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Дисертація на здобуття наукового ступеню доктора філософії за 
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Тристетрапролін (tristetraprolin, TTP, ZFP36, що кодується геном ZFP36) 

являє собою РНК-зв’язувальний протеїн (РЗП), що бере участь у 

посттранскрипційній регуляції експресії шляхом деградації цільових мРНК та 

вважається одним з ключових регуляторів багатьох клітинних процесів, 

асоційованих із малігнізацією. У той час як в здорових клітинах оптимальний 

рівень експресії протоонкогенів підтримується за допомогою жорсткого 

транскрипційного та пост-транскрипційного контролю, в трансформованих 

клітинах велика кількість таких мРНК мають аномальну стабільність, що 

призводить до порушень клітинного циклу. Приблизно 15% мРНК мають AU-

збагачені елементи (AU-rich repeats, ARE) в їх 3'-нетрансльованих ділянках 

(3’-НТД) і можуть підлягати регуляції з боку РНК-зв’язувальних протеїнів, 

одним з яких є ТТР. Показано, що експресія ТТР значно дисрегульована у 

багатьох типах раку, у тому числі у раку молочної залози (РМЗ), а також 

показано його участь у деградації мРНК, продукти яких асоційовані із 

міграцією та інвазією, проте на сьогодні даних щодо впливу ТТР та експресію 

цитоскелет-асоційованих генів недостатньо. Метою роботи було вивчення 

особливостей впливу надекспресії ТТР на експресію цитоскелет-асоціованих 

генів SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL в контексті клітинної 

рухливості та інвазії на моделі тричі-негативного РМЗ, дослідити вплив 

доксорубіцину на експресію цих генів та клітинну рухливість, а також оцінити 

можливість використання ТТР як біомаркера в РМЗ. 

В даній роботі було in silico проаналізовано 49 транскрипційних 

варіантів генів, продукти яких залучених до міграції та інвазії, та виявлено, що 
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24 з них містять у своїх 3’-НТД ARE. Також in silico було проаналізовано 

ймовірність зв’язування ТТР з мРНК генів цитоскелету SH3PXD2A, 

SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL та виявилено, що вони із високою 

ймовірністю зв’язуватимуться з ТТР. Для дослідження впливу ТТР на 

експресію таргетних генів було створено лінію клітин MDA-MB-231, що 

відповідає тричі-негативному високоінвазивному субтипу РМЗ (ТНРМЗ), із 

конститутивною надекспресією ZFP36 та за допомогою кількісної ПЛР в 

реальному часі виявилено, що надекспресія ZFP36 знижує рівень мРНК 

SH3PXD2A та CTTN приблизно в 2 рази, та підвищує рівень мРНК SH3PXD2B 

приблизно в 1,4 рази. При цьому рівень експресії WIPF1 та WASL статистично 

значуще не змінювався.  

Подальші дослідження за допомогою конфокальної мікроскопії 

фіксованих зразків та машинного аналізу виявили, що модифіковані клітини 

MDA-MB-231 з надекспресією TTP мали значно меншу площу, ніж клітини 

дикого типу, але при цьому їх форма не змінювалася. Також було виявлено, 

що модифіковані клітини мали більш короткі та широкі актинові філаменти та 

скупчення актину в кортикальній частині клітин, що в цілому може свідчити 

про порушення в організації філаментів. Крім того, попри вищу середню 

інтенсивність сигналу від F-актину у модифікованих клітинах, нормалізована 

інтенсивність сигналу в цих клітинах була нижчою за таку в клітинах дикого 

типу, що може як відображати зменшення розміру клітин, так і зниження 

здатності до полімеризації актину, що узгоджується із зниженням експресії 

SH3PXD2A, SH3PXD2В та CTTN. Також за допомогою конфокальної 

мікроскопії живих клітин було виявлено, що модифіковані клітини мали 

нижчу здатність до переміщення та направлених рухів, а також демонстрували 

низький інвазивний потенціал. З даних літератури відомо, що продукти генів 

SH3PXD2A, SH3PXD2В та CTTN, а саме протеїни TKS5, TKS4 та кортактин, 

відповідно, необхідні не тільки для міграції, але і є одними з ключових 

компонентів інвадоподій, а отже отримані дані підтримують наявні 

дослідження та розширюють сьогоднішні уявлення про можливі шляхи прямої 
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або опосередкованої участі ТТР в інгібуванні метастазування. 

За допомогою досліджень зразків пухлин РМЗ різних типів виявлено, що 

експресія ZFP36 значно варіює в зразках пухлин різних молекулярних типів і 

значно відрізняється від його експресії в прилеглих тканинах. Так, рівень 

експресії  ZFP36 був значно вищим у пухлинах усіх типів порівняно із 

прилеглими тканинами. Також виявлено, що рівень ZFP36 в пухлинах HER2-

збагаченого типу значно вищий за такий, що спостерігався у інших типів. 

Також виявлено, що середня тривалість життя у когорті пацієнтів із 

люмінальним В субтипом РМЗ була значно вищою у групі високою 

експресією ZFP36, тоді як у когорті пацієнтів із HER+ субтипом 

спостерігалася протилежна кореляція. З даних літератури відомо, що високий 

рівень експресії ZFP36 вважається позитивним прогностичним маркером у 

пацієнтів із різними типами раку, а також асоційований із позитивним 

прогнозом щодо виживання, відповіді на терапію та низького рівня 

метастазування. Отримані в цьому дослідженні дані свідчать про те, що TTP 

не може бути використаний як суто позитивний прогностичний маркер для 

пацієнтів з РМЗ, оскільки його високий рівень корелює як із сприятливим, так 

і з несприятливим прогнозом. 

В даному дослідженні також показано можливість індукції ZFP36 

клінічно релевантними концентраціями доксорубіцину (DXR) (0,1, 0,5 і 1,0 

µM). Показано, що DXR індукує експресію ZFP36 за дозо-залежним 

механізмом, а також дисрегулює експресію таргетних цитоскелет-

асоційованих генів. При цьому, у лінії MCF7 максимальний рівень ТТР був у 

2 рази вищий за такий в інтактних клітинах, а в лінії MDA-MB-231 – в 15 разів. 

Невідомо, чи таке різке і значне підвищення рівня ТТР має місце in vivo, тому 

необхідні подальші дослідження цього ефекту уже у клінічній площині. Також 

показано, що DXR знижує рухливість клітин лінії MDA-MB-231 за дозо-

залежним механізмом та призводить до значних змін в їх площі, формі та 

організації актинових філаментів. DXR є одним з основних 

хіміотерапевтичних препаратів, що застосовуються в протоколах лікування 
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ТНРМЗ, а також є генотоксичним агентом та значно впливає на транскриптом 

клітини. Таким чином, отримані нами дані дозволяють поставити під сумнів 

використання ТТР як виключно позитивного прогностичного маркера для 

пацієнтів із РМЗ принаймні із тричі-негативним субтипом та розширюють 

сучасні уявлення щодо впливу доксорубіцину на цитоскелет. 

Представлені результати розширюють уявлення про вплив ТТР на 

інвазивний потенціал клітин тричі-негативного РМЗ людини, розкривають 

нові потенційні аспекти його функціонування як регулятора морфології та 

рухливості цих клітин, характеризують зміни експресії асоційованих із 

цитоскелетом генів SH3PXD2A, SH3PXD2В та CTTN під впливом 

конститутивної надекспресії ТТР в клітинах ТНРМЗ, а також під впливом 

DXR. Крім того, дане дослідження виявляє спірність застосування ТТР як суто 

позитивного прогностичного біомаркеру РМЗ. 

 

Ключові слова: Рак молочної залози, карцинома, канцерогенез, метастази, 

інвазія, міграція, кортактин, галуження актину, тристетрапролін, ген-супресор 

пухлин, відносна експресія генів, прогноз, доксорубіцин, MCF7, MDA-MB-

231 
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SUMMARY 

 

Hubiernatorova A.O. Tristetraprolin in breast cancer. – Qualification 

scientific work with the manuscript copyright. 

A dissertation submitted in fulfillment of the requirements for the degree of 

Doctor of Philosophy (091 Biology). – Institute of Molecular Biology and Genetics 

of the National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv, 2024. 

 

Tristetraprolin (tristetraprolin, TTP, ZFP36, encoded by the ZFP36 gene) is 

an RNA-binding protein (RBP) involved in post-transcriptional regulation of gene 

expression via degradation of target mRNAs. It is considered one of the key 

regulators of many cellular processes associated with malignancy. In healthy cells, 

the optimal expression level of proto-oncogenes is maintained through strict 

transcriptional and post-transcriptional control, while in malignant cells, many of 

these mRNAs exhibit abnormal stability, leading to disruptions in the cell cycle. 

Approximately 15% of mRNAs contain AU-rich elements (AREs) in their 3'-

untranslated regions (3'-UTRs) and may be regulated by RNA-binding proteins, one 

of which is TTP. It has been shown that TTP expression is significantly dysregulated 

in various types of cancer, including breast cancer (BC), and its involvement in the 

degradation of mRNAs associated with migration and invasion has been 

demonstrated. However, there is insufficient data on the impact of TTP on the 

expression of cytoskeleton-associated genes. 

The study aimed to investigate the effects of TTP overexpression on the 

expression of cytoskeleton-associated genes SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, 

WIPF1, and WASL in the context of cell motility and invasion in a triple-negative 

breast cancer (TNBC) model, investigate the effects of doxorubicin on the 

expression of these genes and cell mobility, and evaluate the potential use of TTP as 

a biomarker in BC. 

In this study, 49 transcript variants of genes involved in migration and 

invasion were analyzed in silico, and it was found that 24 of them contain AREs in 
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their 3'-UTRs. Additionally, in silico analysis of the probability of TTP binding to 

mRNAs of SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1, and WASL revealed a high 

probability of binding. To investigate the effect of TTP on the expression of target 

genes, a cell line MDA-MB-231, representing a highly invasive triple-negative 

breast cancer subtype (TNBC), with constitutive overexpression of ZFP36 was 

generated. Real-time quantitative PCR revealed that ZFP36 overexpression reduced 

SH3PXD2A and CTTN mRNA levels by approximately twofold, while SH3PXD2B 

mRNA levels increased by approximately 1.4-fold. The expression of WIPF1 and 

WASL did not show statistically significant changes. 

Further investigation via confocal microscopy revealed that MDA-MB-231 

cells with TTP overexpression had significantly reduced cell areas compared to 

wild-type cells, but their shape remained unchanged. Additionally, the cells 

exhibited shorter and wider actin filaments as well as increased cortical actin 

intensity, suggesting a dysregulation in filament organization. Despite a higher 

average F-actin intensity in TTP-overexpressing cells, the integrated F-actin 

intensity in these cells was lower than that in wild-type cells, which may reflect both 

reduced cell size and a decreased ability to polymerize actin. This is consistent with 

the observed reduction in SH3PXD2A, SH3PXD2B, and CTTN expression. 

Moreover, time-lapse live-cell imaging revealed that modified cells had decreased 

motility and directed movement capacity and demonstrated reduced invasive 

potential. Literature suggests that the products of SH3PXD2A, SH3PXD2B, and 

CTTN genes, encoding the proteins TKS5, TKS4, and cortactin, respectively, are 

essential for both migration and invadopodia formation. Therefore, the data 

presented support existing research and expand current knowledge about potential 

direct or indirect roles of TTP in inhibiting metastasis. 

Analysis of breast cancer tissue samples of different types revealed that 

ZFP36 expression significantly varied across samples of different molecular 

subtypes and differed considerably from its expression in adjacent tissues. ZFP36 

expression was found to be significantly higher in tumors of all types compared to 

adjacent tissues. Notably, ZFP36 levels were significantly higher in HER2-enriched 
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tumors compared to other types. Additionally, the median survival in a cohort of 

patients with luminal B subtype breast cancer was significantly higher in the group 

with high ZFP36 expression, while an opposite correlation was observed in the 

cohort of HER+ patients. Literature suggests that high ZFP36 expression is 

considered a positive prognostic marker in patients with various cancer types, 

associated with positive survival prognosis, response to therapy, and low metastasis 

levels. The data obtained in this study indicate that TTP cannot be used as a purely 

positive prognostic marker for breast cancer patients, at least for those with the 

triple-negative subtype, as its high levels correlate with both favorable and 

unfavorable prognoses. 

The study also demonstrated the possibility of inducing ZFP36 expression 

with clinically relevant concentrations of doxorubicin (DXR) (0.1, 0.5, and 1.0 µM). 

It was shown that DXR induces ZFP36 expression in a dose-dependent manner and 

dysregulates the expression of target cytoskeleton-associated genes. In the MCF7 

cell line, the maximum level of TTP was found to be twice as high as in intact cells, 

while in the MDA-MB-231 cell line, it was 15 times higher. Whether such a sharp 

and significant increase in TTP levels occurs in vivo remains unclear, and further 

research is needed to investigate this effect in clinical settings. Additionally, it was 

shown that DXR decreases the motility of MDA-MB-231 cells in a dose-dependent 

manner and causes significant changes in their area, shape, and actin filament 

organization. Since DXR is one of the main chemotherapeutic agents used in 

treatment protocols for triple-negative breast cancer and is a genotoxic agent that 

significantly affects the cell transcriptome, the data obtained may limit the use of 

TTP as a purely positive prognostic marker for patients with breast cancer, 

particularly those with the triple-negative subtype, and expand current 

understanding of the effects of doxorubicin on the cytoskeleton. 

The results presented in this study expand the understanding of the impact of 

TTP on the invasive potential of triple-negative breast cancer cells, uncover new 

potential aspects of its role as a regulator of morphology and motility in these cells, 

describe changes in the expression of cytoskeleton-associated genes SH3PXD2A, 
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SH3PXD2B, and CTTN under the influence of constitutive TTP overexpression in 

TNBC cells and DXR treatment, and highlight the controversial application of TTP 

as a purely positive prognostic biomarker in breast cancer. 

 

Key words: Breast cancer, carcinoma, carcinogenesis, metastases, invasion, 

migration, cortactin, actin branching, tristetraprolin, tumor suppressor gene, relative 

gene expression, prognosis, doxorubicin, MCF7, MDA-MB-231. 
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ВСТУП 

 

Актуальність теми. Рак молочної залози (РМЗ) являє собою одне із 

найпоширеніших у світі злоякісних новоутворень серед жінок та досі 

залишається значною глобальною проблемою охорони здоров'я, оскільки 

щороку у світі діагностують мільйони нових випадків захворювання. У 2022 

році РМЗ залишався значним навантаженням на систему охорони здоров'я, 

налічуючи 2,3 мільйона нових випадків та близько 685 000 смертей (1). В 

Україні, за даними Національного канцер-реєстру, РМЗ також займає провідне 

місце серед онкологічних захворювань у жінок: у 2023 році він складав 22,4% 

усіх злоякісних пухлин і займав перше місце у смертності від онкологічних 

захворювань серед жінок віком 30-74 роки (2). Ці цифри підкреслюють 

важливість підвищення обізнаності, покращення програм скринінгу та 

розширення можливостей лікування для зменшення впливу РМЗ як на 

окремих осіб, так і на цілі спільноти в усьому світі. 

Утворення метастазів є основною причиною асоційованої з раком 

смертності, оскільки це призводить до рецидивів хвороби, порушення функцій 

віддалених органів і смертю внаслідок органної недостатності(3). Однією з 

ключових ознак метастазування є здатність малігнізованих клітин відділятися 

від первинної пухлини, мігрувати до прилеглих тканин через деградацію 

позаклітинного матриксу (ПКМ) та проникати в лімфатичні та/або кровоносні 

судини, надалі мігруючи до віддалених тканин з подальшим утворенням 

вторинних пухлин. Такий фенотип зазвичай реалізується за допомогою 

спеціалізованих актин-збагачених протрузій, так званих подосом та 

інвадоподій (4).  

Формування подосом і інвадоподій потребує реорганізації актинового 

цитоскелету, тонко координованого базового клітинного механізму, перебіг 

якого вимагає злагодженої роботи великої кількості різноманітних протеїнів, 

об’єднаних у супрамолекулярні комплекси. Ці протеїни можна поділити на 

кілька категорій: фактори, що стимулюють нуклеацію актину, фактори 
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полімеризації, стабілізації та дестабілізації філаментів, скафолдні протеїни, 

GTPази, кінази, протеази та інтегрини, які активують формування або 

дисоціацію подосом та інвадоподій, або ж утримують їх в стабільному стані 

(5,6). Здатність малігнізованих клітин долати жорсткий транскрипційний 

контроль експресії генів, що сприяють виживанню та інвазії, може 

реалізуватися (окрім інших механізмів) зміною стабільності певних мРНК. У 

здорових клітинах оптимальний рівень мРНК генів, залучених у виживання та 

проліферацію, підтримується через жорсткі транскрипційні та 

посттранскрипційні механізми, а в злоякісних клітинах мРНК багатьох 

категорій генів, в тому числі протоонкогенів, про-інвазивних генів та 

цитокінів, мають аномально високу стабільність, що призводить до порушення 

нормального клітинного циклу і впливає на загальну долю клітини. Значна 

кількість таких мРНК містить AU-збагачені елементи (AU-rich elements, ARE) 

в їх 3'-нетрансльованих ділянках (3’НТД) і може регулюватися специфічними 

РНК-зв'язувальними протеїнами (РЗП), такими як тристетрапролін (7). 

 Тристетрапролін (TTP, ZFP36, G0S24, GOS24, TIS11, NUP475, 

RNF162A) – це РНК-зв’язувальний протеїн, що належить до родини 

тристетрапролінів і кодується геном ZFP36. Його фізіологічна функція 

полягає в негативній регуляції таргетних транскриптів, що містять специфічні 

сайти зв’язування для ТТР, до яких, зокрема, відносяться ARE (8,9). Ці 

транскрипти-мішені часто є компонентами прозапальних та протоонкогенних 

сигнальних шляхів, що дозволило розглядати ТТР як потенційний супресор 

пухлин. Відомо, що експресія ZFP36 значно знижена в багатьох видах раку, а 

також описано його інгібуючий вплив на міграцію та інвазію 

трансформованих клітин (7). Так, у сучасній літературі наявні дані про те, що 

TTP може зменшувати міграційний та інвазійний потенціали різних видів 

пухлин шляхом регулювання численних генів-мішеней. Проте, незважаючи на 

постійні дослідження даних для розуміння механізмів впливу ТТР на ці 

властивості і досі недостатньо. Зокрема, на разі невідомо, чи може ТТР 

впливати на міграцію та інвазію клітин шляхом регуляції експресії генів, 
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залучених до реорганізації цитоскелету. Оскільки міграція та інвазія клітин 

прямо залежить від успішного ремоделювання актинових філаментів, такі 

дослідження могли б розширити сучасне розуміння пост-транскрипційної 

регуляції цих процесів та використовуватися для подальших досліджень, 

направлених на розробку потенційних діагностичних маркерів та виявлення 

нових мішеней для таргетної терапії раку, зокрема, раку молочної залози. 

Одним із не менш важливих аспектів у вивченні  канцерогенезу є 

дослідження впливу хіміотерапевтичних препаратів на фізіологію 

трансформованих клітин. Подібні дослідження сприяють не тільки 

фундаментальному розумінню патофізіологічних процесів, що протікають під 

час хіміотерапії, але і дозволяють визначити механізми, завдяки яким певний 

терапевтичний агент реалізує свою дію. Крім того, такі дослідження 

допомагають оцінити гранично допустимі дози препаратів. Так, одним із 

основних препаратів у лікуванні РМЗ є доксорубіцин (DXR) – антибіотик 

антрациклінового ряду, що інтеркалює ДНК і призводить до генотоксичного 

стресу (10). Залежно від субтипу, в терапії РМЗ використовують декілька 

стратегій. Якщо позитивні за експресією гормональних рецепторів пухлини 

можна лікувати за допомогою гормональної терапії, то тричі-негативний рак 

молочної залози внаслідок нечутливості до останньої можливо лікувати лише 

за допомогою хіміотерапії. Однак, навіть пацієнти із рецептор-позитивними 

пухлинами часто додатково отримують хіміопрепарати, наприклад, DXR, 

оскільки ад'ювантна терапія використовується не тільки для пригнічення 

прогресування пухлини, але й для запобігання метастазам.  

У даній праці дослідження проводили як на клітинних лініях MCF7 та 

MDA-MB-231, які відповідають найменш агресивному, але найпоширенішому 

люмінальному А субтипу та найбільш гетерогенному тричі-негативному 

субтипу РМЗ, відповідно, так і на зразках, отриманих безпосередньо від 

пацієнтів. 
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Мета і завдання дослідження. Метою даного дисертаційного 

дослідження є вивчення особливостей впливу ТТР на експресію SH3PXD2A, 

SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL, морфологію, рухливість та інвазивність 

клітин на моделі раку молочної залози людини, профіль його експресії в різних 

субтипах пухлин молочної залози людини, а також вивчення впливу DXR на 

експресію ZFP36, SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL, морфологію 

і рухливість клітин, а також можливість його застосування як біомаркера РМЗ. 

Відповідно до мети роботи було поставлено наступні завдання: 

1. Виконати пошук регуляторних елементів в 3’-нетрансльованих 

ділянках мРНК генів, залучених до реорганізації актинового цитоскелету, 

та визначити спільні регуляторні елементи. 

2.  Проаналізувати ймовірність зв’язування ТТР з мРНК SH3PXD2A, 

SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL, що кодують цитоскелет-асоційовані 

протеїни TKS5, TKS4, CTTN, WIP та N-WASP, відповідно. 

3. Вивчити вплив конститутивної надекспресії ZFP36 на рівні мРНК 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL та вплив конститутивної 

надекспресії ZFP36 на морфологію, організацію актинових філаментів та 

рухливість клітин лінії MDA-MB-231 із його стабільною надекспресією. 

4. Визначити рівень експресії ZFP36 в зразках пухлин молочної 

залози людини різних субтипів та оцінити можливість його використання 

як біомаркеру певних субтипів пухлин молочної залози людини. 

5. Вивчити вплив DXR на експресію ZFP36, SH3PXD2A, SH3PXD2B, 

CTTN, WIPF1 та WASL в клітинах лінії MCF7 та MDA-MB-231, та 

морфологію, організацію актинових філаментів та рухливість клітин 

MDA-MB-231. 

 

Об’єкт дослідження – роль ТТР в міграції, інвазії та морфології клітин, а 

також його використання як потенційного біомаркеру раку молочної залози 

людини. 
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Предмет дослідження – вплив надекспресії ТТР на морфологічні 

характеристики клітин моделі РМЗ, їх рухливість та здатність до інвазії, а 

також доцільність використання ТТР як маркера РМЗ. 

Методи дослідження – in silico пошук регуляторних елементів в 3’НТД 

мРНК та аналіз протеїн-мРНК взаємодій, виділення протеїнів та нуклеїнових 

кислот, електрофорез протеїнів та нуклеїнових кислот, вестерн-блот аналіз, 

кількісна ПЛР в реальному часі та звичайна ПЛР, рестрикційний аналіз, 

культивування клітин ліній MDA-MB-231, MCF7 та MDA-MB-231-екТТР, 

трансфекція клітин MDA-MB-231, створення клітинної лінії із стабільною 

надекспресією ТТР, визначення інвазивності клітин за методом Бойдена, 

визначення метаболічної активності клітин за допомогою ресазурину, 

трансформація бактеріальних клітин, імуноцитохімічні методи, конфокальна 

мікроскопія препаратів живих і фіксованих клітин, статистичні методи 

обробки даних та ін. 

Наукова новизна отриманих результатів. Виконано пошук 

регуляторних елементів в 3’-НТД мРНК вибраних генів, залучених до 

реорганізації актинового цитоскелету, та знайдено спільні: сайти зв’язування 

для РЗП родини Musashi, K-box та AU-збагачені елементи (ARE). Вперше 

виявлено, що надекспресія ТТР значно знижує рівень мРНК SH3PXD2A та 

CTTN, а також значно підвищує рівень мРНК SH3PXD2В на моделі ТНРМЗ 

людини. Вперше за допомогою конфокальної мікроскопії живих клітин 

безпосередньо показано інгібуючий вплив надекспресії ТТР на рухливість 

клітин та їх здатність до направленого руху. Описано вплив надекспресії ТТР 

на морфологію клітин, а також показано, що вона призводить до зменшення 

кількості актинових філаментів і значно знижує здатність клітин до інвазії. 

Вперше показано, що клінічно релевантні концентрації DXR значно 

підвищують рівень мРНК та протеїну ТТР на моделі раку молочної залози 

людини, а також змінюють профіль експресії SH3PXD2A, SH3PXD2 та CTTN. 

Показано, що DXR знижує рухливість та значно впливає на морфологію клітин 

моделі тричі-негативного раку молочної залози людини. Вперше детально 
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вивчено профіль експресії ZFP36 у зразках пухлин молочної залози людини 

різних субтипів та виявлено, що висока експресія ZFP36 не може бути 

використана як суто позитивний прогностичний маркер, оскільки значно 

варіює між різними субтипами РМЗ і корелює як із сприятливим, так і 

несприятливим прогнозом залежно від субтипу. 

