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Въведение: 

През последните десетилетия ивзънклетъчните везикули привличат особено внимание 

поради множеството им новооткрити функции в здравия организъм и в болестни 

процеси.  

В допълнение към първоначално предположеното предназначение на тяхната секреция 

- отстраняване на отпадни продукти, постепенно биват разкрити техните изключително 

комплексни роли в междуклетъчната комуникация.  

Съставът и количеството на секретираните от една клетка извънклетъчни везикули 

отразяват нейното състояние. Те се променят в зависимост от вида на секретиращите ги 

клетки, степента на тяхната диференциация, както и в отговор на стимули като 

клетъчна активация и различни видове стрес. 

Особен интерес представлява ролята на извънклетъчните везикули в автоимунни, 

онкологични, сърдечно-съдови, метаболитни и невродегенеративни заболявания. 

Поради тези причини, те биват разглеждани като диагностични маркери, за откриване и 

проследяване на тези патологични състояния.  

Извънклетъчните везикули са ключов фактор в туморния растежи агресивност – 

участват в ангиогенезата, метастазирането, модулацията на туморната микросреда и 

имунния отговор. Това прави необходимо изследването на влиянието на терапията 

върху тяхната секреция, особено когато терапевтичните стратегии включват 

таргетиране и на други системи в клетката, които имат комплексни взаимодействия с 

механизмите, контролиращи биогенезата и секрецията на извънклетъчни везикули, като 

например автофагията.  

Тъй като подобни комбинации са разглеждани в клинични проучвания, а някои от тях 

намират приложение и в широката практика, в настоящия труд са изследвани 

взаимодействията на индуктори на двойно верижни скъсвания с автофагични 

инхибитори в секрецията на извънклетъчни везикули. 
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Цел 

Да се изследва взаимодействието между автофагични инхибитори и ДНК-увреждащи 

агенти по отношение на индуцираното от тях освобождаване на ИКВ и извънклетъчни 

нуклеинови киселини 

Задачи 

1. Анализ на цитотоксичната активност на хлорохин (CHQ) и темозоломид (TMZ) в 

култури от TMZ-чувствителни (U87-MG) и TMZ-резистентни (U138-MG) клетки 

2. Анализ на състава и размерите на секретираните ИКВ при третиране с CHQ и TMZ  

 

3. Потвърждаване на получените резултати при третиране с функционални аналози – 

Bafilomycin A1 и етопозид 

4. Анализ на състава и количеството на секретираните нуклеинови киселини 

5. Изследване на количеството увредена ДНК в клетки при комбинирано третиране 

6. Изследване на асоциацията на секретираните нуклеинови киселини с ИКВ 

посредством флоу цитометричен анализ 

7. Изследване на инхибирането на автофагия от инхибитори на ATM (ATMi) 

8. Изследване на влиянието на ATMi върху секрецията на ИКВ 

9. Изследване на взаимодействието на ATMi с ДНК-увреждащи агенти по отношение 

на индуцираната от тях секреция на ИКВ 
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Материали и методи 

 

Клетъчни култури  

В настоящия труд са използвани глиобластомните клетъчни линии U87-MG и U138-

MG, както и ендоцервикалната аденокарциномна линия HeLa Kyoto (CVCL_1922). U87-

MG, U138-MG и HeLa Kyoto клетките бяха поддържани в DMEM (Gibco, Уолтъм, 

САЩ, 41966052). Средите за кутивиране бяха суплементирани с 10% фетален говежди 

серум (Gibco, 10270106), 100 единици на mL пеницилин, 100 µg/mL стрептомицин 

(Gibco, 15140122) и 0.25 µg/mL амфотерицин B (Gibco, 15290026). Клетките бяха 

отглеждани на 37 °C при 5% CO2. 

Реагенти  

Bafilomycin A1 (SML1661), темозоломид (PHR1437), 1 mM разтвор от йономицин в 

DMSO (I3909) и Форбол-12-миристат-13-ацетат (524400) бяха закупени от Merk. 

Хлорохин дифосфат сол (455240250) и Brefeldin A (00-4506-51) бяха закупени от 

Thermo Scientific Chemicals (Уолтъм, САЩ). KU-55933 (HY-12016) и KU-60019 (HY-

12061) бяха закупени от MedChemExpress. Етопозид (S1225) беше закупен от 

Selleckhem. 

Първични антитела  

От Cell Signaling Technology (САЩ):  

LAMP1 (D2D11) Заешко Моноклонално Антитяло #9091;  

LC3B (E5Q2K) Мише Моноклонално Антитяло #83506;  

Caveolin-1 (D46G3) Заешко Моноклонално Антитяло #3267;  

От Abcam (САЩ):  

ds DNA [35I9] Мише Моноклонално Антитяло ab27156;  

CD63 [TS63] Мише Моноклонално Антитяло ab59479;  

ALIX [3A9] Мише Моноклонално Антитяло ab117600;  
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От Merck (Германия):  

Actin (20-33) Заешко Поликлонално Антитяло A5060;  

От Santa Cruz Biotechnology (САЩ):  

anti-γH2AX Мише Моноклонално Антитяло SC-517348  

От Novus Biologicals (САЩ):  

LC3B (NB100) Заешко Поликлонално Антитяло;  

CYC1 (NBP1-86872) Заешко Поликлонално Антитяло;  

p62/SQSTM1 (NBP1-49955) Заешко Поликлонално Антитяло;  

Syntenin 1 (NBP1-86979) Заешко Поликлонално Антитяло;  

 

От Abclonal (САЩ):  

Phospho-ATM-S1981 (AP1030) Заешко Моноклонално Антитяло;  

Phospho-Histone H2AX-S139 (AP0099) Заешко Поликлонално Антитяло.  

Анализ на клетъчна преживяемост 

Клетките бяха третирани в 24-ямкови плаки (2 × 10
5 

клетки на кладенче) в 500 µL 

DMEM суплементиран с 5% пречистен от екзозоми серум или без серум, в 

продължение на 48 часа. След третиране, клетките бяха измити с PBS, откачени с 100 

µL 1X трипсин (Thermo Fisher, 15400054), измити повторно с PBS, суплементиран с 5% 

серум (за неутрализиране на трипсина), и оцветени с анексин и пропидиев йодид 

(Thermo Fisher BMS500FI) според инструкциите на производителя. Пробите бяха 

анализирани с флоу-цитометър BD FACSCalibur™. Данните бяха анализирани с 

Cyflogic или FlowJo. Статистически анализ беше извършен с GraphPad Prism.  

