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Регуляторна роль позаклітинних везикул за умов норми та
канцероґенезу

Позаклітинні везикули (EVs) складають гетерогенну популяцію
нано/мікророзмірних мембранних везикул, що постійно
секретуються в позаклітинне середовище практично всіма
дослідженими типами клітин як за нормальних фізіологічних, так і
патологічних станів. Згідно з результатами великого масиву
експериментальних досліджень останніх десятиліть, EVs містять
нуклеїнові кислоти (microRNA, mRNA, non-coding RNA, DNA),
протеїни з різним функціональним потенціалом (транскрипційні
фактори, фактори росту, інтегрини, метаболічні ензими і ін.),
сигнальні молекули та метаболіти, що дозволяє їм відігравати
провідну роль у міжклітинній комунікації. EVs залучені до контролю
сигналювання як між сусідніми клітинами, так і дистантно
розташованими, що забезпечується їх циркулюванням у
біологічних рідинах, таких як кров, сеча, плевральні випоти,
спинномозкова рідина, слина. Оскільки молекулярний склад EVs є
відбитком (“fingerprint”) генетичного контексту клітин, які їх
продукували, профілювання вмісту цих частинок є потенційним
клінічним ресурсом для неінвазивної диференційної діагностики,
прогнозування перебігу хвороб і розробки протоколів лікування,
скерованих на конкретного пацієнта. Зокрема, на сьогодні
переконливо встановлено, що EVs, ізольовані з крові онкологічних
хворих та кондиціонованого середовища ліній пухлинних клітин,
містять пухлино-специфічні молекули, які сприяють прогресії
пухлинного росту, інвазії й метастазуванню, ремоделюванню
мікрооточення пухлин та ангіогенезу. Прогрес у зазначеній галузі
молекулярної клітинної біології й експериментальної медицини
тісно пов’язаний із використанням сучасних і розробкою новітніх
технологій для ізолювання та характеристики EVs. Водночас,
глибина вивчення EVs, що містяться в низці біологічних рідин та
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продукуються пухлинними клітинами, все ще залишається
недостатньою, що зумовлює динамічне накопичення інформації
стосовно ідентифікації і з’ясування біологічної ролі нових
маркерних біомакромолекул. Сказане зумовило постановку мети
дисертаційної роботи - дослідити особливості продукування,
молекулярний склад та функціональні властивості EVs, ізольованих
з поту людини та кондиціонованого середовища
псевдонормальних та пухлинних клітин, з’ясувати вплив нормоксії/
гіпоксії й адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на зазначені показники.
Відповідно до мети були сформульовані такі завдання:
1. Охарактеризувати склад нуклеїнових кислот, що містяться в EVs з
поту людини, індукованого фізичними навантаженнями.
2. Дослідити особливості протеїнового складу EVs з поту людини,
індукованого фізичними навантаженнями, та оцінити можливість
використання EVs з поту як джерела потенційних протеїнових
біомаркерів.
3. Проаналізувати особливості хімічного та протеїнового складу EVs,
що продукуються клітинами карциноми нирки миші лінії Renca та
людини лінії 786-О за умов нормоксії/гіпоксії.
4. З’ясувати вплив нормоксії/гіпоксії на кількість, розміри та склад
EVs, ізольованих з кондиціонованого середовища клітин
карциноми нирки миші лінії Renca з різним рівнем експресії
адаптерного протеїну Ruk/CIN85.
5. Дослідити вплив EVs, що продукуються клітинами ембріональної
нирки людини лінії НЕК293 з різним рівнем експресії адаптерного
протеїну Ruk/CIN85, на клітинні відповіді in vitro.
6. Проаналізувати особливості протеїнового складу EVs, що
продукуються клітинами ембріональної нирки людини лінії НЕК293
залежно від рівня експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85.
7. Дослідити вплив EVs, ізольованих з кондиціонованого
середовища аденокарциномних клітин грудної залози миші лінії
4Т1 з up/down регулюванням адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на
біологічні відповіді клітин 4T1 WT in vitro.
Людський піт є сумішшю секретів трьох типів залоз: еккринних,
апокринних і сальних. Еккринні залози відкриваються
безпосередньо на поверхню шкіри і виробляють велику кількість
рідини на водній основі у відповідь на тепло, емоції чи  фізичну
активність, тоді як інші залози виробляють маслянисті рідини та
восковий секрет. За даними літератури, більшість біологічних рідин
тваринного тіла містять нуклеїнові кислоти як у вигляді
рибонуклеопротеїнових комплексів, так і у складі EVs. Водночас,
інформація про особливості нуклеїнового складу EVs поту людини
на момент початку наших досліджень була відсутньою. Для
характеристики складу DNA і RNA у EVs-збагачених зразках поту
людини, зібраних у добровольців, які виконували інтенсивні
вправи, нами було використано методологію секвенування нового
покоління (NGS, next generation sequencing). Встановлено, що EVs з
поту людини містять різноманітні нуклеїнові кислоти, а саме, DNA
(найбільш представленою була мітохондрійна DNA) та RNA
людського і мікробного походження. За результатами «Small RNA-
seq» зразків поту, збагачених EVs, 74% зчитувань відповідали
геному людини і 29% - неанотованим областям. Більше 70%
зчитувань RNA, що відповідали анотованим областям, належали до
tRNA, тоді як інші типи RNA (18,5%), mRNA (5%) і miRNA (1,85%) були
менш представлені. Секвенування RNA з індивідуальних зразків
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поту, збагачених EVs, загалом дало менший відсоток зчитувань, що
відповідали геному людини (7–45)%, і (50–60)% зчитувань, що
відповідали неанотованим областям геному. Більшість
ідентифікованих RNA були представлені tRNA і меншою мірою rRNA,
LincRNA mіRNA, mRNA, snRNA, snоRNA та іншими small RNAs.