Практичне значення отриманих результатів. Отримані дані 

розширюють уявлення про роль ТТР у канцерогенезі. Представлені 

дослідження вказують на те, що описаний інгібуючий вплив ТТР на міграцію 

та інвазію клітин реалізується, зокрема, впливом на фундаментальні функції 

клітин, а саме на рухливість і здатність до направлених рухів, що відбуваються 

завдяки цитоскелет-асоційованим протеїнам. Ці дані сприяють кращому 

розумінню молекулярних механізмів, які залучені до захисних функцій клітин, 

що стоять на шляху злоякісного переродження. 

Вивчення впливу DXR на рівні як мРНК, так і білкового продукту ТТР 

вказують на те, що необхідні подальші дослідження щодо використання його 

як біомаркера принаймні в тричі-негативному та люмінальному А субтипах 

РМЗ. Високий рівень ТТР вважається позитивним прогностичним маркером, 

але якщо підвищення його експресії має місце in vivo у пацієнтів, що 

отримували DXR в якості терапії, то в такому випадку неможливо сказати, чи 

високий рівень ТТР є показником сприятливого фізіологічного стану пацієнта, 

чи є транзитним станом, викликаним терапією. Окрім того, наші дослідження 

показують, що профіль експресії ТТР значно варіює в різних субтипах пухлин 

молочної залози людини, що також накладає обмеження на його використання 

як позитивного прогностичного маркера. 

Матеріали дисертації можуть бути використані як з метою оптимізації 

підходів до персоналізованої медицини та розробки лікарських засобів, 

спрямованих на таргетну терапію раку, так і для підготовки лекційних та 

практичних занять для студентів. 

Особистий внесок здобувача. Всі представлені експерименти було 

виконано особисто дисертанткою або за її безпосередньої участі. Більшість 
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проведених експериментів, обробка та аналіз отриманих результатів 

виконувались особисто дисертанткою. Аналіз рухливості та морфології клітин 

було виконано у співпраці із д-ром Й. Новаком (J. Novak) з Інституту 

молекулярної генетики Чеської Академії Наук (Чехія). Вивчення профілю 

експресії ZFP36 у пухлинах молочної залози людини було виконано у 

співпраці із С. В. Кропивко (Інститут молекулярної біології та генетики НАН 

України). 

Дисертантка висловлює щиру подяку керівнику відділу проф. Риндич 

А.В, науковому керівнику к.б.н. Кропивко С.В., а також д-ру З. Годному та д-

ру Й. Новаку (Інститут молекулярної генетики Чеської Академії Наук) за 

надану допомогу з планування та проведення експериментальних досліджень, 

обговорення отриманих результатів та підготовку результатів до публікації. 

Також авторка висловлює щиру подяку М. Вашковічовій та Д. Секачу 

(Інститут фізіології та генетики тварин Чеської Академії Наук) за допомогу у 

використанні необхідного обладнання. 

Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації 

доповідались на поточних наукових семінарах відділів функціональної 

геноміки Інституту молекулярної біології та генетики НАН України, а також 

на міжнародних і вітчизняних наукових конференціях: Minisympozium 

BIOCEV Regeneration III (Прага, Чехія, 28.11.2023), Конференція молодих 

вчених ІМБГ НАН України (Київ, Україна, 21.02.2023), All-Ukrainian 

Conference on Molecular and Cell Biology with international participation (Київ, 

Україна, 15–17.06.2022), XV Всеукраїнська конференція молодих вчених 

ІМБГ НАН України (Київ, Україна, 26–27.05.2021),  XІV Всеукраїнська 

конференція молодих вчених ІМБГ НАН України (Київ, Україна, 27–

28.05.2020), XI Parnas Conference: Young Scientist Forum «Biochemistry and 

Molecular Biology for Innovative Medicine» (Київ, Україна, 2018).  

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 4 статті у наукових 

фахових журналах, 1 стаття знаходиться у друці, та 6 тез доповідей у збірках 

матеріалів вітчизняних та міжнародних наукових з’їздів та конференцій. 
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Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду 

літератури, матеріалів і методів досліджень, результатів експериментальних 

досліджень та їх обговорення, аналізу та узагальнення отриманих результатів, 

висновків та списку використаних джерел, який охоплює 277 найменувань. 

Дисертація викладена на 166 сторінках стандартного машинопису і містить 26 

рисунків та 5 таблиць. 
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РОЗДІЛ 1 

 

 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1. Рак молочної залози: сучасний стан проблеми 

 

Рак молочної залози (РМЗ) є однією з найактуальніших проблем сучасної 

онкології та головною причиною смертності від онкологічних захворювань 

серед жінок у світі. За даними Всесвітньої організації охорони здоров'я 

(ВООЗ), у 2022 році було зафіксовано понад 2,3 мільйона нових випадків РМЗ, 

що становить приблизно 24,5% усіх злоякісних пухлин у жінок (1). В Україні, 

за даними Національного канцер-реєстру, РМЗ займає провідне місце серед 

онкологічних захворювань у жінок: у 2023 році він складав 22,4% усіх 

злоякісних пухлин і займав перше місце у смертності від онкологічних 

захворювань серед жінок віком 30-74 роки (2). Хоча історично вважається, що 

РМЗ є хворобою переважно розвинених країн, у 2020 році більше половини 

діагностованих випадків та дві третини смертей, пов’язаних із РМЗ, припали 

на менш розвинені регіони світу (11). 

Незважаючи на прогрес у діагностиці та лікуванні, РМЗ залишається 

терапевтично складним через свою гетерогенність. Клінічні прояви та 

молекулярні особливості пухлин суттєво відрізняються у різних пацієнтів, що 

ускладнює вибір найбільш ефективної терапії. Традиційно РМЗ класифікують 

на 4 основні субтипи на основі статусу рецепторів до прогестерону 

(progesterone receptor, PR), естрогену (estrogen receptor, ER) та рецептора 2 

людського епідермального фактору росту (human epidermal growth factor 

receptor 2, HER2) та наявності або відсутності інших молекулярних маркерів 

(детальну інформацію представлено в таблиці 1.1). Люмінальний A є PR, ЕR-

позитивним, HER2-негативним, і як правило характеризується низькою 

агресивністю; люмінальний B також є PR, ЕR-позитивним, але з 
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характеризується вищим за люмінальний А рівнем маркерів проліферації 

та/або надекспресією HER2; HER2-збагачений субтип характеризується 

надмірною експресією або ампліфікацією HER2, є більш агресивним за два 

попередні і вимагає таргетної терапії; і, нарешті, тричі-негативний субтип, що 

є найбільш гетерогенним з усіх та характеризується відсутністю експресії всіх 

трьох рецепторів, високою агресивністю та обмеженими можливостями 

лікування (12). Окрім цього, кожен субтип характеризується експресією 

специфічних маркерних генів, кількість яких рік від року зростає, а отже 

важливим є дослідження як самих генів-кандидатів, так і їх надійності в якості 

маркерних молекул в контексті прикладних клінічних аспектів (13–15). 

Таблиця 1.1 

Класифікація пухлин молочної залози: маркери і прогнози (16). 

Тип Підтип 
Додаткові генетичні 

маркери 
Прогноз 

Люмінальний 

A 

ER+PR+HER2/

neu– ≈40-60%* 

 
Низький Ki-

67 

CK8/18+, 

FOXA1+, 

ESR1, 

GATA3, 

KRT8, 

KRT18, 

XBP1, 

FOXA1, 

TFF3, 

CCND1, 

LIV1, 

CK5/6–, 

EGFR– 

Сприятливий 
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. 

Люмінальний 

B 

ER+PR+HER2/ 

neu+/– 

≈6-20%* 

Люмінальний B 

HER2– 

ER+PR+HER2/n

eu– 

≈15-20%* 

Високий Ki-

67 

ESR1, 

GATA3, 

KRT8, 

KRT18, 

XBP1, 

FOXA1, 

TFF3, 

SQLE, 

LAPTM4

B, CK5/6–

, EGFR–, 

TP53– 

Проміжний 

Люмінальний B 

HER2+ 

ER+PR+HER2/n

eu+ 

≈6%* 

 
Негативний / 

Проміжний 

HER2-

збагачений 

ER–PR–

HER2/neu+ 

≈10-20%* 

  

CK5/6+ 

GRB7+, 

ERBB2, 

EGFR+/–

TP53– 

Негативний 

Тричі 

негативний 

ER–PR–

HER2/neu– 

≈5-25%* 

Аденоїдно-

кістозна 

карцинома 

≈1%* 

MYB-NFIB 

(злиття 

генів) 

EGFR+, 

CK5/6+, 

CK14+, 

CK17+ 

HER1+, 

Cyclin E+, 

CDKN2A

+, KRT5, 

CDH3, 

ID4, 

FABP7, 

Сприятливий 

Медулярна 

карцинома 

≈2%* 

 Сприятливий 

BRCA1-

асоційований 
ID4+ Негативний 

Базальний 

≈10-25%* 

BRCA1–, 

TP53–, 
Негативний 

Продовж. табл.1.1 
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CDKN2A+, 

RB1, FGFR2, 

маркери 

стовбурових 

клітин+, 

CK5/6+, 

EGFR+ 

KRT17, 

TRIM29, 

LAMC2, 

ITGB4 

Низькоклаудин

овий 

≈7-14%* 

GATA3 

регулятори–, 

гени 

клітинної 

адгезії, 

CDH1–, 

клаудин–, 

CK5/6+/–, 

EGFR+/–

СD44+, 

SNAI3+ 

Негативний 

Метапластич-

на карцинома 

≈1%* 

GATA3 

регулятори–, 

гени 

клітинної 

адгезії, 

PIK3CA–, 

AKT– або 

KRAS–, 

EMT+, 

маркери 

Проміжний 

Продовж. табл.1.1 
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стовбурових 

клітин+ 

Апокринна 

карцинома 
 Проміжний 

Інтерферон-

збагачений 

≈10%* 

STAT1+, 

SP110+, 

інтерферон-

регулювальні 

гени+ 

Проміжний 

  

Дослідження механізмів розвитку та прогресії РМЗ є вкрай важливим не лише 

через високу захворюваність, але й через потребу в нових біомаркерах для 

точнішої діагностики та розробки персоналізованих підходів до лікування. 

Висока гетерогенність РМЗ потребує якнайбільш тонкої діагностики, оскільки 

навіть один і той самий субтип може поділятися на декілька інших залежно від 

статусу певних маркерних молекул та мати різний прогноз (17–21). 

Наприклад, для люмінального Б типу при прогнозуванні та підборі 

терапевтичної стратегії враховують наявність або відсутність експресії HER2, 

оскільки показано, що у випадку використання неоад’ювантної терапії кращий 

клінічний результат демонструють HER2-негативні пацієнти, тоді як при 

відсутності неоад’ювантної терапії – HER2-позитивні пацієнти (22).  

Як видно з таблиці 1.1, лише на сьогодні тричі-негативний РМЗ має 8 

підтипів, з яких 2 мають сприятливий прогноз, 3 – несприятливий, та 3 – 

проміжний (23). Наведені дані підкреслюють нагальну потребу у проведенні 

досліджень, спрямованих на розробку більш точних методів діагностики, які 

б дозволяли не лише максимально точно визначати тип РМЗ у кожного 

конкретного пацієнта, але й забезпечували більш обґрунтований прогноз щодо 

агресивності пухлини та виживаності. Крім того, необхідне також і 

провадження досліджень щодо надійності використання тих чи інших 

маркерних молекул в клінічній практиці, оскільки часто власне маркерами 

Продовж. табл.1.1 
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виступають зміни рівнів експресії певних генів. Пацієнти із онкологічними 

захворюваннями отримують достатньо жорстку терапію, що в тому числі може 

впливати на профілі експресії маркерних генів, таким чином нівелюючи їх 

діагностичну цінність. Отже, дослідження цих аспектів є важливим і 

перспективним напрямом, що сприятиме розробці більш точних і надійних 

підходів у персоналізованій медицині. 

 

 

1.2. Молекулярні механізми метастазування 

 

1.2.1. Загальні відомості. Утворення метастазів є основною причиною 

асоційованої з раком смертності (3). Однією з ключових ознак метастазування 

є здатність малігнізованих клітин відділятися від первинної пухлини, 

мігрувати до прилеглих тканин через деградацію позаклітинного матриксу та 

проникати в лімфатичні та/або кровоносні судини, надалі мігруючи до 

віддалених тканин з подальшим утворенням вторинних пухлин (24). Коли 

малігнізовані клітини з током лімфи або крові потрапляють в лімфатичні вузли 

або віддалені органи, вони можуть як на певний час стати сплячими (англ. 

senescent), що в майбутньому може призвести до рецидиву хвороби, так і 

негайно дати початок вторинній пухлині, що врешті-решт зруйнує орган і 

призведе до смерті внаслідок органної недостатності (25,26). Крім того, 

принаймні в РМЗ показано також дисемінацію клітин не лише від первинної 

пухлини, а і від метастазів в легенях, що підкреслює важливість досліджень 

механізмів інвазії (27).  

Хоча метастатична поведінка клітин реалізується за допомогою 

численних сигнальних каскадів, кожен з них врешті призводить до 

реорганізації цитоскелету – базової системи клітини, необхідної для 

здійснення будь-яких рухів. Здатність клітини до направлених рухів 

реалізується за допомогою динамічної реорганізації актинових філаментів, а 

саме завдяки утворенням специфічних актин-збагачених протрузій 
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плазматичної мембрани –  подосом, або «клітинних ніжок» (28–30). У 

злоякісно перероджених клітинах аналогом подосом є інвадоподії (рис. 1.1), 

які можуть руйнувати позаклітинний матрикс, що призводить до набуття 

такими клітинами здатності проникати в судинне русло шляхом екстравазації 

і, як наслідок, мігрувати у віддалені органи і тканини (31). Інвадоподії 

відрізняються від звичайних подосом наявністю специфічних маркерних 

білків, морфологією, часом життя та низкою інших характеристик (5). 

 

 

Рис. 1.1. Схематичне зображення етапів формування інвадоподій та деякі 

протеїни, залучені в цьому процесі (адаптовано з Murphy and Courtneidge 2011 

(5)) 

 

Цитоскелет являє собою одну з найбільш мобільних та складних 

клітинних структур. За його участі відбуваються такі життєво необхідні 
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процеси, як клітинний транспорт, ділення, набуття і підтримання клітиною 

певної морфології, ендо- та екзоцитоз, міграція, інвазія, відповідь на внутрішні 

та зовнішні стимули та інші важливі процеси (32). Їх реалізація прямо 

залежить від точної, проте елегантно регульованої реорганізації компонентів 

цитоскелета, до яких відносять мікротрубочки, актинові та проміжні 

філаменти. Ці структури утворені великою кількістю різноманітних протеїнів 

різних класів, що формують тісний інтерактом та виконують свою функцію 

шляхом полімеризації/деполімеризації філаментів (33). Такі процеси 

потребують не лише власне протеїнів, що формують філаменти, але і великої 

кількості допоміжних факторів, таких як: фактори нуклеації та полімеризації, 

що сприяють утворенню первинних філаментів; фактори кепування, що 

попереджують їх ріст, або, навпаки, фактори деполімеризації; фактори 

полімеризації, що підтримують ріст філаментів та можуть виступати 

каталізатором цього процесу; крослінкери та фактори стабілізації для 

організації та побудови більш складних структур; а також адаптерні протеїни, 

що полегшують формування мультипротеїнових комплексів на кожному з 

етапів, кінази, які активують багато вищеописаних компонентів, та інші (34).  

Утворення актинових фібрил de novo вимагає тримеризації G-актину, що 

надалі стає ядром полімеризації . Проте, формування такого тримеру потребує 

певного часу і без прискорення реакції неможлива швидка реорганізація, що 

спостерігається in vivo (35–37). Прискорення тримеризації актину відбувається 

завдяки протеїновим партнерам (так званим факторам нуклеації актину, аctin 

nucleation promoting factors, NPFs), зокрема, комплексу Arp2/3 (actin-related 

proteins 2/3 complex, комплекс актин-споріднених протеїнів 2/3) (38). Крім 

того, Arp2/3 також зв’язується з вже сформованими актиновими фібрилами, 

які завдяки цьому утворюють стабільні сітчасті структури мембранних 

протрузій і забезпечують міграцію клітин, проте сам по собі комплекс Arp2/3 

є слабким нуклеатором, а тому потребує допоміжних NPF (39). 
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1.2.2. Характеристика деяких протеїнів, що є ключовими 

компонентами міграції та інвазії. Додаткові NPFs необхідні для стимуляції 

галуження актинових філаментів комплексом Arp2/3, та представлені двома 

класами: NPFs класу I, що діють в безпосередній близькості від Arp2/3 та 

актинових фібрил, та NPF класу II, що можуть прямо взаємодіяти з Arp2/3 та 

фібрилами (40–42). Суперродина протеїнів WASP є добре вивченими 

нуклеаторами І класу, що сприяє швидкій полімеризації філаментів під 

клітинною мембраною – важливого кроку в реалізації різноманітних 

фізіологічних та патофізіологічних процесів, в тому числі інвазії. Один з 

членів цієї родини – N-WASP (neuronal Wiskott-Aldrich associated protein, 

нейрональний білок, асоційований із синдромом Віскотта-Олдріча), що 

кодується геном WASL – рекрутує мономери актину до Arp2/3, стимулюючи 

його здатність до формування стабільного ядра полімеризації (43,44). Інший 

член родини, WIP (WASP-interacting protein, протеїн, що взаємодіє з WIP, 

кодується геном WIPF) взаємодіє з N-WASP та регулює його локалізацію, 

стабільність та активність (45,46). Разом ці протеїни беруть участь в 

формуванні та ефективній реорганізації інвадоподій та подосом, і 

дисрегуляція їх активності або експресії відповідних генів асоційована із 

прогресуванням пухлин та метастазуванням деяких пухлин, в тому числі 

пухлин молочної залози (47). Інший фактор нуклеації, кортактин, кодується 

геном CTTN належить до NPF II класу. Кортактин необхідний для формування 

розгалужених філаментів і разом із WIP та N-WASP є одним із ключових 

компонентів інвадоподій (47–49). Показано, що кортактин посилює здатність  

N-WASP до активації Arp2/3 та інгібує деградацію гілок у розгалужених 

філаментах, сприяючи таким чином рухливості клітин (40,50). 

Іншим ключовим компонентом інвадоподій є протеїн TKS5 (tyrosine kinase 

substrate with 5 SH3 domains, кодується геном SH3PXD2A). TKS5 являє собою 

великий скафолдний протеїн, що взаємодіє із кортактином та N-WASP, сприяє 

реорганізації філаментів в подосомах та інвадоподіях та локалізується 

специфічно в цих структурах (51,52). Разом із кортактином та ще одним 
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протеїном родини TKS, TKS4 (tyrosine kinase substrate with 4 SH3 domains, 

кодується геном SH3PXD2В) він залучений до сигнальної трансдукції через 

EGFR (рецептор епідермального фактору росту, epidermal growth factor 

receptor), слугуючи платформою для машинерії, необхідної для міграції та 

розпластування клітин (53–55). EGF-активовані клітини характеризуються 

підвищеним рівнем фосфатидилінозитолтрифосфату (PI(3,4,5)P3), і його 

дефосфорилювання призводить до утворення фосфатидилінозитолдифосфату 

(PI(3,4)P2), що в свою чергу рекрутує TKS5 до плазматичної мембрани та 

призводить до ініціації інвадоподій та подосом(56). Показано, що TKS5 сприяє 

міграції та інвазії малігнізованих клітин in vitro та in vivo, а його надекспресія 

корелює з підвищеною частотою формування інвадоподій, деградацією ПКМ 

та метастазуванню на різних малігнізованих клітинних лініях та тваринних 

моделях (57,58). Зниження рівня TKS5 може призводити до безуспішного 

формування комплексів, необхідних для формування інвадоподій та подосом, 

що в свою чергу може призводити до зниження міграції та інвазії клітин, а 

також інгібувати сигнальні каскади, пов’язані з EGFR (59). 

 

1.3. Посттранскрипційна регуляція експресії в контексті 

канцерогенезу 

 

Останніми роками одним із найбільш перспективних аспектів для 

досліджень механізмів реорганізації цитоскелета є вивчення шляхів пост-

транскрипційної регуляції його компонентів під час патологічних станів, 

зокрема, при раку та запаленнях (60–68). Так, під час злоякісного 

переродження клітин клітинний цикл, морфогенез і здатність клітин до 

міграції та інвазії зазнають суттєвих змін, в тому числі через зміну рівнів 

експресії допоміжних факторів реорганізації цитоскелета (69). Було показано, 

що деякі РНК-зв’язувальні протеїни (РЗП), асоційовані з мікротрубочками, 

локалізуються в актин-збагачених мембранних виростах злоякісних клітин, де 

вони координують локальну трансляцію генів, асоційованих із утворенням 
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інвадоподій (70,71). Також відомо, що деякі транскрипційні фактори, фактори 

нуклеації та полімеризації актину, а також деякі Rho-ГТФази, що залучені до 

процесів інвазії та епітеліально-мезенхімального переходу (ЕМП), значно 

дисрегульовані як під час первинної малігнізації, так і під час експансії 

злоякісно перероджених клітин (72). Крім того, в контексті малігнізації 

досліджують велику кількість протеїнів, що прямо не залучені до перелічених  

процесів, але є обов’язковими їх учасниками, як-от матричні металопротеїнази 

або інші протеїни, прямо залучені до ЕМП (73,74). 

Генна експресія жорстко контролюється у всіх організмах, від E. coli до 

людини, як на рівні транскрипції, так і на пост-транскрипційному, 

трансляційному та пост-трансляційному рівнях (75–77). Один з етапів 

регуляції – на транскрипційному рівні – здійснюється за допомогою 

транскрипційних факторів, що впливають на експресію у відповідь на 

внутрішні або зовнішні стимули, і тонко регулюється усіх етапах синтезу і 

дозрівання мРНК (78–80). Так само відбувається регуляція експресії на рівні 

трансляції (81,82).Також відома регуляція на білковому рівні шляхом 

посттрансляційних модифікацій новосинтезованого поліпептидного ланцюга 

(наприклад, фосфорилювання/ дефосфорилювання, 

ацетилювання/деацетилювання, убіквітинілювання та ін.), що впливає на 

доступність функціональних білків в клітині (83,84).  

У той час як регуляція синтезу РНК через РНК-полімерази, фактори 

транскрипції та модифікації гістонів є добре вивченою (85–87), механізми 

посттранскрипційної регуляції експресії, що включають в себе, в тому числі, 

регуляцію стабільності і доступності мРНК для синтезу, досі є недостатньо 

дослідженими. Одними з факторів, що впливають на стабільність, локалізацію 

та трансляцію мРНК є РЗП (88,89). Порушення експресії генів багатьох РЗП 

пов’язане із зростанням метастатичного потенціалу клітин (90–94). 

Посттранскрипційна регуляція може здійснюватися двома шляхами: 

модулюванням стабільності транскрипту (його стабілізація/дестабілізація або 

деградація), що здійснюються і мікроРНК, і РЗП, або перешкоджанням його 
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трансляції шляхом просторово-часової репресії трансляції, що залежить від 

РЗП (95,96). Вивчення механізмів просторово-часової регуляції трансляції 

вкрай необхідне для розуміння перебігу клітинних процесів, адже її 

порушення корелює з розвитком різноманітних патологічних станів, зокрема, 

із злоякісною трансформацією клітин (97). 

РЗП виконують свою функцію через зв’язування з цільовою РНК і 

формування рибонуклеопротеїдних комплексів (РНП) – динамічних структур, 

здатних до асоціації/дисоціації з багатьма різноманітними РЗП, регулюючи 

таким чином різні етапи метаболізму РНК. Відомо, що деякі РЗП, асоційовані 

з РНП, залишаються зв’язаними з цільовим транскриптом протягом всіх етапів 

процесингу РНК, починаючи від сплайсингу і аж до трансляції (наприклад, 

фактор сплайсингу SF2/ASF впливає на сплайсинг, експорт та ініціацію 

трансляції таргетної мРНК) (98,99). 

Шляхи посттранскрипційної регуляції експресії із залученням РЗП. РЗП 

беруть участь у регуляції експресії за допомогою рекрутування 

ферментативної машинерії, що призводить до зміни стабільності або 

доступності мРНК за декількома механізмами (100–103):  

1. Деградація мРНК, що залежить від деаденілювання. 

2. Деградація мРНК, що не залежить від деаденілювання. 

3. Контроль трансляції (циркуляризація мРНК, інгібування ініціації 

трансляції, тощо) (104). 

Так, одним з перших описаних і добре вивчених прикладів РЗП-

індукованого рекрутування деаденілази є деаденілювання і деградація мРНК, 

що містять ARE (AU-rich elements, АУ-збагачені ділянки). Це один з найбільш 

розповсюджених консервативних мотивів 3’-НТД мРНК ссавців (105). 

Вперше відкриті в мРНК цитокінів, ARE широко представлені в транскриптах 

факторів росту, протоонкогенів та регуляторів клітинного  циклу (106). 

