis Kit (Takara, Японія) використовувався для 

поліаденілування та зворотної транскрипції мікроРНК. 

 

2.5. Полімеразна ланцюгова реакція у реальному часі 

Вплив низьких доз одностінних карбонових нанотрубок на екпресію 

генів DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, CLU, ZNF395, KRT18, GJA1, HILPDA, MEST 

вимірювали за допомогою кількісної полімеразної ланцюгової реакції в 

реальному часі (кПЛР). Для цього використовували «QuantStudio 5 Real-Time 

PCR System» ( Applied Biosystems) та Absolute qPCR SYBRGreen mix. 

Полімеразну ланцюгову реакцію повторювали тричі.  

Рівень мікроРНК також вимірювали за допомогою кПЛР в реальному 

часі з використанням Mir-X miRNA qRT-PCR SYBR Kit (Takara, Японія). Для 
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аналізу експресії використовували чотири різні зразки РНК для кожної 

експериментальної групи та пари специфічних праймерів (Sigma-Aldrich, 

США; табл. 1.1.). Універсальний зворотний праймер кПЛР і специфічні для 

кожної мікроРНК прямі праймери використовувались для аналізу експресії 

мікроРНК (табл. 1.2.). Якість продуктів ампліфікації перевіряли шляхом 

аналізу кривих плавлення. Ампліфіковані фрагменти також аналізували на 

3%-ому агарозному гелі допомогою електрофорезу. 

 Дані аналізували за допомогою комп’ютерної програми “Differential 

Expression Calculator”. Значення експресії мРНК були нормалізовані до рівня 

мРНК бета-актину (ACTB), а мікроРНК до рівня РНК U6. Значення були 

представлені у відсотках від контролю (100%). 

 

 

 

Таблиця 1.1. 

Характеристика праймерів, що були використані для полімеразної 

ланцюгової реакції у реальному часі. 

Символ гена 

 

Ім’я гена Послідовніть праймерів Номери 

нуклеотидів у 

послідовності 

GenBank 

номер 

 

CLU кластерин F: 50-tcaaaatgctgtcaacgggg 

R: 50-tggtctcattgcacactcct 

213,232 

391–372 

NM_001831 

DNAJB9 протеїн 

теплового шоку 

В9 родини DnaJ  

F: 50-gtcggagggtgcaggatatt 

R: 50-tcagggtggtacttcatggc 

346–365 

536–517 

NM_012328 

IGFBP3 протеїн 3, що 

зв’язується з IGF  

F: 50-tctgatcccaagttccaccc 

R: 50-tccatttctctacggcaggg 

613–632 

785–766 

NM_000598 

ZNF395 протеїн 

цинкового 

пальця 395  

F: 50-tctgctcttccaccacctct 

R: 50-ggtgagactgggatctggaa 

1219–1238 

1391–1372 

NM_018660 
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KRT18 кератин 18 

 

F: 50-cacagtctgctgaggttgga 

R: 50-gagctgctccatctgtaggg 

966–985 

1391–1372 

NM_000224 

GJA1 білок щілинних 

контактів А1 

F: 50-ggcgtgaggaaagtaccaaa 

R: 50-cctccagcagttgagtaggc 

46–65 

268–249 

NM_000165 

IGFBP6 протеїн 6, що 

зв’язується з IGF  

F: 50-gctgttgcagaggagaatcc 

R: 50-ttgggcacgtagagtgtttg 

397–416 

632–613 

NM_002178 

HILPDA протеїн 2, що 

індукується за 

гіпоксії  

F: 50-caagctgagcaccgttgtaa 

R: 50-ccaccacacccagctaactt 

533–552 

773–754 

NM_013332 

MEST специфічний 

транскрипт 

мезодерми  

F: 50-aagatggaggtgtgctgtca 

R: 50-gcgccttctgaacttcttcc 

813–832 

1021–1002 

NM_002402 

ACTB бета-актин F: 50-gacttcgagcaagagatgg 

R: 50-gcactgtgttggcgtacag 

747–766 

980–961 

NM_001101 

 

 

 

Таблиця 1.2.  

Характеристика праймерів, що були використані для полімеразної 

ланцюгової реакції у реальному часі з мікроРНК. 