Изолация на извънклетъчни везикули 

Клетките бяха посяти в 6-ямкови плаки (7,5 × 10
5
 клетки на кладенче за 

глиобластомните клетъчни линии и 5 × 10
5
 клетки на кладенче за Hela Kyoto) в DMEM 

суплементирани с 10% серум и бяха оставени да се прикрепят за дъното за една нощ. 

Адхерентните клетки бяха измити със среда за култивиране (без серум) и третирани в 

продължение на 48 часа в 1.5 mL DMEM с 5% свободен от екзозоми серум (Gibco, 

A2720803) или без съдържание на серум. Кондицирана среда (от 2 кладенчета на проба) 

беше обработена с диференциално центрофугиране по следния начин: 500 x g за 5 
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минути, 1500 x g за 15 минути и 10,000 x g за 40 минути. Утайките от 

центрофугирането на 10,000 x g съдържащи големи ИКВ бяха лизирани с 2x SDS 

Laemmli sample buffer (35 µL на проба). Супернатантите от центрофугирането на 10,000 

x g бяха обработени за изолация на малки ИКВ чрез PEG преципитация.
1
 Еднакви 

обеми от 16% Полиетилен гликол 6000 (Merck, 8074911000) в разтвор от 1М NaCl бяха 

смесени със супернатантите, след което пробите бяха оставени на 4 °C през нощта 

(поне 12 часа). След това пробите бяха центрофугирани на 3500 х g за 1 час на 4 °C. 

Супернатантата от последното центрофугиране беше аспирирана, след което пробите 

бяха центрофугирани отново (4000 x g за 2 минути) за премахване на остатъци от 

супернатанти съдържащи PEG. Получените утайки бяха разтворени в 35 µL 2x SDS 

Laemmli sample buffer и съхранявани на −20 °C. 

Имуноблотинг  

Протеинови проби от клетъчни лизати (WCL) и ИКВ освободени от еднакъв брой 

клетки бяха нагряти до 98 °C за 10 минути в 2x SDS Laemmli sample buffer 

суплементиран с 50 mM дитиотреитол (DTT), разделени с полиакриламид гел 

електрофореза (SDS-PAGE) и трансферирани на Immobilon-P мембрани, PVDF, 0.45 µm 

(Thermo Fisher, 88518). Съдържанието на акриламид в използваните гелове е 6%, 8% 

или 15%, в зависимост от изследваните маркери. След трансферирането, мембраните 

бяха блокирани с 5% фетален говежди серум (Sigma Aldrich, A9647) в Tris-буферен 

разтвор с TX-100 (TBST; pH 7.4, 10 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 0.5% v:v Triton X-100) 

в продължение на 1 час, и инкубирани с първично антитяло през нощта на 4 °C. След 

това, блотовете бяха измити 3 пъти с TBST, инкубирани с вторично HRP-конюгирано 

анти-мише (Thermo Fisher, 31430) или анти-заешко (Thermo Fisher, 31460) антитяло 

(разредени 1:20,000) на стайна температура за 1 час. След трикратно измиване с TBST, 

блотовете бяха инкубирани със SuperSignal™ West Pico PLUS (Thermo Fisher, 34580) 

или SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher, 34095), в 

зависимост от силата на сигнала. Снимките на блотовете бяха направени с C-DiGit Blot 

Scanner (LI-COR Biosciences—GmbH), а дензитометрията беше извършена с Image 

Studio™. Статистически анализ беше извършен с GraphPad Prism.  

За CD63 дот блотовете, по 1 µL нередуцирани ИКВ проби в 2x SDS Laemmli sample 

buffer беше нанесен в дубликати върху Protran® Supported нитроцелулозни мембрани 

(GE10600020), които бяха обработвани като тези от SDS-PAGE.  
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DLS (Dynamic Light Scattering) анализ 

 

След диференциално центрофугиране, ИКВ проби изолирани от кондицирана среда 

бяха ресуспендирани в 1x PBS. Измервания на размера на частиците бяха извършени 

чрез динамично разсейване на светлина (DLS) със Zetasizer Nano ZS analyzer (Malvern 

Instruments, Малверн, Великобритания). Анализът беше извършен с 10 х 10 кювета за 

еднократна употреба (DTS0012). На всяка проба бяха направени по три повторни 

измервания. Данните за всеки от размерите бяха представени като процент от всички 

частици.  

Флуоресцентна микроскопия 

13 милиметрови кръгли покривни стъкла (VWR, MARI0117530) бяха стерилизирани с 

етанол, оставени да изсъхнат и поставени в 24 ямкови плаки. 2 × 10
5
 глиобластомни 

или 5 x 10
4 

HeLa клетки бяха посяти върху всяко стъкло. След посаждане, клетките 

бяха оставени да се прикрепят за една нощ. Третирането беше извършено в 

продължение на 48 часа в DMEM суплементиран с 5% свободен от екзозоми серум или 

без серум. Клетките бяха фиксирани и пермеабилизирани със студен метанол за 10 

минути, след което – блокирани с PBS съдържащ 5% фетален говежди серум за 30 

минути. Пробите бяха инкубирани с първични антитела в продължение на 1 час, 

измити с PBS, след което инкубирани с вторични антитела в продължение на 45 

минути.  

Бяха използвани следните вторични антитела: анти-заешко IgG Alexa Fluor 555 (Cell 

Signaling, 4413S), анти-мише IgG Alexa Fluor 488 (Cell Signaling, 4408S) и анти-мише 

AlexaFluor 647 (Invitrogen, A-21237) в разредки от 1:1000.  

След измиване с PBS и оцветяване с 1 μg/mL DAPI (Thermo Fisher, 62248), покривните 

стъкла бяха монтирани с ProLong™ Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher, 

P36965).  

Снимките бяха направени с Leica Stellaris 8 конфокална система със 100x обектив с 

маслена имерсия. Снимките бяха обработени и анализирани с ImageJ.  