Розрізняють декілька класів ARE в залежності від наявності розділених (I 

клас) або суміжних (II клас) повторів AUUUA. Також виділяють III клас, що 

характеризується хоча і відсутністю пентаметрів AUUUA, але високим AU-
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вмістом. Існує велика родина ARE-зв’язувальних протеїнів (ARE-Binding 

Proteins, ARE-BPs, АЗП), що індукує широкий діапазон можливих змін мРНК 

(107) Так, наприклад, один з найкраще вивчених АЗП ТТР (tristetraprolin, 

тристетрапролін) при зв’язуванні з цільовою мРНК рекрутує деаденілази, 

індукуючи деградацію мРНК (108,109) На противагу, показано, що білок HuR 

при зв’язуванні з ARE перешкоджає деградації цільового транскрипту і 

підвищує його стабільність (110). 

 

1.4. Регуляція експресії за участі РНК-зв’язувальних протеїнів 

при онкологічних процесах 

 

Пухлини представляють собою складне гетерогенне патофізіологічне 

явище, етіологію і патогенез якого достатньо складно визначити. Малігнізація 

завжди супроводжуються мутаціями, які порушують гомеостаз та/або 

онкосупресивні сигнальні шляхи (111). РНК-зв’язувальні протеїни мають 

достатню структурну і функціональну різноманітність, необхідну для 

регуляції багатьох клітинних процесів, таких як, наприклад, сплайсинг мРНК, 

її модифікація, транспорт, локалізація, стабільність, деградація та трансляція 

(112). Деякі РЗП експресуються повсюдно і є еволюційно консервативними, 

підтримуючи базові клітинні функції, а порушення в їх експресії або 

функціонуванні можуть призводити до виникнення різноманітних 

патологічних станів, в тому числі до малігнізації (113). Цільовими 

транскриптами РЗП можуть бути не лише інтрони, екзони та 3’-нетрансльовані 

ділянки незрілих та зрілих мРНК, а і некодуючі РНК: microРНК, tРНК, siРНК, 

snРНК, а також snoРНК: такі РНК формують специфічні вторинні структури, 

що дозволяють їм зв’язуватися з РЗП і здійснювати регуляцію сплайсингу, 

модифікації РНК, регулювати локалізацію та секрецію протеїнів а також 

залучатися до ремоделювання хромосом (114). 

Наприклад, експресія довгої некодуючої РНК (long non-coding RNA 

(lncRNA), днРНК) NEAT1 підвищується при колоректальному раку людини 
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асоційована з несприятливим прогнозом для пацієнтів. Вона взаємодіє з РЗП 

DDX5 і підвищує свою стабільність з подальшою активацією Wnt/β-катенін 

сигнального шляху, що призводить до посилення канцерогенезу (115). Інший 

РЗП, TRBP, є молекулярним шапероном, необхідним для функціонування 

протеїну DICER – основного компоненту для біогенезу мікроРНК. Мутації 

TRBP призводять до значних змін в рівнях експресії мікроРНК, і, як наслідок, 

до проліферації та диференціації малігнізованих клітин (116).   

РЗП HnRNPL є ще одним з представників мультифункціональних РЗП, 

що взаємодіють з днРНК в різноманітних типах раку. Він в основному має 

ядерну локалізацію, проте також може мати вплив на процеси, що 

відбуваються в цитоплазмі шляхом пост-транскрипційної регуляції експресії 

днРНК (117,118).  

 

1.5. Характеристика ТТР та його участь у різних процесах, 

пов’язаних з канцерогенезом 

 

Родина РНК-зв’язувальних протеїнів тристетрапролінів представлена 

протеїнами ZFP36, що краще відомий як ТТР, ZFP36L1 та ZFP36L2 (119). Крім 

того, ще один член цієї родини, ZFP36L3, характерний лише для гризунів та 

експресується в їх плаценті. Ортологи цих протеїнів зустрічаються у багатьох 

хребетних, за виключенням птахів (120). Тристетрапроліни відіграють 

ключову роль під час пост-транскрипційної регуляції експресії таргетних генів 

шляхом специфічного зв’язування з AU-збагаченими елементами їх мРНК: Ці 

протеїни вважаються ключовими регуляторами багатьох клітинних процесів, 

пов’язаних з малігнізацією, а їх експресія є дисрегульованою в багатьох типах 

раку, в тому числі у людини (рис. 1.2.). Ці РЗП часто мають пригнічуючий 

вплив на пухлини, а також асоційовані з прогнозом виживаності для пацієнтів, 

метастазуванням та резистентністю до хіміотерапії (119).  

В здорових клітинах оптимальний рівень експресії мРНК генів, 

асоційованих з сигнальними каскадами виживання, підтримується через 
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жорсткі транскрипційні та пост-транскрипційні механізми. На противагу, в 

малігнізованих клітинах мРНК багатьох категорій генів, що сприяють 

виживанню, в тому числі протоонкогенів, супресорів пухлин та цитокінів, є 

аномально стабільними, що призводить до порушення нормального 

клітинного циклу та впливає на долю клітини в цілому. Велика кількість таких 

мРНК містять AU-збагачені елементи в своїх 3’-НТД і можуть регулюватися 

специфічними РНК-зв’язувальними протеїнами (7).  

Тристетрапроліни характеризуються наявністю одного або більше CCCH-

доменів (цинкові пальці), що містить три залишки цистеїну та один залишок 

гістидину. Ці домени є високо консервативними і зв’язуються з цільовими 

транскриптами. Таке зв’язування є сиквенс- та структуро-специфічним і, 

зокрема, каталізує гідроліз полі-А послідовності мРНК, що призводить до її 

деградації (рис. 1.2).  

Консенсусна послідовність AU-збагачених елементів має вигляд 

UUAUUUAUU, хоча на сьогодні описані також її варіації, що призводять до 

зв’язування з не меншою афінністю (121). Всі тристетрапроліни ссавців мають 

один і той самий механізм дії в біохімічних дослідженнях щодо зв’язування і 

деградації мРНК. Цікаво, що миші, нокаутні за різними з представників 

тристетрапролінів (в ембріональному періоді), мали різні фенотипи: нокаут 

ZFP36L1 був летальним ще під час ембріонального розвитку, а нокаут 

ZFP36L2 призводив до пост-натальної летальності в межах двох тижнів після 

народження внаслідок дефектів гемопоезу (121–124). Ці дані свідчать про те, 

що тристетрапроліни можуть мати різну специфічність щодо таргетних 

транскриптів та клітин або тканин, в яких вони експресуються. Більше того, 

тристетрапроліни можуть експресуватися у різні періоди пре- та пост-

натального розвитку (125).  

Хоча тристетрапроліни були відкриті більше 20 років тому, більшість 

досліджень, присвячених їх ролі у малігнізації, було представлено в останні 10 

років. Тристетрапроліни демонструють антионкогенні властивості, що прямо 

пов’язані із їх здатністю призводити до деградації мРНК. Наприклад, мРНК 
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таких онкогенів, як NOTCH1, MYC, BCL-2, та COX-2 містять AU-збагачені 

елементи та являють собою безпосередні мішені ТТР (125–128). При цьому, 

експресія самого ТТР також прямо негативно регулюється деякими 

онкогенами (129). Також показано, що він може доповнювати дію 

онкосупресорів, наприклад, р53, шляхом супресії протоонкогенів, так як 

фактично експресія ТТР індукується самим р53 в малігнізованих пухлинах 

(129). Цікаво, що в деяких рідкісних випадках тристетрапроліни можуть також 

знижувати рівень експресії генів-супресорів пухлин. Так, показано, що ТТР 

негативно регулює експресію онкосупресора LATS2 (130).  

 

 

 

Рис. 1.2. Механізми ТТР-опосердкованого гідролізу мРНК (адаптовано з 

J. Park, T.Lee та T. Kang, (9)) 
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Порушення експресії або активності тристетрапролінів асоційоване з 

багатьма видами раку, крім того, деякі з них можуть характеризуватися 

повною втратою експресії тристетрапролінів (131) . Вважається, що втрата або 

зниження їх експресії призводить до підвищення стабільності їх таргетних 

транскриптів, основна відома маса яких належить до протоонкогенів. На разі 

відомо про три різні механізми, що призводять до втрати активності або 

експресії ТТР (132–138): 

- Мікро-РНК залежна регуляція 

- Епігенетичний сайленсинг шляхом метилювання промотора 

- Зміни активності протеїну внаслідок пост-трансляційних модифікацій, а 

саме – фосфорилювання. 

Незалежно від механізму, втрата функції ТТР може індукувати значні 

зміни в транскриптомі клітини і призводити до малігнізації (7). 

TTP негативно регулює експресію великої кількості онкогенів і 

теоретично є перспективним біомаркером, оскільки рівень його експресії 

значно варіює в багатьох видах раку і часто асоційований з клінічними 

характеристиками та прогнозами для пацієнтів (139). За даними репозиторію 

GEPIA, рівень його експресії знижений майже в усіх видах раку порівняно із 

нормальними тканинами (140,141). Більше того, він може модулювати 

взаємодії між злоякісними та імунними клітинами, що викликає великий 

інтерес в сучасних умовах (9,142). Наприклад, у пацієнтів з метастазуючим 

раком простати спостерігали нижчий рівень експресії ТТР порівняно з 

пацієнтами з локалізованими пухлинами (143), а у пацієнтів з радикальною 

простатектомією у виділених пухлинах з низьким рівнем експресії ТТР 

спостерігали більш короткий період ремісії (до біохімічного рецидиву) або 

виявлення метастазів порівняно з тими пацієнтами, в пухлинах яких 

спостерігали вищий рівень експресії ТТР (143,144).  

Рівні експресії ТТР (як на рівні протеїну, так і на рівні мРНК) у пацієнтів 

з раком сечового міхура також були знижені, а пацієнти, у яких спостерігали 

високий рівень експресії таргетних транскриптів ТТР, включаючи регулятори 
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клітинного циклу, генів ЕМП і компонентів Wnt-сигналінгу, мали менш 

сприятливий прогноз та більш активну проліферацію пухлин порівняно з тими 

пацієнтами, що мали нижчий рівень експресії таргетних транскриптів ТТР. 

Цікаво, що авторами цього дослідження вперше було виявлено дволанцюгову 

РНК dsTTP-973, що може підвищувати рівень експресії ТТР та знижувати 

агресивність пухлини як in vitro, так і in vivo (145).  

Множинні дослідження вивчають роль тристетрапроліну під час 

розвитку раку молочної залози (146–161), але не лише в контексті регуляції 

таргетних мРНК. Так, в одному із досліджень було виявлено, що рівень 

експресії ТТР має значущий вплив на активність естрогенового рецептора ERα 

в клітинах лінії MCF-7, пригнічуючи ефект SRC-1 на активацію ERα. При 

цьому взаємодія між TTP та ERα в цих самих клітинах in vivo пригнічує 

трансактивацію ERα без змін в рівні експресії його власної мРНК, що вказує 

на те, що репресія трансактивації досягається саме шляхом протеїн-

протеїнових взаємодій (156). 

Показано, що рівень експресії ТТР значно знижений в гепатоцелюлярній 

карциномі та внутрішньопечінковій холангіокарциномі людини, і 

асоційований з дедиференціацією гепатоцитів та корелює з отриманням 

несприятливого прогнозу. Цікаво, що в тому ж дослідженні автори показали, 

що незважаючи на загальновідомий «класичний» антионкогенний вплив ТТР 

також виявляє канцерогенний ефект і сприяє формуванню первинних пухлин  

на ранніх стадіях in vivo на мишачій моделі. Ці результати дають основу для 

припущення про дуальний вплив тристетрапроліну в процесі малігнізації 

залежно від стадії формування пухлини і відкривають нове поле для 

досліджень (162). 

ТТР і метастазування. З літературних джерел відомо, що метастазування 

являє собою основну причину смерті серед пацієнтів, хворих на рак (163–167). 

Активатор плазміногену uPA та його рецептор uPAR є одними з ключових 

факторів інвазії (146,168). Показано, що ТТР може інгібувати інвазивну 

здатність малігнізованих клітин через пряме зв’язування з 3’-НТД їх мРНК, 
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зменшуючи таким чином здатність клітин до експресії uPA та uPAR у 

достатній для ефективної інвазії кількості (4).  

IL-13 залучений до регуляції проліферації, інвазії та метастазування 

малігнізованих клітин через активацію сигнального шляху PI3K/Akt/mTOR 

(169,170). ТТР може інгібувати цей сигнальний каскад через пригнічення 

експресії IL-13. У клітинах раку шлунку підвищення рівня експресії ТТР 

інгібувало проліферацію, інвазію і міграцію і негативно корелювало з рівнем 

експресії IL-33 (171–173). PIM2, кіназа, що широко розповсюджена серед 

малігнізованих клітин різних типів, фосфорилює велику кількість протеїнів, 

необхідних для канцерогенезу (174). При цьому великий інтерес 

представляють дані про те, що зв’язуючись з цинковими пальцями ТТР PIM2 

не тільки сприяє деградації ТТР убіквітин-залежним шляхом протеасомної 

деградації, але і інгібує проліферацію та міграцію клітин раку молочної залози 

(147). 

Показано, що швидкість утворення метастазів залежить від динамічної 

рівноваги між зв’язуванням протеїнами TTP та HuR їх таргетних мРНК: 

обидва мають одні і ті самі сайти зв’язування з багатьма протоонкогенними 

мРНК, при цьому, якщо ТТР викликає деградацію цільових транскриптів, то 

HuR навпаки їх стабілізує і сприяє їх трансляції. (175). Порушення рівноваги 

цих антагоністів може призвести до підвищення рівнів експресії 

протоонкогенів і, як наслідок, до малігнізації (176). Збільшення експресії 

протеїнів HMGB1 (high mobility group box 1) часто асоційоване з раком 

шлунку (177), а HuR, що також надекспресований при цій патології, підвищує 

рівень експресії HMGB1 на рівні трансляції. Після цього ТТР може знижувати 

здатність малігнізованих клітин до інвазії та міграції через пригнічення 

експресії HuR (178).  
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1.6. Загальні відомості про доксорубіцин та механізми його 

впливу на транскрипційний профіль клітин 

 

Доксорубіцин — це хіміотерапевтичний препарат, що належить до 

антинеопластичних препаратів і широко використовується для лікування 

різних типів раку, таких як рак молочної залози, простати, матки, яєчників, 

жовчних шляхів, стравоходу, печінки та інших (179–185). Головний механізм 

його дії полягає в тому, що він інтеркалює ДНК та інгібує активність 

топоізомерази ІІ, що призводить до розкручування подвійної спіралі, 

подальшого пригнічення синтезу ДНК, РНК та білків, а також до загибелі 

клітин, які швидко діляться (186). Він також є одним із найбільш поширених 

препаратів, що використовується при лікуванні РМЗ, і вважається одним із 

найважливіших для пацієнтів з тричі негативним РМЗ, що не піддається 

гормональній терапії (10,187).  

Останнім часом доксорубіцин інтенсивно досліджують у контексті змін 

експресії генів, пов'язаних з його кардіотоксичністю та механізмами 

резистентності. Проте мало відомо про те, як доксорубіцин впливає на 

експресію генів, пов'язаних із цитоскелетом. Пошкодження ДНК, спричинене 

доксорубіцином, призводить до активації ATM-кінази, яка має численні 

мішені, і змін в транскрипційному профілі клітин. Крім того, ефект 

доксорубіцину може суттєво варіювати залежно від статусу p53 і призводити 

до активації TNFα-індукованого NF-κB (188). Наприклад, обробка p53-

мутантних клітин MDA-MB-231 активувала NF-κB-залежну транскрипцію 

генів, пов'язаних з інвазією, метастазуванням та резистентністю до 

хіміотерапевтичних агентів. Подібний ефект також спостерігався в інших 

клітинних лініях та первинних пухлинах РМЗ; а відновлення p53 дикого типу 

у цих клітинах пригнічувало індуковану доксорубіцином NF-κB-залежну 

транскрипцію (189). Також є докази того, що доксорубіцин-індукований NF-

κB сприяє міграції та метастазуванню клітин РМЗ через індукцію CXCR4 

(190). З іншого боку, є дослідження, яке показує, що, хоча доксорубіцин 
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індукує сигнальні шляхи NF-κB і продукує активні комплекси NF-κB, ці 

комплекси є дефектними за своєю здатністю до фосфорилювання та 

ацетилювання, що призводить до пригнічення конститутивної та індукованої 

цитокінами NF-κB-залежної транскрипції.(191) 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

 

2.1.   Матеріали 

 

В роботі використовували органічні та неорганічні хімічні реактиви 

виробництва компаній «Fluka» (США), «Merck» (США), «Sigma Aldrich» 

(США), «BioRad» (США), «Amersham Pharmacia Biotech» 

(Великобританія), «Thermo Fisher Scientific» (США) або вітчизняні 

реактиви кваліфікації «хч» і «осч». Також використовували ферменти 

компанії «Thermo Fisher Scientific» (США): ендонуклеази рестрикції; 

інгібітор РНКаз RiboLock; ДНКаза I; зворотня транскриптаза RevertAid H 

Minus; РНКаза А та High Fidelity PCR Enzyme Mix. Суміш dNTP для 

проведення ПЛР було придбано у компанії «Thermo Fisher Scientific» (США). 

Для кількісної ПЛР в реальному часі було використано DreamTaq полімеразу 

виробництва «Thermo Fisher Scientific» (США), або готову суміш реагентів 

LUNA Universal One-step RT-qPCR mix виробництва «New England Biolabs» 

(США).  

Для виділення тотальної РНК з зразків пухлин молочної залози людини 

використовували реагенти innuSOLV® виробництва «Analytik Jena» 

(Німеччина), RNA Go виробництва «BioLabTech» (Україна) та набір реагентів 

RNAeasy mini Plus kit виробництва «Qiagene» (Німеччина), а геномну ДНК 

виділяли за допомогою набору реагентів DNeasy Blood & Tissue Kit 

(«Qiagene»). Використовували суміш інгібіторів протеаз та фосфатаз Halt 

виробництва «Thermo Fisher Scientific» (США) або «Complete protease 

inhibitor» та «PhosSTOP», відповідно виробництва «Roche» (Швейцарія). 

Набір для виділення ДНК із гелю «Silica Bead DNA Gel Extraction Kit» було 

придбано у компанії «Thermo Fisher Scientific» (США). Середовище для 

культивування ліній клітин ссавців (DMEM), ембріональну сироватку 
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теляти (FBS) та поліетиленімін (ПЕІ) було придбано в компанії «Sigma-

Aldrich» (США). Трансфекційний агент «Lipofectamine 3000» та 

позаклітинний матрикс Geltrex® було придбано в «Thermo Fisher Scientific» 

(США). Напівпроникні полікарбонатні мембрани з розміром пор 8 µм було 

придбано в «Corning», (США). Флуоресцентні барвники Phalloidin-iFluor 

488, Phalloidin-iFluor 647 та середовище для монтування із вмістом DAPI 

«Aqueous Mounting Medium Fluoroshield» було придбано в компанії 

«Abcam» (Англія), а флуоресцентні барвники SiR-DNA (Spirochrome, 

251SC007) та SPY555-actin було придбано в компанії «Spirochrome» (США). 

AlamarBlue (ресазурин) було придбано в «Thermo Fisher Scientific» (США). 

Середовище для монтування із вмістом DAPI було придбано в 

«Spirochrome» (США). 

В роботі використовували первинні антитіла: моноклональні антитіла 

анти-ТТР виробництва Cell Signalling (США) та анти-β-тубулін 

виробництва Sigma (США). Кон’юговані з пероксидазою хрону вторинні 

антитіла проти імуноглобулінів миші та кроля було придбано в компанії 

«Jackson ImmunoResearch» (США).  

У роботі було використано наступний біологічний матеріал: клінічні 

зразки пухлин раку молочної залози та тканини пухлинного оточення були 

отримані в Національному інституті раку. Всі суб’єкти надали свою 

інформовану добровільну згоду. Також використовували клітини людини ліній 

MCF-7 (неінвазивні клітини аденокарциноми молочної залози людини, що 

відповідають люмінальному А типу), MDA-MB-231 (інвазивні клітини раку 

молочної залози людини, що відповідають тричі-негативному типу) та 

бактеріальні клітини Escherichia coli штамів BL21(DE3) «Novagen» (США) 

і XL1-Bluetet «Stratagen» (США). 
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2.2.   Біоінформатичний аналіз нуклеотидних послідовностей 

 

Всі нуклеотидні та амінокислотні послідовності були отримані з бази 

даних Національного Центру Бiотехнологiчної Iнформацiї. Аналіз 

послідовностей нуклеїнових кислот, отриманих за допомогою секвенування 

проводили за допомогою програми Chromas 1.55 («Technelysium LTD»). Аналіз 

послідовностей нуклеїнових кислот, проводили за допомогою пакетів програм 

Vector NTI 10 та DNAStar (DNAStar Inc). Дизайн праймерів проводили за 

допомогою програми Oligo 7 («Molecular Biology Insights, Inc.»). 

Перевірку 3’-НТД різних транскрипційних ізоформ одного гена на 

гомологічність проводили інструментів Needle та ClustalO Європейського 

інституту біоінформатики. Пошук потенційних сайтів зв’язування для РНК-

зв’язувальних протеїнів в 3’-НТД основних транскрипційних варіантів цих 

генів було виконано за допомогою біоінформатичних онлайн-ресурсів 

RegRNA 2.0. та Scan For Motifs.  

Для пошуку AU-збагачених ділянок в 3’НТД основних транскрипційних 

ізоформ SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL використовували 

онлайн-ресурс AREScore http://arescore.dkfz.de/arescore.pl. Для оцінки 

ймовірності зв’язування ТТР з основними транскрипційними ізоформами 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL використовували онлайн-

ресурси RPISeq http://pridb.gdcb.iastate.edu/RPISeq/ та omiXcore http://crg-

webservice.s3.amazonaws.com/. Для створення плазмідних конструкцій in silico 

використовували онлайн-ресурс Benchling https://www.benchling.com/.  

Підбір праймерів та визначення їх специфічності проводили за 

допомогою бази даних NCBI Blast.  

 

2.3.   Виділення геномної ДНК  

 

Геномну ДНК виділяли за допомогою набору реагентів DNeasy Blood & 

Tissue Kit (Qiagene) відповідно до рекомендацій виробника. Концентрацію, 
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чистоту та цілісність виділеної ДНК оцінювали спектрофотометрично при 

λ=260 нм і λ=280 нм та електрофоретично фарбуванням етидій бромідом.  

 

2.4.   Виділення тотальної РНК  

 

Тотальну РНК із зразків пухлин молочної залози людини ізолювали з 0.2-

1.5 г тканини гуанідин-ізотіоціонатним методом за допомогою реагенту 

innuSOLV (Analityk Jena) або RNA Go (BioLabTech) відповідно до 

рекомендацій виробника. Зразки заморожували в рідкому азоті одразу після 

резекції і зберігали за температури -80°C. Тотальну РНК із клітин ссавців 

виділяли за допомогою набору реагентів RNAeasy mini Plus kit (Qiagene) 

відповідно до рекомендацій виробника. Клітини попередньо трипсинізували, 

двічі відмивали холодним фосфатно-сольовим буфером, після чого знову 

осаджували центрифугуванням. Після відмивок осад ділили на дві частини і 

переносили до мікроцентрифужних пробірок. Одну з частин використовували 

для виділення тотальної РНК. Концентрацію, чистоту та цілісність виділеної 

РНК оцінювали спектрофотометрично при λ=260 нм і λ=280 нм та 

електрофоретично фарбуванням етидій бромідом. 

 

2.5.   Електрофорез нуклеїнових кислот в агарозному гелі 

 

Електрофоретичне розділення нуклеїнових кислот проводили в 1,5% 

агарозному гелі за напруги 5-10 В/см, використовуючи 1хТАЕ буфер (40мМ 

трис-ацетат, рН 8,3 та 1мМ ЕДТА), етидій бромід в якості барвника для 

візуалізації нуклеїнових кислот та гліцериновий буферний розчин для 

нанесення зразків. Гель аналізували під ультрафіолетовим опроміненням за 

допомогою приладу ChemiDoc XRS+ («BioRad» США). 
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2.6.   Видалення геномної ДНК із препаратів тотальної РНК за 

допомогою ДНКазиІ 

 

Для остаточного видалення геномної ДНК, препарати тотальної РНК 

обробляли ДНКазою І («Fermentas»). 15 мкл реакційної суміші, яка містила 1-

5 мкг тотальної РНК, 1,5 мкл 10х буфера, 0,5 мкл інгібітора РНКази RiboLock 

(40 од./мкл) та 3 мкл ДНКази І (1 од./мкл) інкубували протягом 60 хв при 

+370С. Потім проводили інактивацію ДНКази І – додавали 1,5 мкл 50мМ ЕДТА 

та інкубували при +650С протягом 10 хв. Отриманий препарат РНК відразу 

використовували для синтезу кДНК. 