Символ мікроРНК Назва мікроРНК Послідовніть праймерів 

miR-144 microRNA-144-5p 50-ggatatcatcatatactgtaag 

miR-145 microRNA-145-5p 50-gtccagttttcccaggaatccct 

miR-150 microRNA-150-5p 50-tctcccaacccttgtaccagtg 

miR-10a microRNA-10a-5p 50-taccctgtagatccgaatttgtg 

miR-19a microRNA-19a-5p 50-tgtgcaaatctatgcaaaactga 

miR-7 microRNA-7-5p 50-tggaagactagtgattttgttgt 

miR-27a microRNA-27a-3p 50-ttcacagtggctaagttccgc 

 

 2.6. Статистичний аналіз 
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Результати триразових вимірювань у 4 незалежних експериментах були 

використані для підрахунку середнього значення ± SEM. Статистичний 

аналіз виконувався за допомогою програми Excel. Різницю двох значень 

оцінювали за t-критерієм Стьюдента. Значення p < 0,05 вважали статистично 

значущим. Усі експериментальні дані qPCR аналізували на нормальність 

розподілу за допомогою графічного інструменту (графік нормальної 

ймовірності) та гістограми. Для аналізу деяких наборів даних було 

використано тест Д'Агостіно-Пірсона (P близький до 1,00) і тест Шапіро-

Вілка (W > 0,9; p > 0,9). 
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РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

3.1. Вплив ОСКНТ на експресію генів CLU, DNAJB9 та IGFBP3 у 

нормальних астроцитах людини 

Вплив одностінних карбонових нанотрубок діаметром 1–2 нм на 

експресію генів CLU, DNAJB9 та IGFBP3, що пов’язані зі стресом 

ендоплазматичного ретикулума, проліферацією клітин, апоптозом і 

канцерогенезом, вивчався на нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS.  

Було показано, що обробка клітин двома дозами ОСКНТ (2 і 8 нг/мл 

середовища)  призводить до значного посилення експресії усіх обраних генів. 

Так, рівень експресії гену, що кодує кластерин (CLU), був збільшений на 45% 

після культивування у присутності 2 нг ОСКНТ на 1 мл середовища 

протягом 24 годин. У той же час, обробка нормальних астроцитів людини 8 

нг ОСКНТ на 1 мл середовища призводила до більшого ефекту на рівень 

експресії гену CLU (+94%, рис. 2.1.). Цей результат підтверджує 

дозозалежний характер впливу.  

Одностінні карбонові нанотрубки також призводять до зміни експресії 

гену IGFBP3 (білок-3, що зв'язує інсуліноподібний фактор росту). Було 

показано, що рівень експресії мРНК IGFBP3 був підвищений на 53 та 87% 

після культивування нормальних астроцитів людини у присутності  2 та 8 нг 

ОСКНТ на 1 мл середовища, відповідно (рис. 2.1.). 

Однак, обробка клітин лінії NHA/TS ОСКНТ призводила до більшого 

ефекту на експресію гену DNAJB9 (сімейство білків теплового шоку DnaJ 

(Hsp40), член B9). Було показано, що рівень експресії гену збільшився на 102 

та 106% порівняно з контролем при обробці 2 та 8 нг нонотрубок на 1 мл 

середовища, відповідно (рис. 2.1.).  

Таким чинном, було показано, що обробка нормальних астроцитів 

людини малими дозами нанотрубок призводить до посилення експресії генів 
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CLU, DNAJB9 та IGFBP3, що пов’язані з проліферацією клітин, апоптозом і 

канцерогенезом. Отримані результати також вказують на значний вплив 

ОСКНТ на експресію генів, що кодують білки задіяні у реакціях стресу 

ендоплазматичного ретикулума (CLU, DNAJB9 та IGFBP3). До того ж, 

експресія досліджених генів збільшуються при різних видах раку.  

Цілком можливо, що нанотрубки можуть активувати сигнальні шляхи 

стресу ендоплазматичного ретикулума як і інші види наночатинок [148, 149]. 