Виявлено також нуклеїнові кислоти бактерій, архей і вірусів,
типових для мікробіому шкіри.
Важливим етапом досліджень стало з’ясування можливості
використовувати позаклітинні везикули, отримані з поту, як
джерело протеїнових біомаркерів людського та бактерійного
походження. Присутність маркерів EVs у зразках EVs з поту людини
було всебічно охарактеризовано з використанням платформи
ExoView, електронної мікроскопії, аналізу відстеження
наночастинок та Вестерн-блотингу. Протеїновий склад загального
поту, збагаченого EVs, та зразків поту, зібраних з альгінатних
пластирів, було досліджено з використанням мас-
спектрометричного аналізу (LS-MS). Згідно з отриманими даними, у
EVs-збагаченому поті ідентифіковано 1209 унікальних протеїнів
людини, з яких приблизно 20% були присутні у кожному
індивідуальному дослідженому зразку. EVs, ізольовані з поту,
містили типовий маркер екзосом CD63, 846 протеїнів (70%),
спільних з загальним потом, і 368 протеїнів (30%) – з альгінатним
пластиром. Більшість виявлених протеїнів, що переносяться EVs,
знайдені також і в інших біорідинах, головним чином, у сечі. Крім
протеїнів людини, зразки поту, збагачені EVs, містили 1594 протеїни
бактерійного походження. Протеїнові профілі бактерійного
походження у зразках поту, збагаченого EVs, характеризувалися
високою індивідуальною варіабельністю, що відображало
відмінності у складі загального поту. Встановлено, що альгінатний
пластир для збору поту накопичував лише 5% протеїнів
бактерійного походження.
У підсумку, результати системних досліджень нуклеїнового та
протеїнового складу EVs з поту людини дозволяють зробити
висновок про можливість їх використання як неінвазивного
джерела біомаркерів людського та бактерійного походження. Окрім
того, використання комерційно доступних альгінатних пластирів
для збору поту дозволить вибірково отримувати матеріал
людського походження з дуже малим вмістом чужорідного
матеріалу.
Швидкість продукування EVs пухлинними клітинами регулюється за
участі зовнішніх стимулів, зокрема таких як гіпоксія. EVs, що
вивільняються за умов гіпоксії, впливають на розвиток ознак
малігнізації пухлинних клітин, таких як виживання,
проліферативний потенціал, ангіогенез, інвазія та метастазування,
що тісно пов’язано з особливостями їх молекулярного вантажу.
Встановлено, що вплив гіпоксії на клітини аденокарциноми нирки
призводить до посилення секреції EVs й помітних змін їх
протеїнового вантажу порівняно з нормоксією. За допомогою
протеомного аналізу (LS-MS) в зразках «гіпоксичних» EVs виявлено
надмірну присутність протеїнів, які беруть участь у забезпеченні
адгезивності клітин, таких як інтегрини.
На наступному етапі було здійснено оцінку ефективності
застосування обмеженої в часі Раманівської спектроскопії (Time-
Gated Raman Spectroscopy, TG-RS) та підсиленої поверхнею
обмеженої в часі Раманівської спектроскопії (Surface Enhanced Time-
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Gated Raman Spectroscopy, TG-SERS) для характеристики
особливостей хімічного складу препаратів EVs. Показано, що
традиційна Раманівська спектроскопія з безперервним хвильовим
збудженням не забезпечувала отримання помітного сигналу.
Достовірні сигнали були отримані за допомогою TG-RS, які були ще
більш підсилені при використанні TG-SERS. Аналіз Раманівських
сигналів дозволив виявити характерні зміни у амідних областях
через зміни хімічних зв’язків у протеїнах EVs за умов гіпоксії.
Результати проведених досліджень продемонстрували, що TG-RS та
TG-SERS є перспективними безмітковими технологіями для
вивчення впливу зовнішніх стимулів, таких як дефіцит кисню, на
склад EVs, а також відмінностей, що виникають внаслідок
використання різних протоколів очищення EVs.