 

2.7. Синтез кДНК з тотальної РНК 

 

Для отримання кДНК використовували метод зворотної транскрипцiї на 

препаратах тотальної РНК із пухлин молочної залози людини. Для цього в 

реакційну суміш, загальним об’ємом 20 мкл, вносили 1-5 мкг тотальної РНК, 

попередньо обробленої ДНКазою І, праймер (Oligo dT15) в кількості 100 мкМ, 

4 мкл 5х буфера, 2 мкл 10 мМ dNTP, 0,5 мкл інгібітора РНКази RiboLock (40 

од./мкл) та 1 мкл зворотної транскриптази RevertAid H Minus Reverse 

Transcriptase (50 од./мкл). Для денатурації РНК та приєднання до мРНК 

праймера Oligo dT15 проводили інкубацію препарату РНК з Oligo dT15 окремо 

від інших компонентів суміші при +650С протягом 10 хв. Потім додавали 

решту компонентів суміші та проводили синтез при +420С протягом 1-2 годин. 

Інактивацію ферментів проводили при +650С протягом 10 хв. Отриману кДНК 

розводили в два рази додаванням 20 мкл Н2О та зберігали при –200С. 

 

2.8. Реакції рестрикції та лігування 

 

Реакції рестрикції проводили ендонуклеазами рестрикції («Thermo 

Scientific», США) згідно рекомендацій виробника. Реакцію лігування 
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здійснювали при 22˚С протягом 2 год за допомогою ДНК-лiгази фага Т4 в 

концентрації 1 од. Вейса на 10 мкл реакційної сумiшi («Thermo Scientific», 

США). 

 

2.9.  Аналіз експресії методом кількісної ПЛР в реальному часі 

 

Кількісну ПЛР (кПЛР) на зразках, отриманих з пухлин молочної залози 

людини, виконували з використанням праймерів та флуоресцентно мічених 

Taq-Man-зондів. кПЛР проводили в 25 мкл суміші, яка містила 0,2 мкМ 

кожного специфічного праймера, 0,1 мкМ Taq-Man зонду, 1,5 мМ МgCl2, 0,2 

мМ dNTP, 2,5 од. DreamTaq ДНК-полімерази («Fermentas») та відповідний 

буфер. Ампліфікацію здійснювали за таких умов: денатурація – +950С, 20 сек 

(в першому циклі – 2 хв); температура реасоцiацiї праймерiв – +600С, час 

реасоцiацiї праймерiв та синтезу об’єднували – 1 хв, протягом 50 циклів.  

ПЛР проводили в термоциклері CFX96 («Bio Rad»). ПЛР на зразках, 

отриманих з клітинних ліній, проводили за допомогою набору реагентів 

LUNA Universal One-step RT-qPCR mix виробництва «New England Biolabs» 

(США). Для цього однакову кількість (20 нг) тотальної РНК, попередньо 

обробленої ДНКазою І вносили у підготовлену реакційну суміш та інкубували 

в термоциклері відповідно до рекомендацій виробника.  

Праймери та зонди, які використовували для кПЛР, а також їх 

ефективності наведено в таблиці 2.1. Для всіх зразків проводили аналіз кривих 

плавлення. 

У випадку ЗТ-кПЛР мРНК із зразків пухлин в якості референсного гена 

використовували ТВР (192), у випадку використання мРНК, виділеної із 

клітинних ліній – GAPDH (193). 
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Таблиця 2.1 

Праймери та зонди, використані для кПЛР 

Праймери Послідовність (5’-3’) Ефектив-

ність 

For-TBP 

Probe 

Rev-TBP 

GTGCCCGAAACGCCGAATATA 

(BHQ1)ATCCCAAGCGGTTTGCTGCGGT(FAM) 

CCGTGGTTCGTGGCTCTCTTA 

94.4% 

For-ZFP36 

Probe 

Rev-ZFP36 

CATGGATCTGACTGCCATCTAC 

(FAM)AGCCCTGACGTGCCCGTGCC(BHQ1) 

CTGGAGTCGGAGGGGCTCA 

98.6% 

For-2ZFP36  

Rev-2ZFP36  

TCTTCGAGGCGGTTTTT 

TGCGATTGAAGATGGGGAGTC 
93.5% 

For-

SH3PXD2A 

Rev-

SH3PXD2A 

CGAACCTACGGACAAGACCTC 

CGTGGCTTTGGCAGTTGGAA 
93.78% 

For-

SH3PXD2B 

Rev-

SH3PXD2B 

GGCTGTCAAACGCCTGATAC 

GGTTTGGTCACCCCCAGATTT 
100.82% 

For-WIPF1 

Rev-WIPF1 

ACGGCCAACAGGGATAATGAT 

GGTTTCGCAGATGTGGATCTT 
102.13% 

For-WASL 

Rev-WASL 

GAACGAGTCCCTCTTCACTTT 

TTCCGATCTGCTGCATATAACT 
105.8% 

For-CTTN 

Rev-CTTN 

GCTTTGAGTATCAAGGCAAAACG 

CCAACGGCACATTTGTCTTGT 
90.13% 

For-GAPDH 

Rev- GAPDH 

AGCCACATCGCTCAGACAC 

GCCCAATACGACCAAATCC 
101.3% 
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2.10.  Обчислення результатів ПЛР в реальному часі 

 

Обчислення результатів ПЛР виконували за методом Пфаффеля (194) та 

використовували формулу:  

 

𝐸𝑥𝑝 = (𝐸𝐺𝑂𝐼)
∆𝐶𝑡(𝐺𝑂𝐼) (𝐸𝐻𝐾𝐺)

∆𝐶𝑡(𝐻𝐾𝐺)⁄  

 

де EGOI – ефективність ПЛР досліджуваного гена, EHKG – ефективність ПЛР 

референсного гена, ∆Ct(GOI) – ∆Ct досліджуваного гена, ∆Ct(HKG) – ∆Ct 

референсного гена. Ефективність ПЛР визначали за допомогою методу 

серійних розведень. Для цього готували серію 10-кратних розведень (1:1-

1:10000) кДНК, отримували значення Ct для кожного з них та будували 

калібрувальну криву. Всі вимірювання проводили в двох технічних повторах. 

На вісі абсцис відкладали логарифм ступеню розведення, на вісі ординат – 

середнє значення Ct. Після цього обраховували нахил кривої. Далі 

обчислювали ефективність ПЛР за формулою 

Е = (10
1

𝑆-1)*100  

де Е – ефективність ПЛР, S – нахил кривої Отримані значення ефективності 

підставляли у формулу обчислення результатів ПЛР в реальному часі. 

Значення циклів досліджуваного та референсного генів визначали за точкою 

перетину кривими їх ампліфікації порогового рівню флуоресценції (threshold), 

вище якого значення флуоресценції вважаються статистично значущими. 

Пороговий рівень встановлювали для всіх експериментів однаковим, на рівні 

100 RFU. 

 

2.11. Приготування компетентних клітин E. сoli 

 

Для отримання компетентних клітин E. сoli штамів XL1-Bluetet, 

BL21(DE3) та TOP10 використовували наступному методику. Отримували 5 
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мл нічної культури на середовищі LB (на 1 л: бакто-триптон – 10 г, бакто-

дріжджовий екстракт – 5 г, NaCl – 10 г, рН 7,2-7,4). Інокулювали 0,5 мл нічної 

культури у 100 мл свіжого середовища LB в 500 мл колбі та інкубували при 

195 об/хв і +37˚С до ОD540 = 0,3 (5 × 107 клітин/мл). Оптичну щільність 

вимірювали на спектрофотометрі Ultrospec 1000 фірми “Amersham Pharmacia 

Biotech” при довжині хвилі 540 нм. Культуру охолоджували протягом 5-7 хв 

на льоду та осаджували за допомогою центрифуги “Jouan” при 3000 об/хв, 7 

хв при +4˚С. Після видалення надосадової рідини осад клітин обережно 

ресуспендували в 0,5 мл охолодженого середовища А. Додавали 2 мл 2×TSS 

(LB, ПЕГ–20%, МgSO4 – 50 мМ) та 1 мл 80% гліцерину. Отриману суспензію 

клітин розливали по 200 мкл в мікропробірки та зберігали при –70 ˚С. Після 

заморожування кількість компетентних клітин в аліквоті оцінювали за 

стандартною методикою. Отримані клітини використовували для 

трансформації препаратами плазмідної ДНК або лігазною сумішшю. 

 

2.12. Культивування клітин ліній MDA-MB-231, MCF7 та лінії 

MDA-MB-231 з ектопічною експресією ТТР 

 

Клітини ліній MCF7, MDA-MB-231 та MDA-MB-231 з ектопічною 

експресією ТТР культивували в модифікованому Дульбекко середовищі Ігла 

(DMEM), яке містило 10% ембріональну сироватку теляти (FBS), 4.6 г/л 

глюкози, 10 мкг/мл пеніциліну та 0.25 мкг/мл стрептоміцину, при +37°С та 

вмісті 5% СО2. При досягнені клітинами 70-80% стану конфлюентності їх 

пересівали у нові культуральні чашки. Пасирування клітин проводили за 

допомогою 0.05% трипсину з 0.053 мМ ЕДТА протягом 3-10 хв та переносили 

у нове середовище відповідно до рекомендацій банку клітинних ліній ATCC. 
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2.13. Трансфекція клітин лінії MDA-MB-231 плазмідною ДНК 

 

Трансфекцію еукаріотичних клітин проводили за допомогою 

поліетиленіміну (ПЕІ) або Lipofectamin® 3000 виробництва «Sigma» та 

«Thermo Fisher Scientific» відповідно. Плазмідну ДНК та ПЕІ розчиняли 

окремо в 150 мМ NaCl, інкубували 5 хв, змішували рівні об’єми та інкубували 

протягом 15 хв. При використанні Lipofectamin® 3000 плазмідну ДНК та 

реагент для трансфекції розчиняли в середовищі Opti-MEM («Life 

Technologies», США), інкубували 5 хв, змішували та після інкубації протягом 

15 хв додавали до клітин в середовищі DMEM. Після цього клітини інкубували 

протягом 24-36 годин та використовували відповідно до мети експерименту. 

 

2.14. Створення лінії MDA-MB-231 із стабільною надекспресією 

ТТР 

 

До безпосередньо створення лінії із стабільною експресією ТТР 

попередньо визначали чутливість клітин лінії MDA-MB-231 до зеоцину 

(селективного антибіотику). Для цього клітини висівали на 6-лункові 

планшети у кількості 700000 на лунку, що відповідає приблизно 70% 

конфлюентності після прикріплення, давали прикріпитися протягом ночі, 

після чого додавали поживне середовище із 50, 100, 200, 500, 800 і 1000 мкг/мл 

та інкубували протягом 3 тижнів. Середовище із селективним антибіотиком 

змінювали кожні 2 дні. По 3 тижнях інкубації було визначено оптимальну для 

селекції концентрацію 200 мкг/мл. Далі інтактні клітини трансфекували 

плазмідною конструкцією pcDNA4-TO-TTP, попередньо отриманою в нашій 

лабораторії С. Кропивком, за допомогою реагенту Lipofectamine 3000 

відповідно до рекомендацій виробника, інкубували протягом 24 годин, після 

чого замінювали поживне середовище на таке, що містило 200 мкг/мл зеоцину. 

Клітини культивували протягом 3 тижнів в середовищі із селективним 

антибіотиком, яке замінювали кожні 2 дні. По завершенню селекції клітини 
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трипсинізували, відмивали  PBS, осаджували протягом 3 хв при 400g та 

ресуспендували осад в 1 мл середовища. Після цього підраховували кількість 

клітин та висівали їх в 96-лунковий планшет із розрахунку 1 клітина на лунку. 

Фактичну кількість клітин, що опинялися в лунці планшету, оцінювали під 

мікроскопом; лунки, в яких не було клітин, або було більше однієї клітини, 

мітили та не використовували у подальших маніпуляціях. Частину клітин, що 

залишилися, заморожували для збереження поліклональної популяції, а іншу 

частину висівали в 100 мм чашку Петрі і культивували протягом селекції. 

Одиничні клітини на 96-лунковому планшеті культивували до досягнення 

ними 50% конфлюентності. Після цього їх переносили до 24-лункових, 12-

лункових та 6-лункових планшетів до досягнення ними маси, достатньої для 

вестерн-блот аналізу та подальшого заморожування та культивації. Далі 

отримані моноклональні лінії перевіряли на надекспресію ТТР за допомогою 

вестерн-блот аналізу, а відносну зміну копійністі внесеного гену визначали за 

допомогою кількісної ПЛР.  

 

2.15. Визначення відносної зміни копійності гену ZFP36 в клітинах 

із стабільною експресією ТТР 

 

 Відносну зміну копійності ZFP36 у клітинах лінії MDA-MB-231 з його 

ектопічною експресією відносно клітин дикого типу визначали за допомогою 

кількісної ПЛР в реальному часі. Для цього виділяли геномну ДНК з клітин 

дикого типу та клітин із ектопічною експресією ZFP36, після чого проводили 

кПЛР в 25 мкл суміші, яка містила 10 мкМ кожного специфічного праймера, 

1,5 мМ МgCl2, 0,2 мМ dNTP, 2,5 од. DreamTaq ДНК-полімерази («Fermentas») 

та відповідний буфер. Амплiфiкацiю здійснювали за таких умов: денатурація 

– +950С, 20 сек (в першому циклі – 2 хв); температура реасоцiацiї праймерiв – 

+600С, час реасоцiацiї праймерiв та синтезу об’єднували – 1 хв, протягом 50 

циклів. ПЛР проводили в термоциклері CFX96 («Bio Rad»). Послідовність 

праймерів наведено в таблиці 2.1 (For-2ZFP36, Rev-2ZFP36). Відносну зміну 
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копійності визначали як нормалізоване відношення відносного рівня експресії 

в клітинах з ектопічною експресією ZFP36 до відносного рівня експресії 

ZFP36 в клітинах дикого типу. 

 

2.16. Обробка клітин доксорубіцином 

 

Клітини ліній MCF7 та MDA-MB-231 між пасажами 2 та 5 розсівали на 

чашки Петрі діаметром 100 мм в кількості 6000000 на кожну чашку. Через 24 

години після цього додавали DXR в концентраціях 0,1, 0,5 і 1,0 µM та 

інкубували протягом 48 год. Після цього клітини трипсинізували, двічі 

відмивали холодним PBS, та ділили вміст на 2 мікроцентрифужні пробірки. 

Вміст однієї мікроцентрифужної пробірки використовували для виділення 

тотальної РНК, а вміст іншої – для приготування білкових лізатів. Після 

трипсинізації всі маніпуляції виконували на льоду та в центрифузі з 

охолодженням. Якщо вміст мікроцентрифужних пробірок не використовували 

одразу, то їх заморожували та зберігали за температури -80°С.  

 

2.17. Визначення життєздатності клітин за допомогою тесту  з 

ресазурином із спектрофотометричною детекцією 

 

 Для визначення життєздатності (метаболічної активності) клітин 

використовували тест з ресазурином із спектрофотометричною детекцією. Для 

цього клітини висівали в 96-лункові планшети у кількості 10000 клітин на 

лунку, давали прикріпитися за ніч, після чого відбирали поживне середовище 

і додавали таке, що містило 10% ресазурину. Після цього клітини інкубували 

протягом 4 годин, далі вимірювали абсорбцію за довжини хвилі λ=570 нм та 

λ=600 нм за допомогою спектрофотометру BioTek Synergy HTX Multimode 

Reader («Agilent», США), відбирали середовище, двічі промивали PBS та 

додавали чисте поживне середовище. Далі клітини культивували 48 годин, 

після чого відбирали поживне середовище і додавали таке, що містило 10% 
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ресазурину, інкубували протягом 4 годин, і далі вимірювали абсорбцію за 

довжини хвилі λ=570 нм та λ=600 нм. Значення абсорбції першого 

вимірювання використовували як контроль. Для визначення цитотоксичності 

DXR також використовували тест з ресазурином. Для цього клітини висівали 

в 96-лункові планшети у кількості 10000 клітин на лунку, давали прикріпитися 

за ніч, після чого відбирали поживне середовище і додавали таке, що містило 

0,1 µМ, 0,2 µМ, 0,5 µМ, 1,0 µМ, 2,0 µМ , 3,5 µМ або 5,0 µМ DXR, або не містило 

його. Далі клітини інкубували 48 або 72 години, після чого відбирали поживне 

середовище і додавали таке, що містило 10% ресазурину, інкубували протягом 

4 годин, і далі вимірювали абсорбцію за довжини хвилі λ=570 нм та λ=600 нм. 

Як контроль використовували значення абсорбції з лунок, в яких було 

середовище без DXR. Метаболічну активність клітин, що визначається як % 

відновленого ресазурину, обчислювали за формулою, наданою виробником: 

 

(О2А1) − (О1А2)

(О2Р1) − (О1Р2)
 

 

де O1 – коефіцієнт молярної екстинції окисленого ресазурину при λ=570 нм; 

О2 – коефіцієнт молярної екстинції окисленого ресазурину при λ=600 нм; А1 

– абсорбція при λ=570 нм; А2 – абсорбція при λ=600 нм; Р1 – абсорбція в 

контрольних лунках при λ=570 нм; Р2 Р1 – абсорбція в контрольних лунках 

при λ=600 нм. У випадку визначення цитотоксичності значення ІС50 та ІС90 

обраховували за допомогою відповідних пакетів у програмі «GraphPad Prism 

9.5». 

 

2.18. Конфокальна мікроскопія фіксованих препаратів клітин 

 

Для аналізу морфології та цитоскелету клітини висівали в кількості 

22,000/см2  на скельця для інкубації Nunc Lab-Tek II Chamber Slide™ і давали 

прикріпитися за ніч. Після цього їх фіксували 3.8% ПФА в PBS, 
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пермеабілізували 0,1% Твін в 1% БСА та фарбували флуоресцентно-міченим 

фалоїдином Phalloidin-iFluor 488 (Abcam) відповідно до рекомендацій 

виробника. Далі скельця монтували за допомогою монтувального середовища 

з DAPI. Зображення клітин отримували за допомогою конфокального 

мікроскопу Leica STELLARIS 8. Первинний аналіз зображень (визначення 

меж клітин – сегментацію, накладання маски) виконували за допомогою 

програмного забезпечення CellPose3 (195), після чого за допомогою ImageJ 

визначали значення площі клітин, їх циркулярності та витягнутості. Для 

аналізу кількості, ширини та довжини актинових філаментів використовували 

програмне забезпечення FilamentSensor 2.0 (196): зображення завантажували 

до інтерфейсу FilamentSensor 2.0, після чого запускали автоматизований аналіз 

із налаштуваннями по замовчуванню та отримували зображення клітин із 

накладеною маскою філаментів, а також числові значення ширини, довжини і 

кількості філаментів на зображення, які потім підлягали статистичному 

аналізу.  

Для аналізу морфології клітин після обробки DXR клітини висівали в 

кількості 44,000/см2  на скельця для інкубації Nunc Lab-Tek II Chamber Slide™ 

і давали прикріпитися за ніч. Після цього поживне середовище замінювали на 

таке, що містило 0.1, 0.5 та 1.0 µM DXR та інкубували протягом 48 год. Після 

цього їх фіксували 3.8% ПФА в PBS, пермеабілізували 0,1% Твін в 1% БСА та 

фарбували флуоресцентно-міченим фалоїдином stained by Phalloidin-iFluor 647 

(Abcam) відповідно до рекомендацій виробника, після чого скельця монтували 

за допомогою монтувального середовища з DAPI. Зображення отримували та 

аналізували так само, як вище описано для клітин MDA-MB-231 дикого типу 

та MDA-MB-231 з ектопічною експресією ТТР. 

 

2.19. Конфокальна мікроскопія препаратів живих клітин 

 

Для аналізу рухливості клітини висівали в кількості 22,000/см2  на 

боросилікатні скельця для інкубації Nunc Lab-Tek II Chambered Coverglass і 
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давали прикріпитися за ніч. Після цього середовище замінювали на 

середовище, що містило 0,5 µМ SiR-DNA та 1:1000 SPY555-actin та поміщали 

в камеру, що підтримувала параметри 36°C та 5% CO2 конфокального 

мікроскопу Leica TCS SP5. Зображення фіксували кожні 15 хв протягом 24 год. 

Для аналізу було використано принаймні 500 клітин з кожного повтору. Аналіз 

виконували за допомогою програмного забезпечення ImageJ з інстальованим 

плагіном TrackMate, використовуючи функціонали StarDist та LAP tracker 

(197–199), а саме: отримані за допомогою конфокального мікроскопу 

зображення завантажували до ImageJ, після чого детектували ядра за 

допомогою алгоритму StarDist. Після цього ідентифіковані ядра відстежували 

за допомогою функції LAP tracker та отримували числові значення 

переміщення, швидкості та направленості рухів клітин, які далі підлягали 

статистичному аналізу. Клітини, що були відстежені протягом менше ніж 2/3 

часу, виключали з аналізу.  

Для аналізу рухливості клітин після обробки DXR їх висівали в кількості 

44,000/см2  на боросилікатні скельця для інкубації Nunc Lab-Tek II Chambered 

Coverglass і давали прикріпитися за ніч. Після цього середовище замінювали 

на середовище, що містило 0,5 µМ SiR-DNA та 0.1, 0.5 або 1.0 µM DXR, та 

поміщали в камеру, що підтримувала параметри 36°C та 5% CO2 

конфокального мікроскопу Leica TCS SP5. Зображення фіксували кожні 15 хв 

протягом 48 год. Аналіз проводили так само, як описано раніше в даному 

підрозділі.. 

 

2.20. Визначення здатності клітин до інвазії 

 

 Для визначення здатності клітин до інвазії використовували метод 

Бойдена (200). Для цього клітини лінії MDA-MB-231 з ектопічною експресією 

ТТР та дикого типу нарощували до досягнення ними приблизно 70% 

конфлюентності та витримували в середовищі без ембріональної сироватки 

теляти протягом 24 годин. Після цього клітини трипсинізували, відмивали 
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PBS, осаджували при 400g протягом 3 хвилин, відбирали надосад і 

ресуспендували в 1 мл середовища без ембріональної сироватки теляти. Далі 

клітини підраховували та висівали в попередньо покриті позаклітинним 

матриксом Geltrex мембрани транс-лункових напівпроникних вставок в 

кількості 100000 на вставку (24-лунковий формат). Після цього в верхню 

камеру додавали 200 мкл середовища без сироватки, а в нижню – 600 мкл 

середовища з 10% ембріональної сироватки теляти в якості хемоатрактанта. 

Клітини інкубували 20 годин, після чого транс-лункові вставки двічі обережно 

відмивали PBS, фіксували в 3,8% параформальдегіді (ПФА) протягом 15 

хвилин, потім знову двічі відмивали PBS та фарбували розчином 0,2% 

генціанвіолету в 20% метанолі. Після цього клітини, що залишилися на 

внутрішній стороні мембрани, обережно видаляли за допомогою ватної 

палички, а інвазивні клітини на зовнішній стороні мембрани візуалізували за 

допомогою мікроскопу Axio Zoom (Zeiss). Аналіз зображень виконували за 

допомогою програми ImageJ, інвазію визначали як % захопленої площі. Після 

цього результати, отримані для кожної групи, нормалізували на контроль без 

хемоатрактанту (% захопленої площі дослід/% захопленої площі контроль) і 

отримували значення відносної інвазії, які потім обраховували методами 

статистичного аналізу.  

 

2.21. Трансформація клітин E.coli плазмідною ДНК 

 

Аліквоту компетентних клітин E. coli розморожували при +4°С, після 

чого додавали плазмідну ДНК або лігазну суміш, об’єм яких не 

перевищував 5% від загального об’єму аліквоти. Клітини витримували у 

крижаній бані 15-30 хв, після чого проводили «тепловий шок» на водяній 

бані при +42°С протягом 2 хв с наступним охолодженням. Далі додавали 1 

мл середовища LB і вирощували годину за температури +37°С. Клітини 

висівали на чашку Петрі з твердим поживним середовищем (LB, 1,5% 

бактоагара) у присутності селективного антибіотика. 
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2.22. Виділення плазмідної ДНК 

 

Плазмідну ДНК з малих об’ємів бактеріальної культури (1,5-3 мл 

середовища LB) виділяли методом лужного лізису. Для цього у 3 мл 

середовища LB, яке містило селективні антибіотики (залежно від конструкції), 

інокулювали одиничну колонію E. coli відповідного штаму, трансформованих 

плазмідною ДНК, та інкубували при постійному перемішуванні за 

температури +37 ºС протягом 12 – 20 год. Після культивування весь об’єм 

центрифугували протягом 5 хв при 14100 g, після чого супернатант зливали. 

До осаду додавали 200 мкл розчину 1 (РI), що містив РНКазу А в концентрації 

100 мкг/мл, осад ресуспендували до утворення гомогенату. Додавали 200 мкл 

розчину 2 (РII), зразки повільно та обережно перемішували 3-5 разів, але не 

залишали у даному розчині більше 5 хв. Після цього до розчину додавали 200 

мкл розчину 3 (РIII, 3М ацетат калію), інтенсивно перемішували і залишали за 

–20°С впродовж 15 – 30 хв. Після охолодження зразки центрифугували 10 хв 

при 14100 g, супернатант зливали у нові мікроцентрифужні пробірки. До 

супернатанту додавали 0,7 об’єму (420 мкл) ізопропілового спирту, залишали 

на 15 хв за температури –20°С, після чого зразки центрифугували протягом 15 

хв при 14100 g, супернатант зливали. Далі додавали 400 мкл 70%-го етилового 

спирту, центрифугували 5 хв за 14100 g, супернатант зливали; промивання 

70% етанолом повторювали двічі. Для видалення залишків етанолу зразки 

центрифугували протягом 30 с, 14100 g, спирт обережно відбирали 

наконечником, а зразки залишали сушитися в термостаті за температури 

+56°С протягом 2-5 хв до повного випаровування залишків спирту. Отриману 

ДНК розчиняли у необхідному об’ємі (20 – 40 мкл) дистильованої води. 