Оскільки ОСКНТ не здатні до біологічного розкладання, цей стрес є 

постійним. Ймовірно, що стрес ендоплазматичного ретикулума відіграє 

центральну роль у забезпеченні впливу ОСКНТ на метаболізм, виживання та 

канцерогенез клітин. Це підтверджується дослідженням, що демонструє 

пригнічення ефектів наночастинок при інгібуванні стресу ендоплазматичного 

ретикулума [150]. Дані літератури вказують на важливу роль шаперону 

клітинного стресу DNAJB9 у захисті клітин від апоптозу під час стресу 

ендоплазматичного ретикулума шляхом інгібування проапоптотичної 

функції p53 [151, 76]. До того ж, збільшення нанотрубками рівня експресії 

гену IGFBP3 може мати антипроліферативні та апоптичні ефекти [77, 152]. 

Таким чином, отримані результати підтверджують небезпечність 

одностінних карбонових нанотрубок, що можуть порушувати функціональну 

цілісність геному, опесередкувати його перепрограмування та генетичну 

токсичність.  
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Рис. 2.1. Вплив ОСКНТ (2 та 8 нг/мл, 24 год) на експресію мРНК CLU, 

DNAJB9 та IGFBP3 у нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS. 

Значення експресії мРНК нормували за значенням експресії мРНК ACTB; n = 

4. 

 

3.2. Вплив ОСКНТ на експресію генів KRT18, ZNF395 та GJA1 у нормальних 

астроцитах людини 

Наступною задачею дослідження було визначити вплив одностінних 

карбонових нанотрубок на експресію генів KRT18, ZNF395 та GJA1 у 

нормальних астроцитах людини клітинної лінії NHA/TS.  

Було продемонстровано, що експресія гену KRT18, який кодує 

основний структурний компонент мережі проміжних філаментів та є 

необхідним для передачі сигналів клітинами і регуляції апоптозу, була менш 

чутливою до токсичної дії цих карбонових нанотрубок [37-40]. Обробка 
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клітин нормальних астроцитів людини малими дозами нанотрубок (2 та 8 

нг/мл середовища) протягом 24 годин призводить до незначного зниження 

рівня експресії на 13 і 15%, відповідно (рис. 2.2.). 

Експресія гену ZNF395, що кодує білок типу цинковий палець 395 

зазнала більш значних змін під впливом одностінних карбонових 

нанотрубок. Так, рівень експресії гену був зменшений на 44% після 

культивування у присутності 2 нг ОСКНТ на 1 мл середовища протягом 24 

годин. У той же час, обробка нормальних астроцитів людини 8 нг ОСКНТ на 

1 мл середовища призводила до подібного ефекту та призводила до 

зменшення рівня експресії на 45% (рис. 2.2.). 

Вплив ОСКНТ на експресію гену GJA1 (білок щілинних контактів 

альфа-1) також істотно не залежав від кількості нанотрубок (рис. 2.2.). Було 

продемонстровано, що рівень експресії цього гену зменшився на 72 і 76% 

при обробці 2 і 8 нг нанотрубок на 1 мл середовища, відповідно. 

Таким чином, низькі дози одностінних карбонових нанотрубок 

впливають на експресію мРНК ZNF395, KRT18 і GJA1 в нормальних 

астроцитах людини. Ці зміни відображають порушення регуляції 

функціональної цілісності геному, що може сприяти розвитку раку, оскільки 

білки ZNF395 і KRT18 мають антипроліферативні властивості [105, 153]. 

Крім того, білок GJA1 є компонентом щілинних контактів, що забезпечують 

шлях для дифузії низькомолекулярних матеріалів від клітини до клітини. 

Порушення його регуляції також може сприяти канцерогенезу [154]. 
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Рис. 2.2. Вплив ОСКНТ (2 та 8 нг/мл, 24 год) на експресію мРНК 

ZNF395, KRT18 та GJA1 у нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS. 

Значення експресії мРНК нормували за значенням експресії мРНК ACTB; n = 

4. 

 

3.3. Вплив ОСКНТ на експресію генів MEST, HILPDA та IGFBP6 у 

нормальних астроцитах людини 

Також було досліджено вплив одностінних карбонових нанотрубок на 

експресію гену IGFBP6 (білок-6, що зв'язує інсуліноподібний фактор росту), 

що задіяний у регуляції проліферації, росту, диференції та міграції клітин [9]. 