Анализ на извънклетъчни нуклеинови киселини 

Кондицирани супернатанти бяха предварително пречистени чрез последователни 

центрофугирания на 500 x g за 5 минути и на 1500 x g за 15 минути. Към 
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супернатантите бяха добавени еднакви на тях обеми 16% PEG, 1M NaCl и сместа беше 

инкубирана през нощта на 4 °C. След това пробите бяха центрофугирани на 3500 x g на 

4 °C за 1 час за утаяване на ИКВ и извънклетъчната ДНК. Пелетите бяха 

ресуспендирани в 300 µL PBS и бяха инкубирани с 0.2% Triton X-100 и 10 µg/mL 

протеиназа K (Invitrogen, 10665795) в продължение на 45 мин на 37 °C за смилане и 

дисоцииране на протеини от нуклеиновите киселини. Равен на пробата обем смес от 

Фенол/Хлороформ/Изоамилов алкохол (25:24:1), наситен с 100 mM Tris-EDTA до pH 8 

(Thermo Scientific Chemicals, 327111000) беше добавен към пробата. След последващо 

вортексиране и центрофугиране на 10,000 x g в продължение на 5 минути, 

супернатантата/водната фаза беше трансферирана до друга епруветка, смесена със 

същия като пробата обем хлороформ, вортексирана и центрофугирана отново на 10,000 

x g в продължение на 5 минути. Последната стъпка беше повторена още веднъж. След 

това горната фаза беше пренесена до друга епруветка и към нея бяха добавени натриев 

ацетат (до получаване на 0.3 M концентрация) и 2.5 обема 96% етанол. Получените 

смеси бяха изстудени в продължение на 1 час на −70 °C, след което центрофугирани на 

17,000 x g в продължение на 30 минути. Утайките от центрофугирането бяха 

разтворени в TE буфер. Получените проби бяха анализирани за абсорбция на 260 nm с 

NanoDrop™ 2000 и бяха нанесени за електрофореза в 1% агарозен гел оцветен с 

етидиев бромид. За анализ на чувствителността към ДНАза и РНАза, 5 µL от пробите 

бяха суплементирани с буфер за ДНАза I (10 mM Tris-HCl (pH 7.5 на 25 °C), 2.5 mM 

MgCl2, 0.1 mM CaCl2) и 5 KU ДНАза I (Sigma Aldrich, D4263) или 10 µg/mL РНАза А 

(Sigma Aldrich, R-5125). Крайните обеми от нетретираните с нуклеази контроли и 

пробите третирани с нуклеази бяха приведени до 10 µL и пробите бяха инкубирани на 

37 °C в продължение на 30 минути. Протеиназа К (10 µg/mL) беше добавена към всяка 

проба за да разгради и дисоциира РНАза А от ДНК молекулите, както и ДНАза I от 

РНК молекулите и пробите бяха инкубирани на 37 °C в продължение на 15 минути. 

Контролите и пробите третирани с нуклеази бяха подложени на електрофореза в 1% 

агарозен гел оцветен с 0.5 µg/mL етидиев бромид и изследвани с УВ-илюминатор.  

За засичане на извънклетъчните нуклеинови киселини, асоциирани с изолираните с 

центрофугиране на 10,000 х g големи ИКВ и частици, утайките от това центрофугиране 

бяха ресуспендирани в 1x PBS и оцветени с 100 ng/mL пропидиев йодид 

(eBioscience™,00-6990-50), след което бяха анализирани с флоу-цитометър FACS 

Calibur (Becton Dickinson, САЩ) с ниска скорост на потока и фиксирано време – 50 
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секунди. Проби от некондицирана среда бяха обработени паралелно с пробите от ИКВ 

и частици, като контрол за наличието на замърсители в средата за клетъчно 

култивиране или в буфера.  

Алкален кометен анализ 

Анализът е извършен в съответствие с публикуван протокол.
2
 

3
 Предметните стъкла 

бяха краткотрайно потопени в 1% (w/v) агароза с нормална точка на топене, задните им 

страни бяха избърсани, след което те бяха оставени на стайна температура за една нощ. 

Клетъчните суспензии бяха преброени с автоматичен брояч (Countess®, Invitrogen) и 

центрофугирани на 300 x g за 5 минути на 4 °C, измити с ледено студен PBS и 

центрофугирани отново. 25 µL от клетъчната суспензия в PBS (приблизително 1 × 10
6 

клетки на mL) бяха смесени със 100 µL 0.75% LMP агароза с ниска точка на топене. 

Две капки (60 µL) от сместа бяха трансферирани на предварително обработени 

предметни стъкла. Геловете бяха покрити с покривни стъкла и оставени за 5 минути на 

4 °C на тъмно. След това покривните стъкла бяха премахнати и предметните стъкла 

бяха поставени в стандартен разтвор за лизиране (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM 

Tris base, pH 10–10.5, с добавени 1 mL Triton X-100 и 10 mL DMSO преди употреба) за 

поне 1 час в Coplin буркан на 4 °C на тъмно. След това предметните стъкла бяха 

пренесени директно до резервоара за електрофореза, съдържащ студена (4 °C) 0.3 M 

NaOH и 1 mM Na2EDTA, pH > 13, и инкубирани преди електрофореза за 20 минути. 

Електрофорезата беше извършена на ~1 V/cm за 20 мин, pH > 13 на 4 °C. Геловете бяха 

неутрализиране чрез измиване в студен неутрализиращ разтвор (400 mMTris–HCl, pH 

7.5) 3 пъти за по 5 минути. Предметните стъкла бяха измити за 10 минути в студена (4 

°C) dH2O. Геловете бяха оставени да изсъхнат за една нощ. Пробите бяха оцветени с 

1X SYBR™ Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, S11494) за 10 минути на стайна 

температура и визуализирани с Axiovert 200 флуоресцентен микроскоп (Zeiss, 

Германия). Снимките бяха анализирани с CaspLab—Comet Assay.
4
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Резултати 

 

CHQ значително повишава цитотоксичния ефект на TMZ срещу TMZ-

резистентни клетки, но не и срещу TMZ-чувствителни клетки  

 

Индукццията на апоптоза и съпътстващото отделяне на апоптотъчни тела с размери 

припокриващи се с тези на миковезулули и екзозоми може значително да допринесе 

към съвкупността от извънклетъчни везикули (ИКВ). В тази връзака, важен аспект от 

анализирането на активната секреция на ИКВ е да се изследват нивата на апоптоза в 

специфичните експериментални условия. 