Концентрацію отриманого розчину ДНК визначали за допомогою 

спектрофотометра NanoDrop 2000 («Life Technologies», США). 
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2.23. Приготування лізатів клітин MCF7 та MDA-MB-231 для 

виділення тотального протеїну 

 

Клітини осаджували центрифугуванням протягом 3 хв при 1000 об/хв, 

після осадження клітини ресуспендували в лізуючому буфері RIPA, що 

містив коктейль інгібіторів протеаз та фосфатаз Halt, обидва виробництва 

«Thermo Fisher Scientific» (США). Осади інкубували при +4°С протягом 30 

хв, після чого збирали екстракт шляхом центрифугування при 15000g 

протягом 15 хв. Лізати зберігали при температурі -80°С. 

 

2.24. Визначення концентрації протеїну в лізатах клітин MCF7 

та MDA-MB-231 

 

 Для визначення концентрації протеїну в лізатах використовували 

набір реагентів Pierce™ BCA Protein Assay kit виробництва «Thermo Fisher 

Scientific» відповідно до рекомендацій виробника, використовуючи 

протеїнові стандарти. Інтенсивність сигналу вимірювали за допомогою 

спектрофотометру BioTek Synergy HTX Multimode Reader («Agilent», США). 

Після цього будували калібрувальну криву, за допомогою якої визначали 

концентрацію протеїну в зразках. 

 

2.25. Електрофорез протеїнів в поліакриламідному гелі в 

денатуруючих умовах 

 

Електрофоретичне розділення протеїнів у денатуруючих умовах 

проводили у камерах для вертикального електрофорезу за стандартною 

методикою. В кожну лунку наносили однакову кількість протеїну (6-10 

мкг). Для протеїнового електрофорезу використовували 4% 

концентруючий та розділяючий гелі концентрацією 7,5-15% або готові 

градієнтні гелі NuPAGE Bis-Tris 4–12% виробництва «Invitrogen» (США). У 
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випадку самостійного приготування для приготування розділяючого гелю 

змішували 30% розчин акриламіду (при співвідношенні акриламіду і біс-

акриламіду – 29:1), dН2О, 1,5 мМ Tris-HCl, pH 8,8, 10% розчин ДСН до 

кінцевої концентрації 375 мМ та 0,1% персульфат амонію. Полімеризація 

акриламіду ініціювали додаванням 0,1% TEMED. Електрофорез проводили 

в трис-гліциновому буфері (195 мМ гліцин, 25 мМ Tris-HCl, pH 8,3, 0,1% 

ДСН) при фіксованій силі струму 20-30 мА у випадку самостійно 

приготованого гелю, або в MES-буфері виробництва «Thermo Fisher 

Scientific» (США). 

 

2.26. Вестерн-блот аналіз 

 

Після електрофоретичного розділення протеїнів в ПААГ протеїни 

переносили на нітроцелюлозну мембрану в буфері для переносу (192 мМ 

гліцин, 25 мМ Tris-HCl, 20% метанол) при 250 мА протягом 1,5 год у 

апараті для електропереносу «Amersham Biosciences» (Великобританія) у 

випадку самостійно приготованого геля, або у буфері TransBlot transfer 

buffer виробництва «BioRad», США  в напівсухій системі переносу  

TransBlot. Після переносу мембрану фарбували понсо С, документували 

сигнал за допомогою  приладу Molecular Imager ChemiDoc XRS+ 

(«BioRad», США), блокували протягом 1 год у розчині 5% знежиреного 

молока в TBST (20 мМ трис-HCl, pH 8,0, 150 мМ NaCl, 0,1% Triton X-100), 

або 5% БСА (бичачий сироватковий альбумін), щоб запобігти 

неспецифічному зв’язуванню антитіл. Далі мембрану інкубували з 

відповідними первинними антитілами протягом від 1 до 16год в залежності 

від антитіла та відмивали від первинних антитіл TBS-T три рази по 5 хв. 

Після промивки мембрану інкубували протягом години в розчині 

вторинних антитіл відповідної специфічності з подальшою відмивкою 

TBS-T. 
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Для хемілюмінісцентної детекції (ECL) змішували рівні об’єми 

розчину А (100 мМ Tris-НСl, рН8.5, 2,5 мМ люмінал, 0.4 мМ кумарова 

кислота) та розчину Б (100 мМ Tris-НСl, рН8,5, 0.023% Н2О2) та інкубували 

мембрану в отриманій суміші протягом 1 хв. Детекцію 

хемілюмінісцентного сигналу проводили за допомогою приладу Molecular 

Imager ChemiDoc XRS+ («BioRad», США). Інтенсивність сигналів 

обраховували, використовуючи програмне забезпечення ImageLab.  

 

2.27. Статистичний аналіз даних 

 

Статистичну обробку даних проводили із використанням програмного 

забезпечення, OriginPro 19.1 («OriginLab Corporation», США) або «GraphPad 

Prism 9.5» («GraphPad Software», США). Для порівняння двох вибірок 

спочатку перевіряли їх на нормальність розподілу за W-критерієм Шапіро-

Уілка та критерієм Колмогорова-Смірнова. Статистичний аналіз нормально 

розподілених двох груп проводили за допомогою t-критерію Стьюдента. Для 

порівняння трьох і більше нормально розподілених вибірок аналіз проводили 

за допомогою ANOVA. Статистичний аналіз ненормально розподілених двох 

вибірок проводили за допомогою критерію Манна-Уітні. Для порівняння 

трьох і більше ненормально розподілених вибірок використовували ANOVA з 

критерієм Краскела-Уоліса. В усіх випадках достовірною вважалася різниця 

між групами при p<0.05. Спосіб представлення даних наведено окремо під 

кожною гістограмою. На всіх гістограмах * відповідає p<0.05, ** відповідає 

p<0.01, *** відповідає p<0.001, а **** відповідає p<0.0001. 
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РОЗДІЛ 3 

 

РЕЗУЛЬТАТИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ 

ОБГОВОРЕННЯ 

 

 

3.1. Вивчення можливості впливу ТТР на експресію SH3PXD2A, 

SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL 

 

Як було зазначено в огляді літератури, реорганізація актинового 

цитоскелету як загалом, так і під час міграції та інвазії – тонко регульований 

процес, який порушується під час злоякісної трансформації клітин (66,67,201). 

На разі даних про можливі механізми регуляції цього процесу на пост-

транскрипційному рівні недостатньо, і в цьому розділі дисертації нами 

виконано пошук таких потенційних механізмів у контексті РНК-зв’язувальних 

протеїнів.  

 

3.1.1. Біоінформатичний пошук регуляторних елементів в мРНК 

генів, залучених до реорганізації цитоскелету. У рамках роботи нами було 

проаналізовано загалом 49 транскрипційних варіантів генів, що кодують 

фактори нуклеації, елонгації та реорганізації актинових філаментів, а також 

деяких скафолдних протеїнів, залучених до цих процесів Результати 

дослідження показано в табл. 3.1. 

Для аналізу нами було обрано гени, що належать до родин Arp, Arpc, 

WASP, Rho, а також форміни, кофіліни та деякі інші (повний склад цільової 

групи наведено у табл. 3.1.) Як видно з таблиці, їх 3’-НТД сильно 

відрізняються за розміром – від 200 нуклеотидів у третьої транскрипційної 

ізоформи TRIP10 (thyroid hormone receptor interactor 10; білок 10, що взаємодіє 

з рецептором тиреоїдного гормону) до 11561 в довгої ізоформи інтерсектину 

1, що певною мірою впливає на наявність та кількість регуляторних елементів 
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окремих мРНК. Всього було ідентифіковано 11 типів потенційних 

регуляторних елементів.  

В ході аналізу було виявлено, що 30 з 49 проаналізованих 3’-НТД мають 

спільний регуляторний елемент – сайти зв’язування з білками родини Musashi 

(МВЕ, 40/49 за даними Scan For Motifs, 33/49 за даними RegRNA 2.0. та 30/49 

за двома ресурсами одночасно). Musashi – група РЗП, що включає білки MSI1 

та MSI2. На разі більш вивченим є MSI1(202). Встановлено, що він відіграє 

велику роль в процесах, які дозволяють стовбуровим і прогеніторним клітинам 

дорослих зберігати мультипотентний статус, а також часто надекспресований 

в багатьох видах раку і вважається одним із протоонкогенів, оскільки 

пригнічує експресію генів-інгібіторів клітинного циклу (203). Механізм дії 

цих протеїнів полягає у конкуренції з elF4G за зв’язування з PABP, що 

призводить до інгібування ініціації трансляції цільового транскрипту (204). 

Хоча даний регуляторний елемент пов’язаний із канцерогенезом, наше 

дослідження було спрямоване на пошук елементів, які б пригнічували 

малігнізацію, а отже МВЕ було виключено із подальшого аналізу. 

Наступним найбільш поширеним елементом виявився К-box (18 з 49 

транскриптів), що являє собою консервативну послідовність cUGUGAUa. В 

трансгенів, нокаутованих за цими елементами, спостерігали відхилення в 

розвитку периферійної нервової системи. При подальших дослідженнях було 

виявлено, що ці послідовності комплементарні 5’-НТД багатьох мікроРНК 

дрозофіли, що приймають участь у регуляції Notch-сигналінгу і, таким чином, 

залучені в перебіг багатьох нейрофізіологічних процесів(205). Зважаючи на 

це, К-box може виступати перспективним для подальшого вивчення в області 

нейробіології, що, однак, не є фокусом наших досліджень. 
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Таблиця 3.1. Потенційні регуляторні елементи 3’-НТД основних транскрипційних ізоформ деяких генів, залучених в 

реорганізацію актинових філаментів 

 

1 Ген1 Arp2 Arp3 Arpc3 Arpc2 Arpc4 Arpc1B WASP WASL WASF1 
WASF2 

(1)* 

WASF2 

 (2)* 
WASF3 

2 
Довжина 3’-НТД, 

нуклеотидів 
2530 4106 442 442 907 312 278 2592 713 3980 4115 3116 

3 

Р
ег

ул
я
т

о
р
н
и
й
 е

ле
м

ен
т

 

ARE  -  -  -  -  -  -  -  
-    

4 Brd-box   - - - - - - - - - - - 

5 C-Rich stability element     - - - - - - - - - - 

6 Grb-box 
 - - - - - - - - - - - 

7 GU-rich element  - - - - - - - - - -  

8 GY-Box - - - - - - - - - - -  

9 K-Box -  - - - - - -     

10 Musashi 
      -  

    

11 Pumilio binding element  
   - - - - - - - - - - 

12 SECIS1 - - - - - - - - - - - - 

13 UNR binding site - - - - - - - - -   - 

 

Біоінформатичні ресурси:  Scan for Motifs  RegRNA 2.0  Обидва 

                                                      
Примітка.  дані про гени, 3’-НТД транскрипційних варіантів яких відрізняються, представлено окремо для кожної ізоформи (номер позначено в дужках) 
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Продовж. табл. 3.1 

 

 

 

Біоінформатичні ресурси:  Scan for Motifs  RegRNA 2.0  Обидва 

 

 

 

                                                      
Примітка. дані про гени, 3’-НТД транскрипційних варіантів яких відрізняються, представлено окремо для кожної ізоформи (номер позначено в дужках) 

1 
Cdc42 

(1,3) 

Cdc42 

(2)* 
SH3PXD2A SH3PXD2B RhoG RhoD RhoB RhoF RhoQ 

Formin1 

(1,2)* 

Formin1 

(3)* 
Formin2 BAIAP2 

2 1440 788 8149 4870 599 433 1402 1761 3606 8783 1494 1047 1514 

3 - -     - - 

 

-   - - - 

4 - - - - - - - - -  - - - 

5 - - - 
  

- - - 

 
   

- - 

6 - -   - - - - - -  - - - 

7   -   - - - - - -  - -  

8 - - - - - - - - - -   - 

9 - - - - - 
  

 -   - -  

10 
    

- - - 
 

     

11 - -     - - - -   - - - 

12 - - -   - - - - -  - - - 

13 - 

 

- - - - - - -  - -  
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Продовж. табл. 3.1 
 

1 VASP FNBP1 
TRIP10 

(1,2)* 

TRIP10 

(3)* 

FNBP1L 

(1)* 

FNBP1L 

(2,3)* 
CFL1 CFL2 FCHO1 FCHO2 EPS15 

ITSN1 

(S)* 

ITSN1 

(L)* 

ITSN2 

(S)* 

ITSN2 

(L)* 

2 813 3385 315 200 3564 2273 525 2483 268 2431 2437 1510 11561 589 762 

3 - - - -      -  - -  -  

4 
-  - - - - -  - - - 

    

5 
- - - - - - - - - - - - - - - 

6 - - - - - - - - - - - - - - - 

7 - - - -   - - -      - 

8 - - - -   - - -  -   -  

9 -  - - - -   - -  -    

10 
        

-       

11 
- -    - - - - 

  
- 

   

12 
- - - - - - - - - - - - - - - 

13 - - - - - - - - - - - - - - - 

 

 

 

 

 

 

Біоінформатичні ресурси:  Scan for Motifs  RegRNA 2.0  Обидва 

 

                                                      
примітка. дані про гени, 3’-НТД транскрипційних варіантів яких відрізняються, представлено окремо для кожної ізоформи (номер позначено в дужках) 
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Оскільки метою даного дослідження був пошук регуляторних елементів, 

які б сприяли інгібуванню протоонкогенів та прозапальних сигнальних 

шляхів, ми відкинули описані вище регуляторні елементи та зосередилися на 

третьому найбільш поширеному – АRE (AU-rich elements, AU-збагачені 

елементи). Розрізняють декілька класів ARE в залежності від наявності 

розділених (I клас) або суміжних (II клас)  повторів AUUUA. Ці елементи 

мають різнонаправлені ефекти на стабільність таргетних мРНК – від 

стабілізації до повної деградації – залежно від класу ARE та від того, який 

протеїн взаємодіє з цим елементом. Одним із протеїнів, що дестабілізує 

таргетні мРНК, є тристетрапролін, а значна кількість досліджень демонструє 

його антионкогенний потенціал, оскільки він знижує експресію генів, 

залучених до процесів запалення, метастазування, проліферації та виживання 

клітин (206–215). Незважаючи на те, що ТТР є добре дослідженим протеїном, 

на сьогодні невідомо, чи його антиметастатична дія може бути пов’язана із 

регуляцією експресії цитоскелет-асоційованих генів, до яких, зокрема, 

належать SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL. Зважаючи на роль 

ТТР у інгібування процесів, пов’язаних із малігнізацією, а також на викладені 

в таблиці 3.1. результати, нами було прийняте рішення обрати для подальшої 

роботи саме ТТР.  

На наступному етапі дослідження необхідно було встановити, чи є AU-

збагачені ділянки в 3’НТД цільових мРНК. Узагальнені результати аналізу 

наведено в таблиці 3.2. Для пошуку AU-збагачених ділянок в транскриптів 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL використовували онлайн- 

ресурс AREScore, алгоритм якого враховує під час пошуку загальну кількість 

пентамерів AUUUA, а і такі важливі фактори як пентамери, що 

перекриваються,    розділені на 1-9 нуклеотидів пентамери та AU-збагаченість 

на початку і в кінці ARE-блоку. Врахування цих параметрів дозволяє з більш 

високою точністю прогнозувати ймовірність зв’язування ARE-зв’язувальних 

протеїнів, до яких належить і ТТР, з цільовими мРНК. Чим вищим є значення 
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AREScore, тим вища ймовірність їх зв’язування з даною мРНК. Як видно з 

таблиці 3.2, найбільш ймовірною є взаємодія з WASL, SH3PXD2A, та WIPF1. 

 

Таблиця 3.2 

Оцінка ймовірності взаємодії ТТР із таргетними транскриптами 

Транскрипт 
Ймовірність 

(omiXcore) 

Ймовірність 

(RPISeq) 

Значення 

AREScore 

SH3PXD2B 0.21 0.90 5.00 

WASL  0.13 0.80 16.06 

SH3PXD2A 0.87 0.85 18.35 

WIPF1 0.69 0.95 11.03 

CTTN 0.3 0.80 2.03 

 

Далі для оцінки ймовірності зв’язування саме ТТР з цільовими 

транскриптами нами in silico було проведено аналіз можливості зв’язування 

ТТР окремо з кожним із транскриптів досліджуваних генів. Для цього 

використовували 2 ресурси: RPISeq та omiXcore. Перший ресурс дозволяє 

оцінити глобальну ймовірність зв’язування пари білок-РНК, другий дозволяє 

оцінити таку ймовірність локально (надає інформацію щодо локалізації 

сигналів  зв’язування по всій довжині таргетної РНК та оцінює ймовірність 

окремо за кожним сигналом). 

Згідно з ресурсом RPISeq ТТР має тенденцію до зв’язування майже із 

усіма транскриптами інтересу, що можна пояснити природою самого 

протеїну. ТТР належить до білків із мотивом «цинковий палець», що 

зумовлює його високу спорідненість до нуклеїнових кислот. Згідно з описом 

RPISeq, якщо глобальна ймовірність зв’язування in silico більша зо 0,5, то 

існує висока ймовірність того, що дана пара білок-мРНК буде також 

зв’язуватись і in vitro. Враховуючи отримані дані, а також дані отримані при 

пошуку AU-збагачених ділянок в 3’НТД нам було проведено також аналіз 

локальних ймовірностей зв’язування пар ТТР/мРНК для кожного з цільових 
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транскриптів окремо за допомогою ресурсу omiXcore. 

Згідно з даними, викладеними в таблиці 3.2, найвищу ймовірність 

зв’язування демонструють WIPF1 та SH3PXD2A. Цікаво, що транскрипт 

WASL демонструє високі AREScore та глобальну ймовірність зв’язування, але  

при цьому при локальному аналізі ймовірність його зв’язування з ТТР складає 

лише 0,13. Такі розбіжності, ймовірно, викликані недосконалістю 

програмного забезпечення, і саме через це при аналізі 3’НТД цільових 

транскриптів ми використовували декілька різних ресурсів, що дозволяє 

більш широко та точно передбачити можливість зв’язування протеїн-РНК.  

 

3.1.2. Характеристика клітинної лінії MDA-MB-231 з 

конститутивною ектопічною експресією ТТР. З літературних джерел 

відомо, що ТНРМЗ є одним із найагресивніших та найбільш схильних до 

формування метастазів (216). Внаслідок відсутності HER2 рецепторів, а також 

рецепторів до естрогену та прогестерону, пухлини цього субтипу 

характеризуються швидким ростом та високою частотою рецидивів не тільки 

через значні порушення в регуляції клітинного циклу та рухливості, але також 

і у зв’язку із неможливістю використання гормональної терапії, що значно 

звужує коло можливих терапевтичних агентів (217). Модельні лінії клітин, що 

були отримані від пацієнтів з цим типом РМЗ, часто використовуються для 

вивчення впливу різноманітних агентів на процеси метастазування. Однією із 

часто використовуваних ліній, отриманих від пацієнтів з ТНРМЗ є лінія MDA-

MB-231 (218). Для вивчення впливу ТТР на експресію таргетних цитоскелет-

асоційованих генів, а також на клітинні міграцію та інвазії на основі клітин 

MDA-MB-231 нами було створено модифіковану лінію MDA-MB-231-екТТР, 

яку надалі будемо називати скорочено екТТР.  

 Для підтвердження успішного отримання екТТР ми перевірили рівні 

білкового продукту ТТР у лізатах екТТР  клітин відносно лізатів клітин дикого 

типу (рис. 3.1, а, б; на рисунку представлено клон 20, який було обрано для 

роботи, відносна копійність=3). Як видно з рисунку, рівень ТТР в отриманій 
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лінії приблизно в 36 разів вищий за той, що спостерігався в інтактних клітинах. 

ТТР – це ген негайної ранньої відповіді, і його базальний рівень експресії дуже 

низький. Зазвичай, рівень ТТР значно підвищується у відповідь на 

стимулюючий чинник, а після припинення його дії повертається до 

нормального (219,220). Також відомо, що у малігнізованих клітинах і так 

базально низький рівень ТТР значно знижується, що пов’язують із набуттям 

трансформованого фенотипу (221–223).  

 

 

  

Рис. 3.1. Характеристики клітин лінії MDA-MB-231 із конститутивною 

ектопічною експресією ТТР. а – вестерн-блот аналіз рівнів ТТР в лізатах 

клітин з ектопічною експресією (екТТР) та клітин дикого типу (ДТ); б – 

гістограма відображає нормалізований рівень ТТР в лізатах відповідних 

клітинних ліній, n=1; в – результати визначення життєздатності клітин 

відповідних ліній за допомогою тесту з ресазурином, n=5. Гістограми 

відображають середнє ± стандартне відхилення. У в використано тест 

Стьюдента. 

 

Оскільки даний протеїн регулює велику кількість сигнальних каскадів, 

така висока конститутивна експресія може призводити до змін в фізіології, за 

яких життєздатність клітин була б значно порушена, що б унеможливило 

подальші дослідження. Для перевірки придатності отриманої лінії для 

подальших експериментів ми оцінили їх життєздатність за допомогою тесту з 
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ресазурином (рис. 3.1, в). У ході аналізу не було виявлено статистично 

значущої різниці між життєздатністю трансформованих та інтактних клітин, 

що дозволило використовувати їх в наступних експериментах. Далі в даному 

дослідженні лінію клітин MDA-MB-231 з ектопічною експресією ТТР буде 

позначено як екТТР. 

 

3.1.3. Визначення впливу надекспресії ТТР на рівні мРНК 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL. Після успішної верифікації 

створення лінії екТТР ми дослідили, як надекспресія ТТР впливає на рівень 

мРНК таргетних транскриптів. Результати ЗТ-кПЛР представлено на рис. 3.2.  

 

 

 

Рис. 3.2. Рівні відносної експресії таргетних генів у клітинах дикого типу (ДТ) 

та з ектопічною експресією ТТР (екТТР) та (n=3). Гістограми відображають 

середнє ± стандартне відхилення. *p<0.05, **p<0.01 (за тестом Мана-Уїтні) 
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Як видно з рисунку, ектопічна експресія ТТР у екТТР значно змінювала 

рівень мРНК CTTN, SH3PXD2A та SH3PXD2B, при цьому рівні WIPF1 та WASL 

не відрізнялися від таких у інтактних клітинах. Так, рівні мРНК CTTN та 

SH3PXD2A знижувалися приблизно на 50%, в той час як рівень мРНК 

SH3PXD2B, навпаки, підвищувався приблизно на 40%. Цікаво, що хоча рівні 

мРНК WIPF1 та WASL статистично значуще не змінювалися порівняно із 

клітинами дикого типу, рівень цих транскриптів виявився досить 

варіабельним. 

 Таким чином, в даному підрозділі нами було встановлено що із 49 

проаналізованих цитоскелет-асоційованих генів 16 містили АRЕ – 

регуляторний елемент, що може слугувати сайтом зв’язування для 

антионкогенного протеїну ТТР. Подальший аналіз показав, що існує висока 

ймовірність зв’язування ТТР з мРНК SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та 

WASL, що могло б призводити до зменшення їх рівнів. Експериментально було 

підтверджено, в клітинах лінії екТТР дійсно зменшуються рівні мРНК 

SH3PXD2A, SH3PXD2B та CTTN, проте рівні WIPF1 та WASL не змінюються. 

 Отримані нами дані свідчать про те, що надекспресія ТТР прямо або 

опосередковано може бути залучена до регуляції деяких цитоскелет-

асоційованих генів, що відкриває нові потенційні напрямки досліджень ТТР у 

процесах, асоційованих із цитоскелетом. 

 

Результати досліджень, поданих в підрозділі, опубліковано в 

працях: 

1. Hubiernatorova, A.; Novak, J.; Vaskovicova, M.; Sekac, D.; Kropyvko, S.; 

Hodny, Z. Tristetraprolin affects invasion-associated genes expression and 

cell motility in  triple-negative breast cancer model. Cytoskeleton 

(Hoboken, N.J.) 2024. doi:10.1002/cm.21934. 

2. Hubiernatorova, A.; Gerasymchuk, D. MicroRNA and RBP-based 

regulation of genes involved in the remodelling of actin cytoskeleton. In 

XIth Parnas Conference – Young Scientists Forum “Biochemistry and 
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3. Hubiernatorova, A.; Gerasymchuk, D.; Kropyvko, S. Investigation of 

posttranscriptional regulation of genes involved in cytoskeleton dynamics. 