Було показано, що обробка клітин лінії NHA/TS низькими дозами ОСКНТ (2 

і 8 нг/мл середовища) призводила до значного дозозалежного зниження 

експресії цього гену (рис. 2.3.). Схожі результати спостерігались для генів 

MEST та HILPDA (рис. 2.3.). Як відомо, ці гени пов’язані з гіпоксію та 
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стресом ендоплазматичного ретикулума і відіграють важливу роль у 

регуляції розвитку. Таким чином, одностінні карбонові нанотрубки можуть 

порушувати важливі процеси розвитку шляхом дозозалежного пригнічення 

експресії MEST, HILPDA та IGFBP6 [122, 155, 40].  

 

Рис. 2.3. Вплив ОСКНТ (2 та 8 нг/мл, 24 год) на експресію MEST, 

HILPDA та IGFBP6 у нормальних астроцитах людини лінії NHA/TS. 

Значення експресії мРНК нормували за значенням експресії мРНК ACTB; n = 

4. 

 

3.4. Ідентифікація сайтів зв’язування мікроРНК на 3’-нетранслюємих 

ділянках мРНК 

 Було ідентифіковано сайти зв’язування мікроРНК на 3’-нетранслюємих 

ділянках мРНК DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, CLU, ZNF395, KRT18, GJA1, 

HILPDA і MEST. Було визначено, що мікроРНК miR-27a може зв’язувати 
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мРНК DNAJB9, miR-19a- IGFBP3 та CLU, miR-145 - IGFBP6 та MEST. Також 

було показано, що мРНК ZNF395 має специфічну до miR-7 область 

зв’язування на 3’-НТО, тоді як GJA1 має відповідну ділянку для зв’язування 

miR-144. miR-150 може зв’язувати мРНК HILPDA, а miR-10 – мРНК KRT18 

(табл 2.1.).  

Таблиця 2.1. 

МікроРНК, що мають сайти зв’язування на 3`- нетранслюємих ділянках 

досліджуваних мРНК. 

Символ 

гена 

Ім’я гена Символ 

мікроРНК 

Назва мікроРНК 

DNAJB9 протеїн теплового шоку В9 

родини DnaJ  

miR-27a microRNA-27a-3p 

IGFBP3 протеїн 3, що зв’язується з 

IGF 

miR-19a microRNA-19a-5p 

IGFBP6 протеїн 6, що зв’язується з 

IGF  

miR-145 microRNA-145-5p 

CLU кластерин miR-19a microRNA-19a-5p 

ZNF395 протеїн цинкового пальця 

395  

miR-7 microRNA-7-5p 

GJA1 білок щілинних контактів 

А1 

miR-144 microRNA-144-5p 

HILPDA протеїн 2, що індукується за 

гіпоксії 

miR-150 microRNA-150-5p 

MEST специфічний транскрипт 

мезодерми 

miR-145 microRNA-145-5p 

KRT18 кератин 18 miR-10а microRNA-10a-5p 
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3.5. Вплив ОСКНТ на експресію мікроРНК у нормальних астроцитах людини 

Також було досліджено вплив низьких доз одностінних карбонових 

нанотрубок діаметром 1–2 нм на експресію мікроРНК, що мають сайти 

зв’язування на 3`- нетранслюємих областях досліджуваних мРНК.  

Дослідження впливу нанотрубок на функцію геному в нормальних 

астроцитах людини виявили значні зміни на рівні експресії мікроРНК. Було 

показано, що рівень експресії всіх досліджуваних мікроРНК був підвищений 

під впливом одностінних карбонових нанотрубок, за винятком miR-19a-5p і 

miR-203-5p (рис. 2.4.). Так, обробка нормальних астроцитів людини (8 нг/мл 

протягом 24 годин) призвела до зниження рівня експресії miR-19a-5p і miR-

27a-3p на 35 і 55%, відповідно. Біоінформатичний аналіз визначив сайти 

зв’язування цих мікроРНК на 3`- нетранслюємих областях мРНК IGFBP3, 

CLU та DNAJB9. Отримані результати добре узгоджуються зі значною 

активацією цих мРНК. Результати вказують на можливу участь miR-19a-5p і 

miR-27a-3p у пост-транскрипційній регуляції експресії мРНК IGFBP3, CLU 

та DNAJB9. 