В това проучване бяха използвани две глиобластомни клетъчни линии за да се изследва 

потенциалното взаимодействие между темозоломид (TMZ) и хлорохин (CHQ) при 

секрецията на ИКВ. U87-MG клетките са познати като TMZ-чувствителни, тъй като не 

експресират O6-Метилгуанин-ДНК Метилтрансфераза (MGMT). Същевременно U138-

MG клетките експресират този ензим и са демонстрирано по-резистентни към TMZ в 

сравнение с клетки, които не експресират MGMT.
5
 Обикновено за in vitro експерименти 

с ИКВ се използва среда без серум, или с понижено съдържание (2-5%) на серум, 

предварително пречистен от ИКВ, за да се намали количеството албумин и други 

протеини, асоцииращи се с липиди, които биха могли да се асоциират с ИКВ. В 

настоящото проучване сравнихме ефектът на 10 µM CHQ върху цитотоксичността на 

400 µM TMZ към U87-MG и U138-MG клетъчни култури след 48 часова инкубация в 

среда с 5% серум, пречистен от ИКВ. Тези концентрации бяха избрани въз основа на 

предходни доклади: IC50 стойностите на TMZ за U87-MG клетки обикновено са ~100–

300 µM (при третирания в продължителност на 24-72 часа), същевременно U138-MG са 

значително по-резистентни, с IC50 стойности приближаващи 1mM. CHQ е 

цитотоксичен за глиобластомни клетки в концентрации над 10 µM, но е широко 

използван в концентрация от 10 µM в проучвания, изследващи ролята му като 

автофагичен инхибитор или сенсибилизатор към TMZ. Потвърждавайки предходни 

доклади 
5
, оцветяването с PI/Annexin V-FITC демонстрира, че U87-MG клетките са по-

чувствителни към TMZ в сравнение с U138-MG – съответно 10.6% и 5.92% късно 

апоптотъчни/некротични клетки (Фигура 1). Добавянето на CHQ значително повиши 

процентът от TMZ-индуцираните PI-позитивни късно апоптотъчни/некротични клетки 

в култури от U138 (9.76%), но не и в култури от U87 клетки (10.63%). Съгласно с това, 
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комбинирано третиране с TMZ + CHQ значително понижи процента живи U138-MG 

клетки (87.25%) в сравнение с третиране единствено с TMZ (91.56%), което не се 

наблюдава при култури от U87-MG клетки (87.42% и 88.23%, съответно). 

Фигура 1. CHQ значително повишава цитотокисчния ефект на TMZ срещу TMZ-

резистентни клетки (U138-MG), но не и срещу TMZ-чувствителни клетки (U87-

MG). 

Клетки бяха третирани в среда с 5% пречистен от ИКВ серум с контрола (0.2% 

DMSO), 10 µM CHQ, 400 µM TMZ, или комбинация от TMZ+CHQ, в продължение на 48 

часа. Клетките бяха оцветени с Annexin V-FITC и Пропидиев Йодид (PI) и бяха 

анализирани с флоу-цитометрия. Ляво – репрезентативен дот плот, районирането на 

популациите от живи, ранно апоптотъчни и късно апоптотъчни/некротични клетки. 

Дясно – Хистограми, показващи средния процент U87-MG и U138-MG клетки в 

съответните райони. N=3; ленти за грешка – стандартно отклонение. Данните бяха 

анализирани с двуфакторен ANOVA и Tukey’s post hoc test. Разликите в средни 

стойности на третирания обозначени с една и съща буква не са статистически 

значими, p<0.05  
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TMZ и CHQ синергично индуцират секреция на ИКВ, съдържащи автофагични 

маркери и caveolin-1 в култури от U87-MG клетки 

Протеинови проби от големи и малки ИКВ от контролни клетки третирани с DMSO, и 

такива третирани с 400 µM TMZ, 10 µM CHQ или комбинация от TMZ и CHQ бяха 

сравнени чрез SDS-PAGE/имуноблотинг (Фигура 2). Автофагичните маркери (LC3B-II 

и p62) и екзозомните маркери (alix и syntenin-1) бяха значителни повишени от 

комбинацията TMZ+CHQ съответно в големи и малки ИКВ. Друг широко използван 

ИКВ маркер – CD63 беше засечен във всички проби, включително и тези третирани с 

DMSO, но той също демонстрира значително повишение в големи и малки ИКВ при 

третиране с TMZ+CHQ. Тъй като CD63 е силно гликозилиран и обикновено формира 

размазка на Western блотове, за подобряване на точността, той беше околичествен с dot 

блотове. Подобно на CD63, caveolin-1 беше засечен във всички проби от големи ИКВ, 

включително и контролните. За разлика от CD63 обаче, caveolin-1 не беше открит 

контролни проби от малки везикули, и подобно на екзозомните маркери, беше 

синергично увеличен от комбинацията TMZ+CHQ в същите. Митохондриалният 

маркер цитохром C1 (CYC-1), чието отсъствие е очаквано в качествено пречистени 

проби от ИКВ, не беше засечен в нито една от пробите, което е индикация за 

адекватната чистота на ИКВ пробите от настоящото проучване. Хидродинамичното 

размерно разпределение на ИКВ беше определено чрез анализ на динамичното 

разсейване на светлината (DLS) (Фигура 3). Само проби от клетки, третирани с TMZ и 

CHQ дадоха измерими резултати, вероятно поради прекалено малкия брой на ИКВ в 

останалите проби. Размерът на ИКВ от клетки третирани с TMZ+CHQ беше от 

порядъка на 50 до 150 nm за малки и 150-500 nm за големи ИКВ, което е типично за 

съответно екзозоми и микровезикули. 
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Фигура 2. TMZ и CHQ синергично индуцират секреция на ИКВ, съдържащи 

автофагични маркери и caveolin-1 в култури от U87-MG. 

Ляво – проби от големи ИКВ (LEVs) и малки ИКВ (SEVs) от клетки, третирани както 

е посочено в продължение на 48 часа, бяха анализирани чрез Western блот с помощта 

на съответните антитела. ИКВ изолирани от еднакви обеми кондицирана среда 

сравнени парлелно с 10 µg протеин от клетъчни лизати (WCL).  