All-Ukrainian Conference of Young Scientists with international 

participation 2021, 37, 185–244. 
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3.2. Вивчення впливу ТТР на морфологію, рухливість та 

інвазійний потенціал клітин лінії MDA-MB-231 

 

Під час створення лінії клітин із стабільною надекспресією ТТР ми 

помітили значні морфологічні розбіжності із клітинами дикого типу. 

Зважаючи також на описані вище зміни рівнів деяких цитоскелет-

асоційованих мРНК, ми припустили, що морфологічні зміни можуть бути 

пов’язані із дефектами актинових філаментів і спрямували подальші 

дослідження на вивчення особливостей морфології, організації філаментів та 

рухливості досліджуваних клітин. 

 

3.2.1. Вивчення впливу ТТР на морфологію клітин та актинові 

філаменти. Для вивчення морфологічних особливостей екТТР клітин 

актинові філаменти візуалізували флуоресцентно-міченим фалоїдином (рис. 

3.3. та 3.4) та за допомогою програм ImageJ, CellPose та FilamentSensor 2.0 

проаналізували деякі характеристики клітин. 

 

 

Рис. 3.3. Репрезентативні зображення досліджуваних клітин лінії екТТР 

порівняно із клітинами дикого типу (ДТ). Ядра візуалізовані флуоресцентним 

барвником DAPI, актинові філаменти – фалоїдином-488, межі клітин 

позначено білим. Масштаб – 100 µм. Сегментація за CellPose3 
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Рис. 3.4. Морфологічні характеристики клітин (а) та загальні характеристики 

актинових філаментів (б), проаналізовані за допомогою програмного 

забезпечення ImageJ, (кількість повторів n=10, кількість клітин n=250). 

Гістограми відображають медіану ± стандартне відхилення. ****p<0.0001 (за 

тестами Мана-Уїтні (середня кількість F-актину) та тестом Стьюдента (для 

всіх інших) 

 

Як видно з рисунку 3.3 та 3.4 а, площа клітин з надекспресією ТТР була 

значно меншою за таку у клітин дикого типу (у 3,04 рази), хоча їх форма 

залишалася типовою для клітин лінії MDA-MB-231, на що вказує відсутність 

статистично достовірної різниці між значеннями циркулярності так 

витягнутості (рис. 3.4 а). Цікаво, що при цьому, екТТР клітини демонстрували 

більшу схильність до розпластування тоді, коли мали мінімальну кількість 

прямих контактів із сусідніми клітинами. 
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Рис. 3.5. Аналіз деяких морфологічних особливостей клітин лінії екТТР, 

кількість повторів n=10, кількість клітин n=250. а – аналіз кількості 

філаментів, а також їх ширини та довжини; б – верхня панель – типовий вигляд 

клітин та будова актинового цитоскелету, нижня панель – типовий вигляд 

клітин з накладеною маскою філаментів. Ядра візуалізовані DAPI, актинові 

філаменти – флуоресцентно-міченим фалоїдином-488, маску філаментів 

позначено оранжевим. Масштаб – 100 µм. Віконця збільшення відображають 

типові ділянки 50×50 µм. Графіки відображають середнє ± стандартне 

відхилення. **p<0.01, ****p<0.0001 (за тестом Мана-Уїтні) 
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У екТТР клітинах спостерігалося загальне підвищення середньої 

кількості актину (величина аналогічна до концентрації речовини, рис. 3.4, б), 

але разом із тим загальна інтенсивність сигналу на клітину (величина 

аналогічна масі речовини, інтегрована кількість актину) була значно меншою 

за таку в клітинах дикого типу, що може як відображати загальне зменшення 

їх розміру, так і вказувати на дефекти під час полімеризації актину. Крім того, 

хоча клітини дикого типу демонстрували виражені скупчення актину в 

перинуклеарній та кортикальній зонах, а також виражені актинові фібрили на 

фоні меншої інтенсивності сигналу в інших зонах (рис 3.3), в екТТР клітинах 

спостерігалося відносно рівномірне розподілення актину по всій площі, що 

також свідчить про дисрегуляцію полімеризації та організації актинових 

філаментів.  

Оскільки викладені вище результати свідчать про певні дефекти в 

організації актинових філаментів, надалі ми проаналізували деякі їх 

характеристики: кількість, довжину та ширину (рис. 3.5.). Як видно з рис. 3.5, 

екТТР клітини значно відрізнялися від контрольних будовою та кількістю 

актинових філаментів. Так, вони мали значно меншу кількість актинових 

фібрил, а самі фібрили були значно ширшими від таких у контрольних 

клітинах. При цьому високий рівень експресії ТТР не призводив до змін у 

довжини філаментів, але в таких клітинах спостерігалася інтенсивніша 

присутність актину в кортикальній зоні. Також екТТР клітини демонстрували 

значну кількість глибок актину (англ. actin patches), характерних для клітин, 

оброблених цитохалазином В – інгібітором полімеризації актину, що 

підтримує наше припущення щодо ТТР-медійованих порушень організації 

актину.  

 

3.2.2. Вивчення впливу ТТР на рухливість клітин. Оскільки 

попередньо нами було виявлено, що досліджувані клітини демонструють різкі 

зміни у морфології та деяких характеристиках актинового цитоскелету, а 

також зниження рівня деяких цитоскелет-асоційованих мРНК, продукти яких 
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необхідні для реалізації рухової активності клітин, ми спрямували подальші 

дослідження на вивчення рухливості цих клітин. Для цього протягом 24 годин 

ми відстежували в 2D клітини, що мали попередньо флуоресцентно мічені 

ядра та цитоскелет. Всі параметри обчислювали з використанням ядер як 

точок відстежування, результати досліджень представлено на рис. 3.6.  

 

 

Рис. 3.6. Аналіз рухливості клітин лінії екТТР у порівнянні із клітинами 

дикого типу (ДТ), повтори n=14, кількість ядер n=500. а – характеристика 

здатності клітин до переміщення в цілому, швидкості їх руху та здатності до 

направленого руху; б – репрезентативні зображення (400×400 µм), що 

ілюструють траєкторії клітин. Колір треків ілюструє пройдену відстань 

відповідно до кольорової калібрувальної шкали над зображеннями. Треки 

клітин, що пройшли більше 150 µм, забарвлені червоним. Ядра забарвлені 

червоним (SiR-DNA), F-актин – зеленим (SPY555-actin). Графіки 

відображають середнє ± стандартне відхилення. ****p<0.0001 (за тестом 

Мана-Уїтні) 
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Конститутивна надекспресія TTP значно (на 60%) зменшувала 

переміщення клітин (відстань від початкової до кінцевої точки), а також 

значно знижувала їх здатність до направлених рухів (на 50%). Цікаво, що при 

цьому, медіанна швидкість ядер у клітин з надекспресією ТТР була на 10% 

вищою за швидкість ядер контрольних клітин.  

 

3.2.3.  Дослідження впливу ектопічної експресії клітин на інвазійний 

потенціал клітин. Як зниження рівнів мРНК деяких критично необхідних для 

інвазії генів, так і загальне зниження рухливості клітин може призводити до 

зниження інвазійного потенціалу, тому далі ми дослідили здатність клітин 

лінії екТТР до інвазії (рис. 3.7). Як видно з рисунку, клітини лінії екТТР були 

в 7,5 разів менш інвазивними порівняно із клітинами дикого типу, що свідчить 

про значний інгібуючий вплив ТТР на інвазивну поведінку.  

 

 

 

Рис. 3.7. Аналіз інвазійного потенціалу клітин лінії екТТР. а – репрезентативні 

мікрофотографії трансмембранного тесту за Бойденом; б – відносний 

інвазійний потенціал клітин (у.о.). ДТ – клітини дикого типу, екТТР – клітини 

лінії екТТР, масштаб – 50 мкм. Графіки відображають середнє ± стандартне 

відхилення. ****p<0.001 (за тестом Стьюдента). 
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Отже, в цьому розділі дисертаційного дослідження було показано, що 

ектопічна експресія ТТР значно впливає на морфологію клітин в цілому, а 

також на організацію, кількість та ширину актинових філаментів, рухливість 

та здатність клітин до інвазії. Так, надекспресія ТТР призводила до значного 

зменшення площі клітин, а також до значних змін як в загальній кількості 

полімеризованого актину, так і в морфології, організації та кількості 

актинових філаментів. Разом із цими дефектами клітини демонстрували 

значне зменшення здатності до направлених рухів та значне зменшення 

показників переміщення порівняно із клітинами дикого типу. При цьому, 

несподівано швидкість руху ядер клітин із ектопічною експресією ТТР 

виявилася значно вищою за таку у клітинах дикого типу. Відомо, що під час 

міграції архітектура клітини змінюється для забезпечення поляризації у 

напрямку руху, і однією із обов’язкових подій цього процесу є переміщення 

ядра до протилежного до напрямку руху полюсу клітини, що забезпечує 

формування переднього краю (англ. leading edge) (224). Оскільки ядро 

напряму пов’язане із актиновими філаментами, які в тому числі реалізують 

його переміщення під час ініціації руху, ми припускаємо, що одночасно вища 

швидкість ядер та низька здатність до направлених рухів та результативного 

переміщення клітин лінії екТТР відображає хаотичні рухи ядра у намаганні 

сформувати передній край. 

 

 

Результати досліджень, поданих в підрозділі, опубліковано в 

працях: 

1. Hubiernatorova, A.; Novak, J.; Vaskovicova, M.; Sekac, D.; Kropyvko, S.; 

Hodny, Z. Tristetraprolin affects invasion-associated genes expression and 

cell motility in  triple-negative breast cancer model. Cytoskeleton (Hoboken, 

N.J.) 2024. doi:10.1002/cm.21934.  
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3.3. Аналіз експресії ZFP36 в зразках пухлин молочної залози 

людини різних типів та його використання в якості прогностичного 

маркеру 

 

З літературних джерел відомо, що високий рівень експресії ZFP36 

вважається позитивним прогностичним маркером в різних типах раку 

(126,139,142–144,225–227). Раніше Goddio та колеги вже проаналізували 

профілі експресії ZFP36 в первинних інвазивних пухлинах РМЗ людини, 

отриманих з бази даних DNA microarray, а також в зразках, отриманих ними 

безпосередньо (228). В їх дослідженні зразки були поділені лише на три групи: 

нормальні тканини, нормальні прилеглі тканини та інвазивні пухлинні 

тканини, проте на сьогодні більш детальна інформація щодо профілю експресії 

ZFP36 в різних субтипах РМЗ відсутня. В даному розділі дисертації викладено 

дослідження профілю експресії ZFP36 в клінічних зразках пухлин РМЗ різних 

субтипів, а також оцінка можливості його використання як потенційного 

маркеру певних субтипів РМЗ, і прогностичного маркеру щодо виживаності 

пацієнтів.  

 

3.3.1. Формування вибірки зразків пухлин молочної залози людини 

різних типів. Раніше нашим відділом у співробітництві із Національним 

Інститутом Раку було створено колекцію зразків пухлин РМЗ. Клінічну 

інформацію щодо зразків, включених до дослідження, наведено в таблиці 3.3 

(всі параметри було визначено після висічення). Зразки з колекції відбирали 

таким чином, щоб вони представляли не лише пухлини різних типів, але і 

різних стадій і ступеню метастазування. В роботу включали зразки пухлин 

п’яти типів: люмінального А, люмінального Б HER2-позитивного, 

люмінального Б HER2-негативного, тричі негативного та HER2-збагаченого, а 

також прилеглих умовно-здорових тканин, отриманих від пацієнтів із 

люмінальним А типом пухлин. Більшість зразків належала до пухлин 2 стадії 

злоякісності (43 з 70 зразків) без метастазів у лімфатичні вузли та віддалені 
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тканини, що свідчить про низьку інвазивність на момент висічення. Така 

вибірка не точно, але приблизно відображає зріз пацієнтів, що звертаються за 

допомогою вперше і потребують подальшої діагностики (229). 

Таблиця 3.3 

Клінічна інформація щодо зразків, використаних в роботі. 

Тип зразку Кількість зразків 

Інвазивна карцинома 70 

Прилеглі тканини 13 

Нормальні тканини 1 

Стадія 

I 14 

II 43 

III 11 

IV 2 

Класифікація TNM (tumor, nodulus, metastasis) 

T1 18 

T2 48 

T3 2 

T4 2 

N0 47 

N1 13 

N2 10 

M0 69 

M1 1 

Рецепторний статус 

ЕR+PR+HER2/neu– 21 

ER–PR–HER2/neu– 14 

ER+PR+HER2/neu+ 18 

ER–PR–HER2/neu+ 17 
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Молекулярний тип 

Люмінальний А 13 

Люмінальний Б HER2/neu+ 11 

Люмінальний Б HER2/neu- 17 

HER2-збагачений 17 

Тричі-негативний 14 

 

3.3.2. Визначення профілю експресії ZFP36 в зразках пухлин 

молочної залози людини різних типів. Оскільки пухлини молочної залози є 

дуже варіабельними за профілями експресії численних генів, ми припустили, 

що рівень експресії ZFP36 може варіюватися не лише між інвазивними та 

неінвазивними тканинами, а також і залежно від транскрипційного профілю, 

характерного для того чи іншого молекулярного типу РМЗ. Базова 

класифікація пухлин РМЗ заснована на різному статусі гормональних 

рецепторів, які, як відомо, є факторами транскрипції та значно впливають на 

експресію багатьох генів, отже ми припустили, що ZFP36, можливо, міг би 

виступати потенційним маркером того чи іншого типу РМЗ за умови, що його 

експресія достовірно відрізнялася б в пухлинах РМЗ того чи іншого типу 

порівняно з іншими. 

Враховуючи ці дані, ми проаналізували профілі експресії ZFP36 в 

клінічних зразках пухлин різних типів, щоб визначити, чи він може бути 

потенційним маркером різних типів пухлин молочної залози людини. 

Спочатку ми проаналізували транскрипційний профіль ZFP36 залежно від 

гістологічного типу, стадії злоякісності пухлин та метастатичного статусу 

(рис. 3.8.). Рівень мРНК ZFP36 значно підвищувався у зразках типів Т1 та Т2 

порівняно із прилеглими тканинами, але значно не відрізнявся у зразках типів 

Т3 та Т4. Оскільки вибірка зразків Т3 та Т4 була досить малою (по 2 зразки), 

неможливо із впевненістю сказати, чи є така особливість тенденцією, чи лише 

Продовж. табл 3.3 
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результатом включення малої вибірки. При цьому також не було виявлено 

значних розбіжностей у експресії між пухлинами різних типів відносно один 

одного.  

 

 

 

Рис. 3.8. Рівні експресії ZFP36 пухлинах залежно від патоморфологічних 

характеристик:  а – пухлинах з різними гістологічними характеристиками, б – 

пухлинах різних стадій злоякісності, в – залежно від типу метастазів у 

лімфатичні вузли. ПТ – прилеглі тканини, Т1, Т2, Т3 та Т4 – морфологічний 

тип за класифікацією TNM. G1, G2, G3, G4 – стадія злоякісності. N0, N1, N2 – 

метастази у лімфатичних вузлах за класифікацією TNM. Графіки 

відображають медіану та 95% довірчі межі. *p<0.05, **p<0.01 (за ANOVA 

Краскела-Уоліса).  – значення поза довірчими межами  

 

Схожа тенденція спостерігалася і при поділі зразків за ступенем 

метастазування, при цьому цікаво, що в неінвазивних зразках N0 

спостерігалося значне підвищення рівню ZFP36 порівняно із зразками 

прилеглих тканин. Такий самий ефект спостерігався і в більш інвазивних 

зразках N1, в той час як у високоінвазивних N2 – ні. При цьому, експресія 

ZFP36 достовірно не відрізнялася між пухлинами різної інвазивності, подібно 
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до пухлин різних гістологічних типів. Також, пухлини всіх стадій (G1-G4) 

значно відрізнялися від прилеглих тканин за рівнем експресії ZFP36, при 

цьому найбільша різниця спостерігалася в пухлинах G2. 

На рис. 3.9. представлені відносні рівні експресії ZFP36 в пухлинах 

різних молекулярних типів та прилеглих тканинах. В ході аналізу ми 

з’ясували, що рівень експресії ZFP36 був значно підвищений у всіх типах 

пухлин порівняно з прилеглими тканинами.  

 

 

Рис. 3.8. Профіль експресії ZFP36 в проаналізованих зразках. а – профіль 

експресії ZFP36 в різних типах пухлин та прилеглих тканинах; б – профіль 

експресії ZFP36 в різних типах пухлин. ЛюмА – люмінальний А тип, ЛюмБ+ 

- люмінальний Б HER2-позитивний тип, ЛюмБ- – люмінальний Б HER2-

негативний тип, ТН – тричі-негативний тип, ПТ – прилеглі тканини. Графіки 

відображають медіану та 95% довірчі межі. *p<0.05, **p<0.01, ****p<0.0001 

(за ANOVA Краскела-Уоліса).  – значення поза довірчими межами 

 

Хоча з даних літератури відомо, що як рівень мРНК ZFP36, так і рівень 

його білкового продукту часто значно знижені в пухлинних тканинах 
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порівняно із нормальними, в даному дослідженні як контрольні 

використовували прилеглі умовно-здорові тканини, що являють собою третій, 

унікальний тип, що відрізняється як від пухлинних, так і отриманих від 

здорових донорів тканин (230). Оскільки у ході дослідження виявилося, що 

експресія ZFP36 значно підвищена в зразках HER2-збагаченого типу 

порівняно із іншими типами пухлин. Крім того, як згадувалося раніше, 

рецепторний статус пухлини також може впливати на транскрипційний 

профіль, тому ми проаналізували його рівні експресії у зразках з та без 

експресії HER2-рецептора, а також в залежності від рівня його ампліфікації 

(рис. 3.10).  

 

 

Рис. 3.10. Рівні експресії ZFP36 залежно від наявності (а) HER2 рецептора у 

всіх типах пухлин, та (б) рівня ампліфікації (надекспресії) HER2 рецептора у 

пухлинах HER2-збагаченого типу. На графіку (а) HER2- – відсутність 

експресії, HER2+ – наявність експресії HER2 рецептора. На графіку (б) HER2+ 

– звичайний, HER2++ – підвищений, HER2+++ – високий рівень експресії 

HER2 рецептора. Графіки відображають медіану та 95% довірчі межі. *p<0.05, 

***p<0.001 (а – за тестом Мана-Уїтні, б – за ANOVA Краскела-Уоліса з 

корекцією за Тьюкі).  – значення поза довірчими межами 
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Аналіз показав, що в HER2-негативних зразках рівень експресії ZFP36 

був значно меншим порівняно із HER2-позитивними зразками. При цьому, 

серед HER2-позитивних пухлин ті зразки, що мали його звичайний рівень 

експресії (HER2+) значно відрізнялися від таких із високим рівнем 

(HER2+++), але не від пухлин із підвищеним рівнем HER2 (HER2++). 

Як вже згадувалося вище, наявність або відсутність рецепторів до 

стероїдних гормонів може призводити до змін транскрипційного профілю та 

подальших змін у протіканні клітинних процесів, а отже рецепторний статус 

пухлин може значно впливати на рівні потенційних біомаркерів. В даному 

дослідженні група зразків люмінального Б типу була представлена як зразками 

з і без експресії HER2 рецептора, так і зразками з і без експресії рецептора 

прогестерону (РR), тому далі ми проаналізували чи змінювався рівень 

експресії ZFP36 залежно від наявності чи відсутності цих рецепторів в 

пухлинах даного типу. Результати аналізу представлено на рис. 3.11. Як видно 

з рисунку, нами не було виявлено значущих змін експресії ZFP36 в пухлинах 

люмінального Б типу ані в залежності від статусу HER2, ані в залежності від 

статусу РR. Вище ми виявили залежність рівня експресії ZFP36 від статусу 

HER2 на вибірці, що була представлена пухлинами усіх типів з або без 

експресії HER2, тому ми припускаємо, що в пухлинах люмінального Б наявні 

особливості патофізіологічних процесів, що відрізняються від пухлин інших 

типів та не призводять до змін експресії ZFP36. 

Так, на відміну від тричі-негативного та HER2-збагченого типів обидва 

люмінальні характеризуються високою частотою мутацій в гені GATA3, 

продукт якого є транскрипційним фактором, важливим для підтримки 

люмінальної ідентичності та характеризується низькою експресією в пухлинах 

люмінального А та Б типів (231,232), що потенційно може вплинути на 

експресію ZFP36. 
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Рис. 3.11. Рівні експресії ZFP36 в зразках пухлин люмінального Б типу 

залежно від наявності або відсутності рецептора до прогестерону РR (а) та 

HER2-рецептора (б). Графіки відображають медіану та 95% довірчі межі.  – 

значення поза довірчими межами (використано тест Мана-Уїтні) 

 

 

3.3.3. Аналіз виживаності пацієнтів з РМЗ різних субтипів у 

когортах з високим та низьким рівнями експресії ZFP36. Оскільки одним 

із завдань даного дисертаційного дослідження було оцінити можливість 

використання ZFP36 як прогностичного біомаркера РМЗ, ми проаналізували 

публічно доступні дані щодо рівнів загальної виживаності та виживаності без 

рецидиву в когортах пацієнтів із високим та низьким рівнем експресії ZFP36 

(рис. 3.12), а також дані, розділені по субтипам представлені в базі даних 

GEPIA (рис. 3.13) (141).  
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Рис. 3.12. Показники виживаності пацієнтів з РМЗ у когортах з низькою та 

високою експресією ZFP36 за GEPIA  

 

 

 

 

Рис. 3.13. Показники виживаності пацієнтів з РМЗ у когортах з низькою 

та високою експресією ZFP36, диференційовані за різними субтипами за 

GEPIA 
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Так, хоча в літературі високий рівень експресії ZFP36 вважається 

виключно позитивним прогностичним маркером , в тому числі щодо 

виживаності пацієнтів, при більш детальному аналізі виявилося, що 

сприятливість прогнозу у пацієнтів з високим рівнем ZFP36 значно варіює і 

може корелювати як із позитивним, так і з негативним прогнозом. Хоча для 

пацієнтів із люмінальним А та Б субтипами тенденція щодо виживаності у 

групах з високою та низькою експресією збігається із загальними, у когорті 

пацієнтів із тричі-негативним РМЗ і високим рівнем ZFP36 медіанна 

виживаність була вищою за таку у когорті з низьким рівнем ZFP36 аж до 250 

місяців після діагнозу (80% проти 60%), хоча після цього падала майже вдвічі. 

Також, у когорті з HER2-збагаченим субтипом, що зазвичай характеризується 

несприятливим прогнозом, пацієнти із високою експресією ZFP36 

демонстрували значно нижчі показники виживаності порівняно із групою із 

низькою експресією із різницею майже в 100 місяців, що відповідає 8,3 рокам. 

Отже, в даному розділі показано, що рівень експресії ZFP36 у пухлинних 

тканинах РМЗ різних типів значно відрізняються від такого в прилеглих 

тканинах. Крім того, показано, що його експресія значно підвищена в 

пухлинах HER2-збагаченого субтипу як порівняно із прилеглими тканинами, 

так і порівняно із зразками інших субтипів. При цьому виявлено, що із 

підвищенням ампліфікації HER2 в зразках HER2-збагаченого субтипу 

експресія досліджуваного гена також підвищується, але не змінюється між 

HER2-позитивними та HER2-негативними зразками люмінального Б субтипу, 

що свідчить про значні патофізіологічні відмінності між цими двома 

субтипами.  

Крім того, при аналізі публічно доступних даних щодо показників 

виживаності пацієнтів в когортах із високою та низькою експресією ZFP36 

виявлено, що незважаючи на загальну тенденцію високого рівня експресію до 

кореляції із сприятливим прогнозом, при розділенні цих даних за різними 

субтипами висока експресія ZFP36 може корелювати як із сприятливим, так і 

з несприятливим прогнозом. 
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Таким чином, висвітлені в цьому розділі результати свідчать, що рівень 

експресії ZFP36 потенційно може бути маркером HER2-збагаченого субтипу 

РМЗ, але його потенційне використання як прогностичного маркера 

виживаності пацієнтів можливе лише за умови урахування субтипу та 

потребує подальших досліджень. 
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3.4. Дослідження впливу DXR на рівні експресії мРНК ZFP36, 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL на моделі люмінального 

А та тричі-негативного раку молочної залози 

 

DXR є одним із найчастіше вживаних в протоколах терапії РМЗ 

препаратів, що застосовується як з метою попередження метастазування, так і 

як одна з основних ліній ТНРМЗ, оскільки останній не підлягає гормональній 

терапії. Крім того, DXR являє собою генотоксичний агент і значно впливає на 

транскрипційний профіль клітин. Раніше Lee та колеги показали, що DXR 

може підвищувати експресію ZFP36 в клітинах лінії MCF7 та MDA-MB-231, 

що відповідає люмінальному А та тричі-негативному субтипам РМЗ 

(129,233,234). При цьому, в їх дослідженнях було використано супраклінічні 

концентрації DXR, що може спотворювати отримані результати внаслідок 

його високої цитотоксичності та ускладнює екстраполяцію отриманих даних 

на in vivo. Існують дослідження, які демонструють, що доксорубіцин порушує 

функцію актинового цитоскелету, головним чином шляхом стимуляції 

оксидативного стресу та впливу на сигнальні шляхи, такі як ROCK1 або RHOA 

(235,236). Тим не менш, на сьогодні даних щодо впливу доксорубіцину на 

експресію генів, що досліджуються в даному дисертаційному дослідженні, 

немає. Крім того, аналіз публічно доступних баз даних транскриптомів 

показав, що дані щодо профілів експресії в клітинах, оброблених за подібним 

цьому дослідженню протоколом, також відсутні.  