Згідно з опублікованими даними, маркерні протеїни EVs, Alix і
Tsg101, а також кортактин є зв'язувальними партнерами
адаптерного протеїну Ruk/CIN85. Беручи до уваги цю інформацію,
нами було здійснено ізолювання EVs, що продукуються клітинами
карциноми нирки миші лінії Renca залежно від рівня експресії Ruk/
CIN85 за умов нормоксії та гіпоксії з наступною їх характеристикою.
Центрифугування в градієнті щільності використовували для
ізолювання EVs з кондиціонованого середовища досліджуваних
клітин. Препарати очищених EVs були охарактеризовані за
допомогою аналізу відстеження наночастинок (NTA), електронної
мікроскопії та Вестерн-блотингу. Значних відмінностей у
середньому розмірі частинок EVs, що секретуються сублініями, не
було виявлено. У той же час, концентрація частинок, що
продукуються клітинами з надекспресією Ruk/CIN85 (Renca-RukUp),
виявилася на порядок вищою за умов гіпоксії у порівнянні з
умовами нормоксії. Було показано, що за умов нормоксії вміст як
Ruk/CIN85, так і маркерів EVs, Alix і CD81, зростав у везикулах,
очищених з кондиціонованого середовища клітин Renca з up-
регулюванням Ruk/CIN85 у порівнянні з контрольними Mock-
трансфікованими клітинами. За умов гіпоксії вміст досліджуваних
протеїнів зменшувався більш ніж на два порядки у EVs з клітин
Renca-RukUp, тоді як вміст Ruk/CIN85 і CD81 зростав у EVs з Mock-
трансфікованих клітин. Таким чином, нами було
продемонстровано, що адаптерний протеїн Ruk/CIN85 є новим
компонентом EVs, що продукуються пухлинними клітинами, який
може відігравати регуляторну роль у контролі складу EVs за умов
нормоксії та гіпоксії.
Подальші дослідження проводили з використанням EVs, очищених
ультрацентрифугуванням в градієнті щільності з кондиціонованого
середовища клітин ембріональної нирки людини лінії НЕК293,
стабільно трансфікованих вектором ЕGFP-Ruk/CIN85.
Характеристику EVs здійснювали за допомогою аналізу відстеження
наночастинок (NTA), електронної мікроскопії та Вестерн-блотингу.
Встановлено , що адаптерний протеїн ЕGFP-Ruk/CIN85 є
компонентом EVs, що продукуються стабільними трансфектантами
клітин НЕК293. З  використанням системи Incu Cyte
продемонстровано здатність EVs з надекспресією ЕGFP-Ruk/CIN85
диференційно модулювати проліферативні властивості та
рухливість клітин in vitro. Мас-спектрометричним аналізом (LC-MS)
вперше показано, що більшість ідентифікованих протеїнів, що
диференційно експресуються в клітинах НЕК293 з up-регулюванням
ЕGFP-Ruk/CIN85 і виявляються в EVs, є метаболічними ензимами.
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2.3. Ключові слова дисертації

2.4. Посилання, за яким
розміщено текст дисертації

Дослідження щодо особливостей регуляторних ефектів EVs, що
продукуються пухлинними клітинами з надекспресією (RukUp) або
зниженою експресією (RukDown) адаптерного протеїну Ruk/CIN85
були продовжені на моделі аденокарциномних клітин грудної
залози миші лінії 4Т1. EVs з кондиціонованого середовища клітин
4T1 RukUp або RukDown ізолювали шляхом диференційного
центрифугування з подальшим очищенням за допомогою набору
Exo-spin™ (Cell Guidance Systems). Кількість і розмір EVs були
охарактеризовані за допомогою інструменту NTA. Вміст маркерних
протеїнів та Ruk/CIN85 в ізольованих EVs було проаналізовано
Вестерн-блотингом. Виживаність, міграційну та інвазійну активності
клітин 4T1 WT оцінювали за допомогою MTT-тесту, за швидкістю
заростання «подряпини» у клітинному моношарі in vitro та
модифікованої камери Бойдена з мембраною, вкритою шаром
Матригелю, відповідно. Вперше було продемонстровано, що
адаптерний протеїн Ruk/CIN85 є компонентом EVs, що
секретуються клітинами 4T1. Було також показано, що EVs з клітин
4T1 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85 характеризуються
специфічними профілями вмісту його численних молекулярних
форм. Виявилося, що здатність EVs модулювати проліферативну
активність, рухливість і інвазивність клітин 4T1 WT тісно корелює з
біологічними властивостями клітин 4T1, які секретують EVs
(високоагресивні клітини 4T1 RukUp або слабоінвазивні клітини 4T1
RukDown). Отримані дані свідчать, що адаптерний протеїн Ruk/
CIN85 не тільки є конститутивним компонентом протеїнового
складу EVs пухлинних клітин, але й, залежно від його вмісту в EVs,
відіграє активну роль у контролі канцерогенезу.
Ключові слова: позаклітинні везикули, екзосоми, секреція,
ендоцитоз, людський піт, лінії карциномних клітин, нормоксія/
гіпоксія, Раманівська спектроскопія, мікроскопія, транскриптом/
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