Дясно – дензитометрия. Тъй като някои от маркерите бяха неоткриваеми в 

контролни проби, стойностите на дензитометрията са представени като 

относителни към най-високия интензитет – пробите от TMZ+CHQ. N=3; ленти за 

грешка – стандартно отклонение. Данните бяха анализирани с двуфакторен ANOVA и 

Tukey’s post hoc test. Разликите в средни стойности на третирания обозначени с една 

и съща буква не са статистически значими, p<0.05  

 

Фигура 3. DLS анализ на ИКВ от U87-MG клетки, третирани с TMZ+CHQ 
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В клетъчни лизати (WCL), TMZ не предизвика значителна акумулация на p62 или 

липидирания, мембранно-асоцииран LC3B-II, но тези автофагични маркери бяха 

значително повишени в проби от третирани с комбинацията TMZ+CHQ в сравнение с 

контролни проби или индивидуални третирания (Фигура 4). 

 

Фигура 4. - Western блот анализ на LC3B и p62 в клетъчни лизати от U87-MG 

клетки.  

Стойностите на LC3B-II са представени като относителни към LC3B-I. p62 е 

нормализиран с актин и представен като относителен към нивата в контролни 

клетки. N=3; ленти за грешка – стандартно отклонение. Данните бяха анализирани с 

двуфакторен ANOVA и Tukey’s post hoc test. Разликите в средни стойности на 

третирания обозначени с една и съща буква не са статистически значими, p<0.05  

 

TMZ и CHQ синергично индуцират секреция на ИКВ, съдържащи автофагични 

маркери и caveolin-1 в култури от U138-MG 

U138-MG клетки, третирани с TMZ и CHQ реагираха подобно на U87-MG клетки – със 

синергично повишаване на нивата на LC3B-II и p62 във фракцията от големи ИКВ, 

както и кавеолин в тази на малки ИКВ. (Фигура 5). Нивата на p62 в малки ИКВ бяха 

много по ниски от тези в големи ИКВ, но все пак синергично повишени. Въпреки 

гореспоменатия значителен сенсибилизиращ ефект на CHQ по отношение на 

цитотоксичността на TMZ към U138-MG клетки, CYC-1 не беше засечен в нито една от 

пробите. Това е сведение, че наблюдаваният ефект се дължи по-скоро на активни 
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секреторни механизми, отколкото на пасивно освобождаване на материал от умиращи 

клетки.  

 

Фигура 5. TMZ и CHQ синергично индуцират секреция на ИКВ, съдържащи 

автофагични маркери и caveolin-1 в култури от U138-MG 

Показани са Western и дот блотове (ляво), както и дензитометрия (дясно) на ИКВ от 

U138-MG клетки, третирани както е посочено в продължение на 48 часа. Пробите са 

обработени подобно на тези от Фигура 9. N=3; ленти за грешка – стандартно 

отклонение. Данните бяха анализирани с двуфакторен ANOVA и Tukey’s post hoc test. 

Разликите в средни стойности на третирания обозначени с една и съща буква не са 

статистически значими, p<0.05  

 

 

Подобно на U87-MG, LC3B-II и p62 бяха значително повишени в клетъчни лизати от 

U138-MG клетки при третиране с TMZ+CHQ в сравнение с контроли или 

индивидуални третирания (Фигура 6). 
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Фигура 6. Western блот анализ на LC3B и p62 в клетъчни лизати от U138-MG 

клетки.  

Клетките са третирани както е означено в продължителност на 48 часа. N=3; ленти  

за грешка – стандартно отклонение. Данните бяха анализирани с двуфакторен 

ANOVA и Tukey’s post hoc test. Разликите в средни стойности на третирания 

обозначени с една и съща буква не са статистически значими, p<0.05  

CHQ предизвиква натрупване на LC3B в лумена на CD63 позитивни 

амфизоми/автолизозоми; LC3B и caveolin-1 колокализират в индуцираните от 

CHQ агрегати от LC3B 

 

В клетките, caveolin-1 е асоцииран предимно с кавеоли – мембранни инвагинации, 

чиито размери са подобни на тези на екзозомите (50-100 nm). Въпреки че познатият 

начин за секреция на този протеин е посредством големи онкозоми с произход от 

плазмената мембрана, които имат прогностична стойност за метастатичен рак
6
, 

директно освобождаване на кавеоли от плазмената мембрана не е демонстрирано. Това 

повдига въпрос за произхода на caveolin-1 в малки ИКВ, индуцирани от третиране с 

TMZ+CHQ. Тук ние демонстрираме, че третиране с CHQ води до ефективно 

акумулиране на големи агрегати от LC3B в CD63-позитивни вътреклетъчни вакуоли, 

което показва, че това са автолизозоми и/или амфизоми (Фигура 7 А). Лизозомният 

инхибитор също предизивка и колокализация между LC3B и caveolin-1 в тези 

относително големи вътреклетъчни везикули (Фигура 7 B), които вероятно 

представляват източника на индуцираните от TMZ+CHQ ИКВ, включително 

натоварените с caveolin-1 малки ИКВ. 
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Фигура 7. CHQ предизвиква натрупване на LC3B в лумена на CD63 позитивни 

амфизоми/автолизозоми; LC3B и caveolin-1 колокализират в индуцираните от 

CHQ агрегати от LC3B. 

(А) – Контролни U87-MG и такива, третирани с 10 µM CHQ бяха фиксирани след 48 

часово третиране. CD63 беше оцветен с мише анти-CD63 антитяло и вторично Alexa 

Fluor 488 антитяло (циан); LC3B беше оцветен със заешко анти-LC3B антитяло и 

вторично Alexa Fluor 555 антитяло (магента); ядрата бяха оцветени с DAPI (синьо в 

композитните изображения). Снимките бяха направени с Leica Stellaris 8 конфокална 

система. Позициите на увеличените изображения са посочени с прекъснатите 

правоъгълници. Стрелките върху изображенията обозначават позицията и посоката 

на интензитетните профили, представени вдясно от изображенията. Жълтите 

стрелки върху интензитетните профили на CD63 обозначават лимитиращите 

мембрани на CD63-позитивните везикули.  