В даному розділі викладено дослідження впливу клінічно релевантних 

концентрацій DXR на рівні експресії ZFP36, SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, 

WIPF1 та WASL в клітинах ліній MCF7 та MDA-MB-231. Хоча включення 

екТТР клітин допомогло б більш повно дослідити роль як доксорубіцину, так 

і ТТР в змінах профілю експресії цільових цитоскелет-асоційованих генів, їх 

не було включено до дослідження оскільки вони демонстрували високу 

чутливість до доксорубіцину та не були життєздатними необхідний для 

експерименту час. 
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3.4.1. Визначення цитотоксичності DXR для клітин ліній MCF7 та 

MDA-MB-231. Перед вивченням впливу DXR на рівні експресії таргетних 

генів ми визначали його цитотоксичність (ІС50 та ІС90) для досліджуваних 

клітинних ліній (рис. 3.14 та табл. 3.3).  

У різних дослідженнях, присвячених вивченню ефектів, що спричиняє 

DXR, значення ІС50 та ІС90 значно варіюють (від 50 nМ і аж до 27 µM) і можуть 

залежати від умов експерименту та різної чутливості клітин до 

цитотоксичного агенту (237–240). Клітини, що зазнають впливу одного і того 

самого агенту, можуть демонструвати різні фенотипи залежно від того, була 

використана сублетальна чи летальна доза, у скільки разів використана доза 

перевищувала летальну, а також протягом якого часу інкубації було отримано 

ці значення. Також велике значення має клінічна релевантність обраних для 

досліду концентрацій цитотоксичних агентів.  

 

 

 

Рис. 3.14. Цитотоксичність DXR для клітин ліній MCF7 та MDA-MB-231 

після 48 (зліва) та 72 (справа) годин інкубації  

 

Так, якщо для дослідження in vitro використовують кількість, що значно 

перевищує пікові концентрації в плазмі (Срр), результати таких досліджень 

важко застосувати до потенційних наступних досліджень in vivo. Брак таких 

відомостей значно ускладнює, а іноді і унеможливлює як інтерпретацію 

наявних в літературі результатів, так і їх коректну екстраполяцію на 
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результати власних досліджень, тому визначення ІС50 та ІС90 для кожної 

конкретної культури клітин та експериментальних умов є необхідною умовою 

для інтеграції досліджень. 

Для використаних у даному дослідженні ліній MCF7 та MDA-MB-231 

тестували концентрації від 0,1 до 5,0 µM протягом 48 та 72 годин інкубації. 

Хоча Срр для DXR коливається від 0,1 до 1,0 µM (а отже ці концентрації для 

доксорубіцину вважаються клінічно релевантними (187)), ми розширили 

діапазон тестових концентрацій для точнішого визначення чутливості 

дослідних клітин. При обробці протягом 48 годин клітини жодної з ліній не 

досягли порогу менше 50% життєздатних клітин, але при подовженні інкубації 

до 72 годин було досягнуто 50% інгібування. Після цього для визначення 

сублетальних (доза нижче ІС50) та токсичних (доза вище ІС50, але нижча ІС90) 

доз DXR визначали ІС50 та ІС90, відповідно, значення яких представлено в 

таблиці 3.3.  

 

Таблиця 3.3 

Значення ІС50 та ІС90 DXR для клітин ліній MCF7 та MDA-MB-231, 

використаних в даному дослідженні 

Показник 

цитотоксичності (µM) 

Клітинна лінія 

MCF7 MDA-MB-231 

ІС50 0,24 0,19 

ІС90 2,16 1,71 

 

 Оскільки основним фокусом даного дослідження було виявити зміни 

експресії таргетних генів під впливом клінічно релевантних концентрацій (до 

1,0 µМ) DXR в клітинах із достатньою життєздатністю, для подальших 

досліджень обрали обробку клітин 0,1, 0,5 та 1,0 µМ DXR протягом 48 годин; 

доза 0,1 µМ була визначена як сублетальна, а дози 0,5 та 1,0 µМ були визначені 

як токсичні. 
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3.4.2. Вивчення впливу клінічно релевантних концентрацій DXR на 

рівні мРНК та протеїну ТТР в клітинах лінії MCF7 та MDA-MB-231. 

Враховуючи описані вище дослідження Lee щодо індукції ТТР ми обробляли 

клітини за схемою, описаною вище, та визначали, чи ці концентрації 

викликають індукцію ТТР як на рівні мРНК, так і на рівні протеїну в лініях 

MCF7 та MDA-MB-231 (рис. 3.15 та рис. 3.16, відповідно).  

 

 

 

Рис 3.15. Рівень експресії ZFP36 на рівні мРНК та протеїну в клітинах 

лінії MCF7, оброблених різними концентраціями DXR. а – рівень мРНК ТТР, 

n=6; б – рівень протеїну ТТР, n=6; в – репрезентативні зображення блотограми 

лізатів досліджуваних клітин. 0,1, 0,5, 1,0 µМ DXR – концентрації DXR, µМ; 

ІК – інтактні клітини. Графіки відображають медіана та 95% довірчий 

інтервал. *p<0.05, **p<0.01 за ANOVA 

 

Клітини лінії MCF7 демонстрували індукцію ТТР на рівні мРНК вже з 

сублетальної дози 0,1 µМ, проте на білковому рівні кількість ТТР 

підвищувалася тільки після підняття концентрації DXR до 0,5 µМ. Цікаво, що 

відносна кількість як мРНК, так і протеїну ТТР була більш-менш сталою як в 
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інтактних клітинах, так і в клітинах, оброблених 0,1 та 0,5 µМ доксорубіцину, 

але під впливом 1,0 µМ рівень як мРНК, так і протеїну вже демонстрували 

значну варіабельність. При цьому також цікаво, що кількість протеїнового 

продукту ТТР досягала піку при концентрації 0,5 µМ, після чого спостерігався 

спад. Хоча рівень мРНК був варіабельним, в середньому він був вищий за той, 

що спостерігався у випадку менших концентрацій. 

 

 

 

Рис 3.16. Рівень експресії ZFP36 на рівні мРНК та протеїну в клітинах 

лінії MDA-MB-231, оброблених різними концентраціями DXR. а – рівень 

мРНК ТТР, n=6; б – рівень протеїну ТТР, n=6; в – репрезентативні зображення 

блотограми лізатів досліджуваних клітин. 0,1, 0,5, 1,0 µМ DXR – концентрації 

DXR, µМ; ІК – інтактні клітини. Графіки відображають медіану та 95% 

довірчий інтервал. *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.0001 за ANOVA Краскела-

Уоліса  

 

Такі спостереження можна пояснити тим, що лінія MCF7 

характеризується наявністю протеїну р53 дикого типу. Так, р53 бере участь у 

відповіді на пошкодження ДНК, в тому числі викликаному DXR (241). При 

цьому, р53 має осцилюючий характер активності, що значно впливає на часові 
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патерни експресії його таргетних генів залежно від стабільності їх мРНК. 

Оскільки ТТР є одним із таргетів р53 і період півжиття його мРНК складає 

приблизно 20 хвилин, така варіабельність може бути пов’язана із його різним 

статусом на момент лізису клітин (242).  

Лінія MDA-MB-231 натомість характеризується мутантним р53, що 

призводить до нездатності клітини реагувати на пошкодження ДНК належним 

чином, і, як наслідок, потенційному уникненню апоптозу та подальшій 

малігнізації (242). Враховуючи це, можна очікувати, що рівні ТТР у 

оброблених DXR клітинах цієї лінії будуть відрізнятися від таких, що 

спостерігали в клітинах MCF7. 

Дійсно, наші результати показали, що рівень мРНК та протеїнового 

продукту ТТР значно підвищувалися починаючи з мінімальної концентрації 

(0,1 та 0,5 µМ для мРНК та протеїну, відповідно), сягаючи збільшення 

приблизно в 15 разів для обох продуктів за концентрації 1,0 µМ, тобто у 

випадку лінії MDA-MB-231 не спостерігалося піку експресії при 0,5 µМ та 

подальшого спаду при 1,0 µМ, а також спостерігалася стійка кореляція між 

рівнями мРНК та протеїну. До того ж, на відміну від клітин MCF7 кількість 

продуктів була сталою між зразками і значно не варіювала, що може свідчити 

про індукцію ТТР як генералізовану відповідь клітини на пошкодження ДНК 

за іншим, р53-незалежним механізмом. 

 

3.4.3. Вивчення впливу DXR на рівні мРНК SH3PXD2A, SH3PXD2B, 

CTTN, WIPF1 та WASL в клітинах ліній MCF7 та MDA-MB-231. 

Генотоксичність DXR та його здатність змінювати експресію різних генів є 

предметом численних досліджень, особливо тих, що присвячені його 

кардіотоксичності (243–248). Проте на сьогодні невідомо, чи впливає він на 

експресію цитоскелет-асоційованих генів, що були включені до нашого 

дослідження. Зважаючи на механізм дії DXR ми припустили, що він 

потенційно міг би змінювати рівні мРНК SH3PXD2А, SH3PXD2B, CTTN, 

WIPF1 та WASL в досліджуваних клітинах, і для перевірки цієї гіпотези нами 
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було прийнято рішення вивчити рівні експресії таргетних генів у клітинах 

ліній MCF7 та MDA-MB-231 після обробки DXR. 

 

3.4.3.1. Вивчення впливу DXR на рівні мРНК SH3PXD2A, 

SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL в клітинах лінії MCF7. В ході 

дослідження виявилося, що обробка DXR призводить до значних змін 

експресії лише у випадку CTTN (рис. 3.17). Так, різке збільшення (у 2,3 рази) 

його експресії спостерігали за обробки сублетальною дозою (0,1 µМ) DXR, 

при цьому при збільшенні концентрації рівень мРНК CTTN знижувався майже 

до рівня інтактних клітин.  

Також ми спостерігали значну варіабельність в рівнях мРНК усіх 

досліджуваних генів як в інтактних, так і в оброблених клітинах, за 

виключенням CTTN – його рівень в інтактних клітинах був стабільним. Ми 

пов’язуємо таку варіабельність із високою гетерогенністю клітин лінії MCF7: 

дані клітини хоча і вважаються єдиною лінією, але насправді являють собою 

декілька гетерогенних субпопуляцій, що відрізняються між собою в тому числі 

розміром, морфологією, транскрипційними профілями та рецепторним 

статусом (249).  

Крім того, цікаво, що рівні експресії SH3PXD2А та WIPF1 

демонстрували тенденцію до зниження порівняно із інтактними клітинами за 

сублетальної дози 0,1 µМ із подальшим підвищенням за 0,5 µМ. При цьому 

підвищення концентрації до 1,0 µМ призводило до подальшого незначного 

зниження рівня експресії WIPF1, але SH3PXD2А мав тенденцію до стабільної 

експресії. Оскільки рівні експресії таргетних генів значно варіювали, ми 

вирішили провести кореляційний аналіз їх експресії (рис. 3.18). 
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Рис. 3.17. Рівні експресії SH3PXD2А, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL 

в клітинах лінії MCF7, оброблених різними концентраціями DXR, n=6. 0,1, 0,5, 

1,0 µМ DXR – концентрації DXR, µМ; ІК – інтактні клітини. Графіки 

відображають медіану та 95% довірчий інтервал. *p<0.05, **p<0.01 (за 

ANOVA Краскела-Уоліса) 

 

Кореляційний аналіз показав позитивну кореляцію між рівнями 

експресії більшості мРНК, при цьому найвища кореляція спостерігалася між 

мРНК ZFP36 та SH3PXD2А (коефіцієнт кореляції 0,87) та між CTTN, 

SH3PXD2B та WASL (коефіцієнт кореляції 0,77). Для інших транскриптів 
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коефіцієнт кореляції був не менше 0,3, за винятком CTTN та WIPF1: для них 

не було виявлено жодної кореляції. Загалом, зважаючи на згадану вище 

гетерогенність даних клітин, а також наявність у них р53 дикого типу такі рівні 

експресії таргетних генів ймовірно є проявами генералізованої відповіді 

клітини на пошкодження ДНК, викликані DXR. 

 

 

Рис. 3.18. Кореляційний аналіз (за Спірменом) рівнів мРНК ZFP36, 

SH3PXD2А, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL після обробки клітин лінії 

MCF7 DXR 

 

 

3.4.3.2. Вивчення впливу DXR на рівні мРНК SH3PXD2A, 

SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL в клітинах лінії MDA-MB-231. Як і в 

клітинах MCF7, в клітинах MDA-MB-231 спостерігали значне підвищення 

рівня мРНК CTTN, але в даному випадку не спостерігалося його повернення 

до рівня, характерного для інтактних клітин. Натомість, рівень CTTN 

залишався стабільно підвищеним (рис. 3.20).  

Подібну тенденцію було виявлено і для експресії WIPF1, але його рівень 

врешті знижувався за концентрації 1,0 µМ. Окрім того, за концентрації 1,0 µМ 

також спостерігалося невелике підвищення рівня WASL. Цікаво, що на відміну 
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від клітин лінії MCF7, інтактні клітини MDA-MB-231 демонстрували 

достатньо стабільні рівні цільових мРНК (за винятком SH3PXD2B), що, 

можливо пов’язано із більшою унітарністю клітин MDA-MB-231 порівняно із 

клітинами MCF7. 

 

 

 

Рис. 3.20. Рівні мРНК SH3PXD2А, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL в 

клітинах лінії MDA-MB-231, оброблених різними концентраціями DXR, n=6. 

0,1, 0,5, 1,0 µМ DXR – концентрації DXR, µМ; ІК – інтактні клітини Графіки 

відображають медіану та 95% довірчий інтервал. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 (за ANOVA Краскела-Уоліса) 
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Також нами було проведено кореляційний аналіз рівнів експресії 

таргетних генів, результати якого показано на рис. 3.21. 

 

 

Рис. 3.21. Кореляційний аналіз (за Спірменом) рівнів експресії ZFP36, 

SH3PXD2А, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL після обробки клітин лінії 

MDA-MB-231 DXR 

 

Несподівано ми виявили помірну негативну кореляцію між 

транскриптами ZFP36 та SH3PXD2B. Цікаво, що хоча у розділі 3.2 ми виявили, 

що у клітинах лінії MDA-MB-231 із стабільною надекспресією ТТР рівень 

SH3PXD2B підвищується, в даному випадку подібної кореляції виявлено не 

було, що, ймовірно, можна пояснити різними механізмами надекспресії ТТР 

та ймовірними значними розбіжностями у фізіології клітин MDA-MB-231 

дикого типу під впливом DXR та інтактними клітинами екТТР. Хоча 

безумовно було б доречно вивчити вплив DXR на клітини екТТР, такий 

експеримент провести було неможливо, оскільки вони демонстрували значну 
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чутливість до препарату і не були життєздатними протягом достатнього для 

експерименту часу, як вже було вказано на початку підрозділу.  

Також було виявлено позитивну кореляцію різної сили між усіма 

цільовими транскриптами, окрім SH3PXD2B та WASL, хоча в клітинах лінії 

MCF7 кореляція між цими транскриптами була досить сильною (коефіцієнт 

кореляції 0,77). Не зважаючи на деякі розбіжності можна сказати, що 

підвищення рівнів експресії деяких таргетних генів ймовірно є 

генералізованою відповіддю клітин на пошкодження ДНК в клітинах обох 

ліній. 

Отже, в даному розділі нами було досліджено вплив клінічно значущих 

концентрацій DXR на рівні мРНК та протеїну ТТР, а також на рівні мРНК 

цільових цитоскелет-асоційованих транскриптів на клітинних моделях 

люмінального А та тричі-негативного раку молочної залози. Нами було 

виявлено, що після обробки DXR рівень ТТР в клітинах MCF7 збільшувався 

максимально в 4,2, а в клітинах MDA-MB-231 – 15,3 рази, що ймовірно можна 

пояснити наявністю р53 дикого типу та мутантного р53, відповідно, у 

досліджуваних клітинах . Також нами було виявлено підвищення рівня CTTN 

у клітинах обох ліній вже з сублетальної дози 0,1 µМ, проте у клітинах MCF7 

даний транскрипт мав тенденцію до повернення до вихідного рівня, а у 

клітинах MDA-MB-231 навпаки спостерігали його стабільно підвищений 

рівень за обробки всіма трьома концентраціями. Також нами було виявлено 

велику варіабельність у рівнях експресії досліджуваних генів як в інтактних, 

так і в оброблених клітинах лінії MCF7, що, ймовірно, пов’язано із наявністю 

в цій лінії субпопуляцій із різним статусом експресії гормональних рецепторів 

(249). Крім того, в даному розділі нами виявлено, що загалом обробка клінічно 

релевантними концентраціями DXR призводить до тенденції підвищення 

рівнів експресії досліджуваних цитоскелет-асоційованих генів, що, ймовірно, 

відображає генералізовану відповідь клітин на генотоксичний стрес та 

оксидативний стрес. 
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3.5. Вивчення впливу DXR на морфологію та рухливість клітин 

лінії MDA-MD-231 

 

В розділі 3.2 нами було показано, що ектопічна експресія ТТР 

призводить до значних змін в морфології та рухливості клітин лінії MDA-MB-

231, а в розділі 3.4 було виявлено, що DXR викликає не тільки індукцію ТТР, 

а також зміни в експресії більшості таргетних цитоскелет-асоційованих генів, 

зокрема, призводить до стійкого підвищення експресії CTTN, продуктом якого 

є фактор нуклеації актину кортактин. Зважаючи на ці результати, ми 

спрямували подальші дослідження на вивчення впливу DXR на морфологію та 

рухливість клітин лінії  MDA-MB-231, оскільки 1) саме ця лінія 

продемонструвала значне підвищення рівня ТТР після обробки DXR; 2) ці 

клітини є моделлю тричі-негативного РМЗ, для якого DXR є однією з 

основних терапевтичних ліній, тому вивчення його впливу на морфологію та 

рухливість даних клітин може розширити наше розуміння механізмів 

терапевтичної дії цього препарату.  

 

3.5.1. Вивчення впливу DXR на морфологію клітин. Для 

вивчення впливу DXR на морфологію клітини обробляли за таким самим 

протоколом, як і в розділі 2.2, результати дослідження представлено на рис. 

3.22 та 3.23. Як видно з рисунків, DXR значно впливав на морфологію клітин. 

Так, оброблені клітини значно збільшувалися у розмірі, а також набувають 

більш округлої форми порівняно з інтактними клітинами. Цікаво, що 

найбільші зміни загальної площі (збільшення у 3,7 разів) спостерігали не за 

найвищої дози доксорубіцину, а після обробки 0,1 µМ. Спостережуваний 

ефект також супроводжувався різким збільшенням кількості актину на клітину 

(інтегрована кількість F-актину, рис. 3.23 а), а також кількості філаментів на 

клітину (рис. 3.23 б) що підтримує результати, отримані нами у попередньому 

розділі, та підтверджує здатність DXR прямо або опосередковано призводити 

до змін в організації цитоскелету, ймовірно, шляхом індукції експресії 
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цитоскелет-асоційованих генів та, можливо, через підвищення стабільності їх 

протеїнових продуктів. При цьому, при подальшому підвищенні концентрації 

DXR спостерігали значуще збільшення товщини та довжини актинових 

філаментів, що, ймовірно, відображає їх галуження та може бути пов’язано із 

підвищеними рівнями мРНК CTTN та SH3PXD2B, оскільки їх білкові продукти 

беруть пряму участь в цьому процесі. 

 

 

 

Рис. 3.22. Репрезентативні зображення клітин лінії MDA-MB-231 після 

обробки DXR. Верхня панель – типовий вигляд клітин та будова актинового 

цитоскелету, нижня панель – типовий вигляд клітин з накладеною маскою 

філаментів. Ядра візуалізовані DAPI, актинові філаменти – флуоресцентно-

міченим фалоїдином-647 (тут візуалізовано зеленим), маску філаментів 

позначено оранжевим. Масштаб – 100 µм. 0,1, 0,5, 1,0 µМ DXR – концентрації 

DXR, µМ; ІК – інтактні клітини 

 

 Поряд з тим, при збільшенні концентрації DXR клітини демонстрували 

тенденцію до зменшення розміру порівняно із клітинами, обробленими 

сублетальною дозою DXR, хоча загалом їх площа була все ще більшою за таку, 
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що спостерігали у контрольних клітин. Одночасне зменшення розміру та 

потовщення і подовження актинових філаментів порівняно із клітинами, що 

отримували сублетальну дозу, може свідчити про нездатність клітин до 

ефективної динамічної реорганізації цитоскелету внаслідок порушення 

функціонування сигнальних каскадів за токсичної дози DXR. 

 

 

 

Рис. 3.23. Морфологічні характеристики клітин (а) та актинових філаментів 

(б), проаналізовані за допомогою програмного забезпечення ImageJ, (n=10). 

0,1, 0,5, 1,0 µМ DXR – концентрації DXR, µМ; ІК – інтактні клітини. 

Гістограми відображають середнє ± стандартне відхилення. *p<0.05, **p<0.01, 

****p<0.0001 (за ANOVA Краскела-Уоліса) 



115 
 

 

3.5.2. Вивчення впливу DXR на рухливість клітин. Аналіз 

рухливості показав, що DXR призводить до значного зменшення швидкості 

клітин, а також зменшує їх здатність до направленого руху вже із найменшої 

концентрації, та такий ефект є дозозалежним (рис. 3.24). При цьому показник 

переміщення клітин (пройдена дистанція) при обробці сублетальною дозою 

0,1 µМ не відрізнявся від контролю, і починав знижуватися лише після 

обробки токсичними дозами.  

Різниця у фенотипах, що спостерігалися у клітин, оброблених різними 

дозами доксорубцину, ймовірно, є наслідком різних сигнальних каскадів, що 

превалювали під час дії певної  концентрації. Зміни в морфології та рухливості, 

що спостерігалися під час обробки дозою 0,1 µМ, ймовірно, були викликані в 

основному безпосередньо DXR, оскільки ця доза не призводила до масової 

загибелі клітин (тест на життєздатність клітин показав 94% життєздатності 

після 48 годин інкубації, рис. 3.14). Проте при концентраціях 0,5 та 1 µM 

спостерігалися апоптичні явища, які, ймовірно, сприяли зниженню рухливості.  

Отже, в даному підрозділі нами показано, що обробка DXR значно 

впливало на рухливість клітин, що, ймовірно, пов'язано з підвищенням рівнів 

TTP та CTTN, а також з апоптичними явищами у випадку обробки токсичними 

концентраціями. Результати, отримані в даному підрозділі, узгоджуються із 

результатами підрозділу 3.4: обробка 0,1 µM DXR призводила до збільшення 

як розміру клітин, так і кількості і довжини актинових філаментів, але не 

призводила до дефектів у здатності клітин до переміщення, тобто за цієї 

концентрація функція цитоскелету в контексті рухливості не порушувалася, 

хоч морфологічно він зазнавав змін. Але за токсичних концентрацій 0,5 та 1 

µM морфологічно спостерігали значні зміни в товщині та довжині філаментів, 

що свідчить про дефекти полімерізації актину: ймовірно, підвищення рівня 

CTTN призводило до ініціації галуження філаментів, що морфологічно 

проявлялося в їх потовщенні та порушеннях рухової функції клітин.  
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Рис. 3.24. Аналіз рухливості клітин, що оброблялися DXR, n=14. а – 

репрезентативні зображення (400×400 µм), що ілюструють траєкторії клітин; 

б – характеристика здатності клітин до переміщення в цілому, швидкості їх 

руху та здатності до направленого руху. Колір треків ілюструє пройдену 

відстань відповідно до кольорової калібрувальної шкали над зображеннями. 

Треки клітин, що пройшли більше 150 µм, забарвлені червоним. Ядра 

забарвлені червоним (SiR-DNA). 0,1, 0,5, 1,0 – концентрації DXR, µМ; ІК – 

інтактні клітини. Графіки відображають середнє ± стандартне відхилення. 

***p<0.001 (за ANOVA для «Переміщення» та ANOVA Краскела-Уоліса для 

інших) 
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РОЗДІЛ 4 

 

 

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

Незважаючи на численні дослідження ролі ТТР в інгібуванні канцерогенезу 

та інвазивності наше розуміння його впливу на механізми клітинної 

рухливості та інвазійного потенціалу і досі залишається обмеженим. В даному 

дослідженні нами було поставлено запитання чи може ТТР впливати на 

компоненти цитоскелету, що залучені як до міграції, так і до інвазії, серед яких 

фактори нуклеації актину N-WASP (WASL) та кортактин (CTTN), WIP (WIPF1), 

а також скафолдні протеїни TKS4 та TKS5 (SH3PXD2B та SH3PXD2A, 

відповідно). 