В той же час, обробка нормальних астроцитів людини лінії NHA/TS 

ОСКНТ протягом 24 годин призводила до підвищення рівня експресії miR-

7‐5p, miR‐ 10a‐ 3p, що мають сайти зв’язування в мРНК ZNF395 та KRT18, 

відповідно (рис. 2.4.). Підвищений рівень експресії цих мікроРНК добре 

корелює зі зниженням рівня мРНК ZNF395 та KRT18.  
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Рис. 2.4. Вплив ОСКНТ (8 нг/мл середовища, 24 год) на експресію 

мікроРНК miR-19a-5p, miR-27a-3p, miR-7-5p, та miR-10-5p у нормальних 

астроцитах людини лінії NHA/TS. Значення експресії мРНК нормували за 

значенням експресії РНК U6; n = 4. 

 

Обробка клітин лінії NHA/TS одностінними карбоновими 

нанотрубками призводить також до підвищення рівня експресії miR‐144‐

5p, miR‐145‐ 5p та miR‐ 150‐ 5p (+38, +685 і +84% , відповідно, рис. 2.5.). Ці 

результати добре узгоджуються зі зниженням рівня мРНК GJA1, HILPDA, 

MEST та IGFBP6.  
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Рис. 2.5. Вплив ОСКНТ (8 нг/мл середовища, 24 год) на експресію 

мікроРНК miR-144-5p, miR-145-5p та miR-150-5p у нормальних астроцитах 

людини лінії NHA/TS. Значення експресії мРНК нормували за значенням 

експресії РНК U6; n = 4. 

 

Таким чином, низькі дози одностінних карбонових нанотрубок 

порушують  експресію численних мРНК і мікроРНК, що кодують 

різноманітні важливі регуляторні фактори, пов’язані зі стресом 

ендоплазматичного ретикулума, проліферацією клітин, апоптозом і 

канцерогенезом, у нормальних астроцитах людини. Було показано, що ці 
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ефекти можуть опосередковуватись як транскрипційною, так і пост-

транскрипційною регуляцією (рис. 2.6.). Отримані результати підтверджують 

генотоксичний і нейротоксичний ефект цих унікальних сполук вуглецю.  

Цілком можливо, що більшість спостережуваних змін у експресії 

численних мікроРНК та мРНК у нормальних астроцитах людини, оброблених 

ОСКНТ, опосередковані порушеннями функціональності генома за участі 

сигнальних шляхів стресу ендоплазматичного ретикулума. Більшість 

досліджених мРНК реагують на стрес ЕР, що підтверджує важливість стресу 

ендоплазматичного ретикулума у опосередкуванні впливу ОСКНТ. Однак, 

точні механізми токсичності одностінних карбонових нанотрубок досі 

значною мірою невідомі і потребують подальшого дослідження. 

 

 

Рис. 2.6. Схематичне представлення ефектів одностінних карбонових 

нанотрубок на рівні експресії досліджуваних мРНК та мікроРНК.    
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ВИСНОВКИ 

1) Встановлено, що низькі дози одностінних вуглецевих нанотрубок 

(2 і 8 нг/мл) індукують дозозалежне збільшення рівня експресії 

генів CLU, DNAJB9 та IGFBP3 у нормальних астроцитах людини 

лінії NHA/TS.  

2)    Показано, що за присутності низьких доз одностінних вуглецевих 

нанотрубок у нормальних астроцитах людини рівень експресії 

генів IGFBP6, ZNF395, GJA1, HILPDA, MEST та KRT18 зменшується 

3)    В 3’-нетранслюємих послідовностях мРНК CLU, 

DNAJB9, IGFBP3, IGFBP6, ZNF395, GJA1, HILPDA, MEST та KRT1

8 виявлено сайти зв’язування мікроРНК -7, -10, -19a, -27a, -144, -145 

і -150.  

4)    Показано, що за дії одностінних вуглецевих нанотрубок в 

нормальних астроцитах людини спостерігається зниження рівня 

експресії miR-19a та miR-27a і збільшення 

експресії мікроРНК microRNA-145, microRNA-19a, microRNA-7, 

microRNA-144 та microRNA-150. 

5)    Отримані результати відображають генотоксичні та 

нейротоксичні ефекти одностінних вуглецевих нанотрубок, які 

опосередковуються змінами в експресії генів як на 

транскрипційному, так і пост-транскрипційному рівнях. 
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