(B) – U87-MG клетки са третирани и анализирани подобно на панел (А) с помощта на 

мише анти-LC3B и заешко анти-caveolin-1 антитела. Жълтите стрелки върху 

интензитетния профил на caveolin-1 обозначават плазмената мембрана.  
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TMZ повишава индуцираната от Bafilomycin A1 секреция на ИКВ  

За да установим дали TMZ проявява синергичен ефект и с други автофагични 

инхибитори по отношение на повишена секреция на ИКВ, експеримент подобен на този 

от Фигура 9 беше направен с Bafilomycin A1 (BafA1). Подобно на CHQ, BafA1 е 

широко използван за за блокиране на лизозомната функция и съответно - 

деградативната автофагия. Третиране на U87-MG клетки с 50nM BafA1 индуцира 

секреция на големи ИКВ, сдържащи LC3B-II, p62, CD63 и caveolin-1, която беше 

значително увеличена от добавянето на TMZ (Фигура 8 A, B). BafA1 прояви 

значителен цитотоксичен ефект върху глиомните клетки, като при добавянето на TMZ, 

PI-позитивните клетки надвишават 50%. Поради това, в този експеримент беше 

включено и третиране с Brefeldin A (BFA). BFA е инхибитор на вътреклетъчния 

везикуларен транспорт и секрецията на ИКВ, модулатор на автофагията и индуктор на 

апоптоза.
7
 
8
 
9
 
10

 Въпреки че BFA проявява цитотоксичност, съпоставима с тази на BafA1 

(Фигура 8 C), BFA не предизвика доловимо повишение на секрецията на ИКВ от U87-

MG клетки (Фигура 8 A). 
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Фигура 8. TMZ повишава индуцираната от Bafilomycin A1 секреция на големи ИКВ, 

съдържащи LC3B-II, p62, CD63 и caveolin-1.  

(А) – Western блот изображения на големи ИКВ и клетъчни лизати от U87-MG 

клетки, третирани с 50 nM BafA1, 400 µM TMZ и 3 µg/mL Brefeldin A, както е 

посочено.  

(B) – Дензитометрия на относителните стойности на съответните маркери в 

големи ИКВ.  

(C) – Цитотоксичността на третиранията е анализирана с оцветяване с PI и флоу-

цитометрия. Графиката показва процентът мъртви (PI-позитивни) клетки. N=3; 

ленти за грешка – стандартно отклонение. Разликите в средни стойности на 

третирания обозначени с една и съща буква не са статистически значими, p<0.05 
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CHQ и етопозид синергично индуцират секреция на автофагични маркери във 

фракцията на големи ИКВ 

Подобно на предходния експеримент, за да установим дали CHQ проявява синергичен 

ефект и с други генотоксични агенти по отношение на повишена секреция на ИКВ, 

беше направен експеримент с етопозид – химиотерапевтичен агент, който индуцира 

увреждане на ДНК чрез инхибиране на топоизомераза II. 
11

 Използвахме етопозид в 

концентрация 20 µM след внимателно титруване, с цел постигане на нива на отговор 

към увреждане на ДНК (чрез измерване на yH2AX), съпоставими с тези, индуцирани от 

400 µM TMZ. Резултатите представени във Фигура 9 демонстрират, че подобно на 

TMZ, етопозидът значително повишава индуцираната от CHQ секреция на автофагични 

маркери от U87-MG клетки.  

Фигура 9. CHQ и етопозид синергично индуцират секреция на автофагични 

маркери във фракцията на големи ИКВ 

Western блот анализ и дензитометрия на проби от ИКВ от U87-MG клетки 

третирани както е посочено в продължение на 48 часа. N=3; ленти за грешка – 

стандартно отклонение. Разликите в средни стойности на третирания обозначени с 

една и съща буква не са статистически значими, p<0.05 
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CHQ усилва предизвикания от TMZ отговор към увредена ДНК, но не увеличава 

съдържанието на увредена ДНК в U87-MG клетки 

Познато е, че CHQ индуцира увреждане на ДНК в някои клетъчни линии.
12

 

 В настоящето проучване, не наблюдавахме значително повишение на нивата на 

yH2AX при третиране на U87-MG клетки с CHQ - вероятно поради ниската 

концентрация, която използвахме. CHQ доведе до статистичесни незначимо, но 

консистентно понижение на нивата на yH2AX, което е в контраст със значителното му 

повишение при третиране с TMZ+CHQ, наблюдавано както с Western блот (Фигура 10 

А, B), така и с имуноцитохимия (Фигура 10 C, D). 

Директният ефект на CHQ и TMZ върху интегритетът на ДНК беше анализиран чрез 

алкален кометен анализ, който засича както едноверижни, така и двуверижни 

скъсвания на ДНК (Фигура 10. Е). Очаквано, резултатите показват, че третирането с 

TMZ индуцира увреждане на ДНК, като се наблюдава значително увеличение на 

количеството ДНК в опашките на кометите. Същевременно, третирането с CHQ не 

предизвика увеличение на количеството увредена ДНК - нито самостоятелно, нито в 

комбинация с TMZ.  
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Фигура 10. CHQ усилва предизвикания от TMZ отговор към увредена ДНК, но не 

увеличава съдържанието на увредена ДНК в U87-MG клетки 

(А) – Акумулирането на yH2AX беше анализирано чрез Western блот в U87-MG клетки, 

третирани в продължение на 48 часа както е посочено.  

(B) – Дензитометрия на сигнала на yH2AX, нормализиран спрямо актин. N=3; ленти за 

грешка – стандартно отклонение.  

(С) – Изображения от конфокална микроскопия на U87-MG клетки, третирани както 

е посочено и оцветени с антитела срещу LC3B и yH2AX (заешко и мише, съответно). 

Пробите бяха оцетени с вторични анти-заешко Alexa Fluor-555 (виолетово) и анти 

мише Alexa Fluor 488 (жълто) антитела. ДНК беше оцветена с DAPI (циан).  

(D) – Околичествяване на флуоресцентния интензитет на yH2AX в клетъчни ядра. 

Хистограмите показват средните стойности на флуоресцентния интензитет на 

yH2AX на ядро. N=10; ленти за грешка – стандартно отклонение.  