Наші дослідження показали, що інвазивні клітини MDA-MB-231 із 

стабільною надекспресією ТТР демонстрували майже вдвічі знижений рівень 

мРНК SH3PXD2A та CTTN, що добре пояснює значне зниження рухливості та 

інвазійного потенціалу цих клітин, а також підвищений в 1,3 рази рівень мРНК 

SH3PXD2B. Ми вважаємо, що виявлений фенотип (зниження рухливості та 

здатності до направленого руху та інвазії) був спричинений значним 

зниженням здатності клітин до ефективної полімеризації актину. Відомо, що 

для полімеризації актину необхідний комплекс Arp2/3, який сам по собі є 

слабким фактором нуклеації, але його пряма взаємодія з кортактином значно 

підвищує активність цього комплексу і врешті призводить до ефективної 

полімеризації і утворення фібрил (250). Раніше Bryce та колеги спостерігали 

зниження здатності до міграції та інвазії у клітинах із зниженим рівнем 

кортактину: такі клітини демонстрували селективний дефект у стабільності 

ламеліподій та зменшенні кількості вільних «+»-кінців (англ barbed ends) 

актинових фібрил (251). В даному дослідженні разом із зниженням рівня CTTN 

ми виявили зменшення рівнів F-актину та розгалужених філаментів, а також 

зменшення кількості ламеліподій у клітинах з надекспресією ТТР порівняно із 
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клітинами дикого типу. Оскільки кортактин є необхідним для галуження 

філаментів, зниження рівня його мРНК, ймовірно, вплинуло на описаний 

фенотип (252).  

Цікаво, що в екТТР клітинах ми спостерігали появу великої кількості F-

актину в кортикальній зоні клітинної мембрани, але одночасно з цим і значне 

зменшення кількості актинових фібрил, особливо в перинуклеарному просторі. 

Відомо, що ТТР відіграє значну роль в організації ковпачків кортикального 

актину (англ. cortical actin caps) в мишачих ооцитах, що разом із нашими 

даними вказує на його участь в процесах просторової організації актинових 

філаментів (252). Крім того, хоча середня кількість F-актину в екТТР клітинах 

збільшувалася, інтегрована його кількість була меншою за таку в клітинах 

дикого типу, що може відображати як менший розмір клітин, так і зниження 

здатності до полімеризації актину. Подібні морфологічні особливості були 

описані в клітинах, оброблених цитохалазином Б – інгібітором полімеризації 

актину, що підтримує нашу гіпотезу щодо порушень процесів полімеризації 

(253,254). Зменшення розміру екТТР клітин також можна пояснити значним 

зменшенням кількості ламеліподій порівняно із клітинами дикого типу, хоча 

обидві клітинні лінії демонстрували типову для клітин MDA-MB-231 форму 

(255). 

Протеїни родини TKS, як і кортактин, являють собою важливі ланки як в 

процесах реорганізації актинових філаментів, так і в утворенні інвадоподій: Як 

і кортактин, вони беруть участь в сигнальних каскадах EGFR, що регулює в 

тому числі динаміку актинових філаментів (256). TKS5 є ключовим 

скафолдним протеїном, що локалізується в інвадоподіях і є критично 

необхідним для їх функціонування, оскільки його пряма взаємодія із 

кортактином та N-WASP регулює полімеризацію актину, формування 

мембранних протрузій та секрецію матричних металопротеїназ в сайтах 

утворення інвадоподій (257,258). Зниження експресії SH3PXD2A в екТТР 

клітинах корелювало із майже повною втратою здатності до інвазії. Раніше 

було описано, що зменшення кількості TKS5 може призводити до нездатності 
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клітин формувати інвадоподії і подосоми, що в результаті призводило до 

зниження здатності до міграції та інвазії та підтримує отримані нами 

результати (58). Крім того, оскільки TKS5 необхідний для сигнальної 

трансдукції та заякорення актинових філаментів у клітинну мембрану 

зменшення розміру екТТР клітин також могло бути наслідком неефективних 

спроб прикріпити філаменти до мембрани і утворити контакти із поверхнею, 

що є необхідною умовою для набуття клітиною тієї чи іншої форми в умовах 

2D культури.  

TKS4 – ще один скафолдний протеїн, залучений до формування 

супрамолекулярних комплексів під час ремоделювання актинових філаментів. 

Наші дослідження показали, що кількість його мРНК в екТТР клітинах 

збільшується в 1,3 рази. Хоча велика кількість досліджень і пов’язує TKS4 з 

активним канцерогенезом, на сьогодні немає консолідованої думки щодо його  

впливу на здатність клітин до міграції. Так, Bogel та колеги показали, що в 

оброблених EGF клітинах TKS4 асоційований з EGFR, й нокдаун TKS4 

призводить до значного зниження міграції та інвазії клітин лінії HeLa, що 

свідчить про його сприяння міграції та інвазії (54). Інше дослідження показало, 

що в первинній культурі ендотелію пуповинної вени людини відсутність TKS4 

призвела до зниження рухливості (259). Ще одне дослідження показало, що 

нокдаун TKS4 в клітинах колоректального раку призводив до посилення 

міграції та інвазії, а також сприяв ЕМТ (260,261). На нашу думку, нокаут та 

нокдаун TKS4 може мати різні ефекти на клітинну рухливість, а також може 

залежати від типу клітин. Крім того, TKS4 має дві ізоформи, TKS4 та TKS4b, 

співвідношення кількості яких також може впливати на фенотип. У даному 

дослідженні ми визначали лише загальний рівень експресії SH3PXD2В та 

показали, що його кількість достовірно підвищується в екТТР клітинах. Проте, 

ми не можемо із впевненістю сказати, чи це підвищення впливало на 

отриманий фенотип. Зважаючи на описані вище дослідження колег ми 

вважаємо, що необхідні подальші дослідження для детального вивчення ролі 
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TKS4 в міграції та інвазії, а також з’ясування чи ці ефекти є специфічними для 

певних типів клітин або залежать від диференціальної експресії його ізоформ.  

ТТР активно досліджується як супресор пухлин, і часто його високий 

рівень, особливо рівень мРНК, вважається позитивним прогностичним 

маркером для багатьох злоякісних новоутворень, оскільки як його зниження, 

так і функціональні дефекти часто асоційовані із прогресуванням пухлин та 

несприятливим прогнозом щодо виживаності (144,222,262). Відомо, що рівень 

ZFP36 значно знижений в багатьох пухлинах, в тому числі РМЗ, і рівень його 

експресії обернено корелює із агресивністю пухлини та її метастатичним 

потенціалом (139,263). Пацієнти з низьким рівнем експресії ZFP36 

демонстрували гірші показники виживаності та більш агресивні пухлини, 

внаслідок чого його розглядають як потенційний позитивний прогностичний 

маркер РМЗ (264). Проведений нами аналіз бази даних GEPIA щодо 

виживаності когорт пацієнтів з високим та низьким рівнем експресії ZFP36 

показав, що якщо розглядати загальну тенденцію виживаності без розділення 

на субтипи, то дійсно когорта пацієнтів із високим ZFP36 мала значно вищі 

показники виживаності порівняно із когортою з низьким ZFP36. Проте, 

подальше розділення цих когорт по субтипах виявило, що залежно від субтипу 

високий ZFP36 може корелювати як зі сприятливим, так і з несприятливим 

прогнозом, що свідчить про неможливість використання високої експресії 

ZFP36 як виключно позитивного прогностичного маркера.  

Як згадувалося раніше, пухлини молочної залози поділяють на 4 основні 

групи в залежності від патоморфологічних характеристик та патернів експресії 

специфічних маркерів. Зазвичай молекулярні субтипи діагностують 

використовуючи інформацію щодо наявності або відсутності експресії 

естрогенового рецептору (ЕР), прогестеронового рецептору (ПР) та експресії 

HER2/neu рецептору, а подальший прогноз і терапевтична стратегія базуються 

на цій класифікації. Тим не менш, десятиліття досліджень вказують на 

існування значно більшої кількості субтипів навіть в рамках основних груп, 

вказуючи на те, що один і той самий субтип пухлини в різних пацієнтів може 
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бути як більш агресивним, так і менш агресивним, залежно від додаткових 

факторів, що, в свою чергу, може змінювати прогноз і терапевтичну стратегію 

для кожного окремого пацієнта.  

Канцерогенез характеризується зростанням рівнів експресії 

різноманітних онкогенів і втратою експресії супресорів пухлин, що 

призводить до неконтрольованого ділення, проліферації і міграції клітин. 

Отримані нами дані показують, що рівень експресії ZFP36 значно підвищений 

у зразках HER2-збагачених пухлин порівняно як з іншими типами пухлин, так 

і порівняно з прилеглими тканинами. Крім того, чим вищою була кількість 

HER2, тим вищою була експресія ZFP36, що вказує на певний зв’язок між 

HER2-залежним сигналінгом та експресією ZFP36, який виявлено вперше в 

межах нашого дослідження. З даних літератури відомо, що зв’язування HER2 

з лігандом призводить до активації множинних сигнальних каскадів, одним з 

яких є активація NF-κB (265). Також відомо, що NF-κB активує експресію 

ZFP36 в активованих ліпополісахаридом макрофагах шляхом прямого 

зв’язування з його промотором (266). Зважаючи на це, ми припускаємо, що 

підвищена активність HER2 (незалежно від того, чи це ампліфікація, чи 

підвищена активність рецептора) могло призводити до NF-κB-залежного 

підвищення експресії ZFP36, і могло б не тільки пояснити отримані нами 

результати, а і сприяти подальшому вивченню можливості використовувати 

високий рівень експресії ZFP36 як потенційного маркера HER2-збагаченого 

субтипу РМЗ.  

Як згадувалося в огляді літератури, багато досліджень вказують на те, 

що рівень експресії ZFP36 часто значно нижчий в тканинах пухлин порівняно 

із нормальними тканинами. Наші результати показали, що експресія ZFP36 

навпаки значно підвищена порівняно з такою у контрольних тканинах. Такий 

феномен можна пояснити тим, що тут в якості контролю ми використовували 

не нормальні тканини, а умовно-здорові прилеглі тканини. В згаданому раніше 

дослідженні Goddio та колег було проаналізовано рівні експресії ZFP36 в 

трьох групах тканин: нормальних, прилеглих та пухлинних (228). Їх дані 
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показали, що експресія ZFP36 хоча і була вищою у нормальних тканинах 

порівняно із пухлинними, найнижчого свого значення досягала саме в 

прилеглих тканинах, що підтримує отримані нами результати. Відомо, що під 

час забору матеріалу від пацієнтів гістологічно нормальними вважаються 

тканини на відстані більше 1 см від краю пухлини. Проте, відносно нещодавні 

дослідження транскриптому пухлинних, нормальних та прилеглих тканин 

показали, що останні являють собою унікальний, третій тип тканин, що не 

схожі ні на пухлинні, ні на нормальні внаслідок унікального мікрооточення 

(230). Ці дані разом із даними, отримані в рамках нашого дослідження, 

підкреслюють нагальну необхідність створення нового підходу як до вибору 

кандидатів в біомаркери, так і до покращення протоколів імуногістохімічних 

та молекулярно-біологічних підходах в контексті використання релевантних 

референсних тканин. 

Висока гетерогенність пухлин РМЗ зумовила появу значної кількості 

протоколів лікування, які відповідають особливостям різних субтипів. Так, 

гормональна терапія успішно застосовується для рецептор-позитивного 

люмінального А типу, але не є ефективною для тричі-негативного внаслідок 

відсутності в цих пухлинах гормональних рецепторів. Крім того, з цієї ж 

причини ТНРМЗ є нечутливим і до антитіл та інгібіторів HER2-рецептора, і 

єдиним терапевтичним підходом, схваленим Управлянням продовольства та 

медикаментів (FDA, Food and Drug Administration) є хіміотерапевтичні 

препарати, зокрема, DXR (267). Як і інші хіміотерапевтичні препарати, DXR є 

високотоксичною сполукою, дія якої направлена на знищення клітин із 

високою проліферативною активністю та яка має низку побічних ефектів, а 

отже дослідження його впливу на патофізіологічні процеси має не лише 

фундаментальну, а і високу прикладну цінність. DXR-зумовлений 

генотоксичний стрес є добре описаним явищем, проте його вплив на 

транскрипційний ландшафт клітини досліджується в основному в розрізі його 

високою кардіотоксичності, адже це накладає значні обмеження на гранично 

допустиму дозу, яку може отримати пацієнт (243,247). Проте, на сьогодні 
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даних про те, як DXR впливає на цитоскелет-асоційовані гени або ZFP36, 

недостатньо. Декілька досліджень вивчали вплив DXR на експресію ZFP36 в 

тому числі в клітинах MCF7 та MDA-MB-231, проте використані в них 

концентрації (від 1,5 до 5 µМ) перевищували Срр, що спостерігаються in vivo 

(129,234). Крім того, час інкубації становив лише 24 години, що разом могло 

призводити до швидкої активації апоптозу і неможливості спостерігати інші 

фізіологічні реакції внаслідок високого токсичного навантаження на клітини. 

В даному дослідженні ми використовували клінічно релевантні концентрації 

(від 0,1 до 1,0 µМ) з метою якомога більш коректного дослідження 

потенційних ефектів DXR in vivo. Крім того, час інкубації було подовжено до 

48 годин. На нашу думку, одночасне зниження концентрації і подовження 

інкубації краще відповідає умовам in vivo оскільки показано, що доксорубіцин 

абсорбується та накопичується тканинами (268–270). 

Наші результати показали значні зміни експресії ZFP36 як на рівні мРНК, 

так і на рівні білкового продукту, після обробки DXR клітинної моделі тричі-

негативного РМЗ, що сягало 15-ти кратного збільшення за концентрації 1,0 µM. 

При цьому, клітинна модель люмінального А РМЗ хоча також демонструвала 

підвищення рівня ТТР, проте максимальний рівень був лише приблизно в 4 

рази більший у порівнянні з інтактними клітинами. Цікаво, що кореляція 

рівнів мРНК та білкового продукту відрізнялася: клітини MDA-MB-231 

демонстрували значну позитивну кореляцію, що залежала від дози, в той час 

як MCF7 за концентрації 1,0 µM демонстрували підвищення рівня мРНК, але 

зниження рівня білкового продукту.  

Оскільки велика кількість досліджень пропонує використовувати 

високий рівень ТТР як позитивний прогностичний маркер у багатьох типах 

раку, наші результати можуть накласти на це певні обмеження. Так, якщо DXR 

індукує ТТР також і in vivo, то в такому разі буде важко сказати чи високий 

рівень ТТР відображає органічні процеси та свідчить про задовільний 

фізіологічний стан пацієнта, чи це тимчасове явище, викликане лікуванням. 

Зважаючи на р53-залежний механізм індукції ТТР, описаний Lee et al. (129), 
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можливо ТТР може бути індукований і іншими хіміотерапевтичними агентами, 

що призводять до пошкодження ДНК: цисплатином, його похідними та 

метатрексатом. Крім того, відомо, що DXR абсорбується тканинами, і на разі 

невідомо, як довго після введення може тривати ефект індукції ТТР. У зв’язку 

із цим ми вважаємо, що необхідні подальші дослідження щодо того, чи 

спостерігається подібний феномен in vivo, чи є він специфічним для ТНРМЗ, 

як довго він може тривати та чи впливає він на прогностичну цінність ТТР, 

оскільки на нашу думку отримані нами результати та їх подальше 

продовження може бути корисним для розробки релевантних методів 

персоналізованої медицини та діагностики. 

Ми також вивчали вплив DXR на рівні мРНК таргетних цитоскелет-

асоційованих генів. Так, і в клітинах MCF7, і в клітинах MDA-MB-231 DXR 

призвів до загального підвищення рівнів таргетних транскриптів, хоча лінія 

MCF7 демонструвала набагато слабшу відповідь порівняно із MDA-MB-231 

як в контексті індукції ТТР, так і в контексті змін експресії таргетних генів. У 

лінії MCF7 статистично значуще збільшення рівнів мРНК спостерігали лише 

для CTTN за концентрації 0.1 µM, хоча інші гени також виявляли певну 

тенденцію до зростання експресії. Клітини ж лінії MDA-MB-231 

демонстрували стабільне підвищення експресії CTTN вже з найменшої дози, а 

також підвищення рівнів мРНК SH3PXD2A, SH3PXD2B, та WIPF1.  

Такі розбіжності в експресії таргетних генів можна пояснити тим, що 

DXR активує та дисрегулює велику кількість сигнальних шляхів. DXR-

індуковане пошкодження ДНК призводить до активації АТМ-кінази, що має 

численні мішені, і клітинна відповідь в контексті просторово-часових змін в 

організації актинових філаментів залежить від динамічної взаємодії між 

активованими сигнальними шляхами. Більше того, ефекти DXR значно 

залежать від p53-статусу клітини і призводять до TNFα-залежної активації NF-

κB (188). Так, показано, що обробка клітин MDA-MB-231 DXR призводила до 

NF-κB-індукованої експресії деяких генів, асоційованих з інвазією, 

метастазуванням та резистентністю до хіміотерапії. Такий саме патерн 
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спостерігали і в інших клітинних лініях та зразках РМЗ, а поновлення функції 

р53 призводило до зміни в транскрипційних ландшафтах, спричинених DXR 

(189). Також показано, що DXR-індукований NF-κB сприяє міграції та інвазії 

клітин РМЗ через індукцію CXCR4 (190). При цьому нещодавні дослідження 

виявили, що хоча доксорубіцин і посилює сигналінг від NF-κB і сприяє 

утворенню його активних комплексів, ці комплекси мають значні дефекти 

фосфорилювання та ацетилювання, що призводить до супресії конститутивної 

та цитокін-асоційованої експресії NF-κB-залежних генів (191). Наведені нами 

дослідження підтверджують, що подальші дослідження транскрипційних 

профілів необхідні для розуміння тонких механізмів дії хіміотерапевтични 

препаратів, а також для з’ясування механізмів регуляції клітинної відповіді на 

них.  

Ми також досліджували вплив DXR на морфологію та рухливість 

клітин. Наші результати показали, що DXR знижував рухливість, починаючи 

з концентрації 0,5 µМ, а також призводив до значних змін у морфології 

актинових фібрил. На сьогодні немає також і консолідованої думки щодо 

впливу DXR на рухливість клітин: деякі дослідження стверджують, що він 

пригнічує рухливість(271–273), тоді як інші показують її посилення 

(271,274,275). Ми вважаємо, що такі диференціальні ефекти залежать від 

індивідуальної чутливості клітин, використаних в тому чи іншому дослідженні. 

Як ми вже згадували раніше, чутливість клітин однієї і тієї самої лінії до тих 

чи інших сполук може значно відрізнятися між лабораторіями, а отже при 

проведенні досліджень важливим є визначення IC50. Багато досліджень, що 

показали активуючий ефект DXR на клітинну рухливість використовували 

сублетальну дозу, що зазвичай лежить в межах від 25% до 50% значення IC50 

конкретної культури. В нашому дослідженні показник IC50 для лінії MDA-MB-

231 складав 0.19 µM, що відповідає 50% IC50. Перевищення цієї дози 

призводило до інгібування рухливості та значних патологічних змін у 

морфології філаментів, в той час як сублетальна доза хоча і спричиняла деякі 

зміни в морфології цитоскелету та знижувала медіанну швидкість клітин, 
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проте не обмежувала пройдену ними дистанцію. Деякі з досліджень не 

подають значень IC50 для використаних ними культур, ускладнюючи аналіз 

літературних даних, а отже на разі важко сказати, чи інгібуючий вплив на 

рухливість є наслідком варіабельності фізіологічних процесів, чи різної 

чутливості до препарату в різних дослідженнях.  

DXR також впливав на морфологію, особливо за найнижчої концентрації 

0.1 µM. В літературі описано, що DXR впливає на полімеризацію актину, а 

саме зменшує розмір фібрил, їх ріст та кількість стабільних фібрил (276,277). 

Крім того, наявні дані про те, що він також індукує формування гігантських 

клітин (31). Також показано, що DXR індукує кортикальну локалізацію F-

актину, асоційовану з кортикальною транслокацією p-MLC (phospho-myosin 

light chain 2, фосфорильований легкий ланцюг міозину 2) з центральних 

фібрил (235). Ми також спостерігали значне збільшення загальної площі 

клітин, хоча неочікувано найбільший ефект був описаний за найменшої 

концентрації. Ми вважаємо, що різниця між фенотипами за різних 

концентрацій DXR обумовлена різницею в цитофізіології за дії різних доз 

DXR.  

 Отже, в даному дисертаційному дослідженні нами проаналізовано 

можливі шляхи пост-транскрипційної регуляції експресії деяких генів, 

залучених до реорганізації актинового цитоскелету, міграції, та інвазії. Серед 

виявлених регуляторних елементів для подальшої роботи було обрано AU-

збагачені ділянки, що є сайтами зв’язування для РНК-зв’язувального протеїну 

ТТР та показано, що ТТР демонструє високу ймовірність зв’язування із 

асоційованими із інвазією SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL. 

Нами вперше показано, що конститутивна ектопічна експресія ТТР у 

високоінвазивних клітинах лінії MDA-MB-231 призводила до значного 

зменшення рівнів SH3PXD2A, та CTTN та підвищення рівня мРНК SH3PXD2B. 

Крім того, вперше прямо за допомогою відслідковування окремих клітин 

показано зниження  здатності до направлених рухів та інвазії, зниження 

рухливості клітин та патологічні зміни морфології актинових філаментів. Ці 
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дані розкривають перспективність досліджень ТТР як потенційного прямого 

чи опосередкованого регулятора цитоскелету. Також ми вперше докладно 

описуємо зміни морфології актинових фібрил під дією доксорубіцину в 

клітинах MDA-MB-231 та вперше досліджуємо його вплив на експресію 

цитоскелет-асоційованих генів. 

 Нами вперше показано, що клінічно релевантні концентрації 

доксорубіцину призводять до індукції ТТР на моделях люмінального А та 

тричі-негативного раку молочної залози людини, що на сьогодні обмежує його 

потенційне використання як прогностичного маркера РМЗ. Крім того, ми 

ставимо під сумнів використання високої експресії ZFP36 як загального 

позитивного маркера виживаності пацієнтів, проте пропонуємо 

використовувати його як додатковий діагностичний маркер HER2-збагаченого 

субтипу. 
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ВИСНОВКИ 

 

 

В даному дисертаційному дослідженні було проаналізовано можливі 

шляхи посттранскрипційної регуляції експресії деяких генів, залучених до 

реорганізації актинового цитоскелету, а також вивчено роль РНК-

зв’язувального протеїну ТТР в перебігу раку молочної залози людини в 

контексті клітинної рухливості та інвазії: 

 

1. Показано, що більшість з проаналізованих транскрипційних ізоформ 

цитоскелет-асоційованих генів, включених до даного дослідження, 

мають спільні регуляторні елементи, а саме: сайти зв’язування протеїнів 

Musashi, K-box та AU-збагачені елементи, а також можуть що 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL можуть бути таргетними 

мРНК РНК-зв’язувального протеїну ТТР. 

2. З’ясовано, що надекспресія ТТР значно знижує рівні мРНК SH3PXD2A 

та CTTN, підвищує рівень мРНК SH3PXD2B, але не впливає на рівні 

мРНК WIPF1 та WASL. 

3. З’ясовано, що надекспресія ТТР призводить до значного зменшення 

площі клітин, кількості полімеризованих філаментів та збільшення їх 

товщини в клітинах лінії MDA-MB-231 з ектопічною експресією ТТР, а 

також до значного зменшення їх рухливості, здатності до направлених 

рухів та інвазії. 

4. Виявлено, що рівень експресії ZFP36 значно підвищений в зразках 

пухлин молочної залози людини HER2-збагаченого субтипу порівняно 

із іншими субтипами, а також корелює із рівнем ампліфікації HER2; 

запропоновано використання високого рівня ZFP36 як біомаркера 

HER2-збагаченого РМЗ різних субтипів.  

5. Виявлено, що доксорубіцин індукує експресію ZFP36 як на рівні мРНК, 

так і на рівні протеїну на моделях люмінального А та тричі-негативного 
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РМЗ та поставлено під сумнів його діагностичну цінність як біомаркера 

в когортах пацієнтів, що отримували доксорубіцин. 

6. Виявлено, що доксорубіцин підвищує або не впливає на рівні мРНК 

SH3PXD2A, SH3PXD2B, CTTN, WIPF1 та WASL на моделях 

люмінального А та тричі-негативного РМЗ, а також змінює площу та 

форму клітин тричі-негативного РМЗ, ширину, довжину та кількість 

актинових філаментів цих клітин, їх рухливість та здатність до 

направлених рухів, а направленість ефекту залежить від концентрації. 

7. Показано, що ТТР може прямо або опосередковано знижувати здатність 

клітин моделі тричі-негативного раку молочної залози до рухливості та 

інвазивності. Поставлено під сумнів використання високої експресії 

ZFP36 як прогностичного біомаркер РМЗ, оскільки він індукується 

доксорубіцином в моделях люмінального А та тричі-негативного РМЗ, 

проте висока експресія ZFP36 має потенціал використання як 

діагностичного біомаркера HER2-збагаченого типу РМЗ. 
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