(Е) – U87-MG клетки бяха анализирани чрез кометен анализ и процентът ДНК в 

опашките на кометите беше изчислен чрез софтуер CaspLab. Графиката под 

репрезентативните изображения показва средните стойности; лентите за грешка 

представят квартилния обвхват, n = 150.  
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CHQ и TMZ синергично индуцират секреция на извънклетъчни нуклеинови 

киселини в култури от U87-MG клетки 

Концентрацията на извънклетъчна ДНК беше измерена директно от кондицирани 

супернатанти от клетки, третирани във FluoroBrite™ среда чрез високо чувствителен за 

двойноверижна ДНК кит - Qubit™ 1X. В сравнение с контролни клетки или 

индивидуални третирания, значително увеличение на извънклетъчна ДНК беше 

наблюдавано в проби, третирани с TMZ+CHQ (Фигура 11 А). За да установим 

размерното разпределение на нуклеиновите киселини (НК) в кондицираната среда, 

извънклетъчни НК бяха изолирани от супернатанти (предварително пречистени чрез 

центрофугиране на 500x g и 1500x g) чрез екстракция с фенол/хлороформ/изоамилов 

алкохол, със и без третиране с ДНАза или РНАза. НК изолирани от еднакви обеми 

кондицирани супернатанти от клетки, третирани в продължение на 48 часа, бяха 

анализирани чрез електрофореза на агарозен гел, оцветен с етидиев бромид (Фигура 11 

B). Пробите съдържаха молекули с размери от 200 до 20 000 базови двойки. Третиране 

на НК пробите с нуклеази преди анализирането им на агарозен гел показа, че 

размазката с размер над 500 бази се състои предимно от ДНК, а мнозинството от 

молекули с размер под 500 бази бяха чувствителни към РНАза (Фигура 11 C). А260 

абсорбцията на пробите, анализирани на агарозните гелове, беше значително увеличена 

в пробата от третирането с TMZ+CHQ в сравнение с контроли или индивидуални 

третирания. Поради различните коефициенти на поглъщане на едноверижна ДНК, 

двуверижна ДНК и РНК, точно и абсолютно околичествяване на проби от смесени НК 

не е възможно чрез спектрометрия.  

В съответствие с литературни данни, активната секреция на извънклетъчна ДНК може 

да е зависима от ИКВ, или зависима от амфизоми, но не и екзозоми.
13

 За да изследваме 

асоциирането на индуцираната от TMZ+CHQ извънклетъчна ДНК с ИКВ и детергент-

резистентни частици, анализирахме оцветени с PI проби от ИКВ чрез флоу-цитометрия. 

Тъй като флоу-цитометрията на малки ИКВ като екзозоми е затруднена поради фонов 

шум и swarming - ефекти, в този анализ включихме само проби с големи ИКВ. PI (100 

ng/mL) беше добавен към пробите с големи ИКВ, ресуспендирани в PBS, и PI-

позитивните (PI+) ИКВ и частици бяха околичествени използвайки ниска проточна 

скорост и фиксирано време (50 секунди). Резултатите показват, че TMZ сам по себе си 

индуцира значително повишение на броя на PI+ ИКВ и частици (Фигура 11 D), което е 

синергично увеличено от добавянето на CHQ (Фигура 11 Е). Третиране на пробите с 
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1% Triton X100 намали броя на PI+ събитията във всички проби с около 50%, което 

показва, че пробите съдържат както ИКВ, така и детергент-резистентни частици, 

асоциирани с ДНК.  

 

Фигура 11. CHQ и TMZ синергично индуцират секреция на извънклетъчни 

нуклеинови киселини в култури от U87-MG клетки 

(А) – Извънлетъчна ДНК беше директно измерена в кондицирани супернатанти от 

клетки, третирани във FluoroBrite™ DMEM чрез високочувствителен за 

двойноверижна ДНК кит Qubit™ 1X .  

(B) – Извънклетъчни НК бяха изолирани от кондицирани супернатанти чрез 

фенол/хлороформ/изоамилов алкохол и бяха визуализирани на агарозен гел, оцветен с 

етидиев бромид. Хистограматав дясно от снимката на гела показва стойностите на 

А260 абсорбция на общото количество НК, отнесено към контролата.  

(С) – Извънклетъчни НК от контролни клетки и такива, третирани с TMZ+CHQ бяха 

третирани с ДНАза I и РНАза А, както е обозначено, преди гел електрофорезата, 

което демонстрира присъствието на ДНК и РНК молекули в пробите от 

третирането с TMZ+CHQ.  

(D) – Детекция на извънклетъчни НК асоциирани с големи ИКВ и частици чрез флоу-

цитометрия. ИКВ и частици, изолирани чрез центрофугиране на 10 000x g бяха 

оцветени с PI и бяха анализирани с FACS Calibur, на ниска проточна скорост и 
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фиксирано време. Проби от некондицирана среда бяха обработени паралелно с тези 

от кондицираната среда, като контрола за присъствие на замърсяващи частици в 

средата и буфера. Представителните хистограми показват неоцветените контроли 

(запълнен, сив контур), оцветени ИКВ и частици (незапълнен, черен контур), и PBS 

контролите (червен контур). 

 (Е) – Графиката показва средният брой PI+ събития на секунда от района, определен 

на хистограмите (D). Отворените червени контури показват броят детергент-

резистентни PI+ частици след третиране с 1% Triton X100. n = 3 ленти за грешка – 

стандартно отклонение. 

 

До тук показаните резултати потвърждават хипотезата, че увреждане на ДНК в 

контекста на лизозомно инхибиране води до синергично усилена секреция на ИКВ и 

НК чрез активиране на неконвенционални секреторни пътища. Допълнителните 

експерименти с етопозид и BafA1 са индикация, че наблюдаваният ефект не е 

ограничен до специфичните биологични активности на TMZ или CHQ.  

 

ATMi предизвикват натрупване на LC3B-II и p62 в HeLa Kyoto клетки  

За да определим потенциала на KU-55933 и KU-60019 да инхибират автофагията на 

късен етап, HeLa Kyoto клетки бяха третирани с 10 µM KU-55933, както и 1, 3, 5 и 10 

µM KU-60019 в продължение на 48 часа. Клетките бяха третирани в отсъствието на 

серум с цел поддъране на консистентни експериментални условия с последващи 

експерименти, където ИКВ щяха да бъдат изолирани от кондицирана среда. Според 

литературни данни KU-55933 значително намалява клетъчната преживяемост в условия 

на отсъствие на серум (или при нисък процент на такъв) 
14

, и KU-60019 е по-ефективен 

и специфичен АТМ инхибитор.
15

 Поради това, концентрациите на KU-60019 бяха 

титрувани и сравнени по отношение на тяхната способност да намаляват нивата на 

фосфо-АТМ S1981 (pATM) и да инхибират автофагията, спрямо широко използвана 

концентрация KU-55933 за третирания с подобна продължителност.
16

 
17

 
18

 
19

 (Фигура 

12 А, B). 

Всички третирания доведоха до значително намаляване на нивата на pATM (S1981) в 

сравнение с контролата (Фигура 12 А). p62 беше акумулиран по зависим от дозата 

начин в клетки, третирани с концентрации KU-60019 по-високи от 5µM, както и такива 
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третирани с 10µM KU-55933. В концентрации от 10µM, KU-60019 и KU-55933 

предизвикват подобни нива на акумулация на p62. LC3B-II също прояви дозозависима  

тенденция за акумулиране, но поради твърде високата вариация на нивата му между 

отделните повторения на експеримента, разликите между третиранията не са 

статистически значими. 

 

За да потвърдим асоциацията на LC3B и p62 в автофагозоми, HeLa Kyoto клетки бяха 

третирани в идентични условия с контрола (0.1% DMSO) или 5µM KU-60019 и бяха 

оцветени с анти-p62 и анти-LC3B антитела (Фигура 12 C). KU-60019 предизвика 

концентриране на сигналите от p62 и LC3B във фокуси с висока степен на 

припокриване, което предполага, че фокусите от p62 се намират в лумена на 

автофагозоми или автолизозоми. 
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Фигура 12. ATMi предизвикват натрупване на LC3B-II и p62 в HeLa Kyoto клетки 

при отсъствие на серум 

(А и B) – Western блот и дензитометрия на проби от клетъчни лизати от HeLa 

клетки, третирани както е посочено, в продължение на 48 часа и при отсъствие на 

серум. Тъй като p62 е почти недоловим в контролни проби, стойностите от 

дензитометрията са представени като относителни към най-високия интензитет – 

KU-60019 10µM. N=3; ленти за грешка – стандартно отклонение. Данните бяха 

анализирани с еднофакторен ANOVA и Tukey’s post hoc test. Разликите в средни 

стойности на третирания, обозначени с една и съща буква, не са статистически 

значими, p<0.05 

(С) – Микроскопски изображения на HeLa кетки, третирани с DMSO или 5µM KU-

60019, в продължение на 48 часа и при отсъствие на серум. След третирането, 

клетките бяха фиксирани с метанол и бяха оцветени с DAPI, мише анти-LC3B и 

вторично Alexa Fluor 488, и заешко анти-p62 и вторично Alexa Fluor 555 антитела. 
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KU-60019 предизвиква натрупване и уголемяване на лизозоми в HeLa Kyoto 

клетки при отсъствие на серум 

За да проучим ефекта на KU-60019 върху лизозомите, HeLa Kyoto клетки бяха 

третирани с DMSO или 5µM KU-60019, подобно на предходния експеримент. Клетките 

бяха оцветени с анти-LC3B и анти-LAMP1 антитела (Фигура 13). KU-60019 

предизвика уголемяване и акумулация на везикули с LAMP1 позитивни мембрани 

(лизозоми). В клетки третирани с KU-60019, фокуси от LC3B, особено в периферията 

на клетките, колокализираха с фокуси от LAMP1, което предполага или непълно 

блокиране на формирането на автолизозоми в тези условия, или лизофагия.
20
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Фигура 13. KU-60019 предизвиква натрупване и уголемяване на лизозоми в HeLa 

Kyoto клетки при отсъствие на серум 

(А) – Микроскопски изображения на HeLa клетки, третирани с DMSO или 5µM KU-

60019 в продължение на 48 часа при отсъствие на серум. След третиране, клетките 

бяха фиксирани с метанол и бяха оцветени с DAPI, анти-LC3 и вторично Alexa Fluor 

488 антитела, и анти-LAMP1 и вторично Alexa Fluor 488 антитела.  

(B) – Увеличени изображения и профили с флуоресцентен интензитет.  
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KU-60019 (5 µM) не повлиява значително клетъчната преживяемост при 

отсъствие на серум 

Ефектите на гореспоменатите дози KU-60019 и KU-55933 върху клетъчната 

преживяемост при отсъствие на серум бяха изследвани чрез флоу-цитометрия и 

PI/Annexin V-FITC оцветяване (Фигура 14). KU-60019 не предизвика значително 

увеличение на клетъчна смъртност в концентрации до 5µM - над 90% от клетките при 

това третиране бяха жизнени (двойно негативни за PI и Annexin V). В концентрация от 

10µM, KU-60019 намали процента на живите клетки до средно 77.5%, като 1.5% от 

клетките бяха позитивни само за Annexin, а 21% бяха позитивни за Annexin и PI. 

Еквивалентна концентрация (10µM) KU-55933 прояви значителна цитотоксичност – 

едва 28.9% от клетките останаха жизнени, 17.5% бяха позитивни за Annexin, и 53.6% 

бяха позитивни за Annexin и PI.  

 

Фигура 14. KU-60019 (5 µM) не повлиява значително клетъчната преживяемост 

при отсъствие на серум 

Клектите бяха третирани както е обозначено в продължителност на 48 часа при 

отсъствие на серум. След третиране, клетките бяха оцветени с PI/Annexin V-FITC и 

анализирани с флоу-цитометрия.  

A – Репрезентативни дот-плотове, илюстриращи стратегията за разделяне на живи 

(неоцветени, Q4), ранно апоптотъчни (Анексин-позитивни – Q3) и късно апоптотъчни 

или некротични клетки (Позитивни за пропидиев йодид – Q1 & Q2). 

B - Хистограмите показват средния процент живи, ранно апоптотъчни и късно 
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апоптотъчни/некротични клетки след всяко от третиранията. N=3; ленти за грешка 

– стандартно отклонение. Данните бяха анализирани с еднофакторен ANOVA и 

Tukey’s post hoc test. Разликите в средни стойности на третирания, обозначени с една 

и съща буква, не са статистически значими, p<0.05  

 

ATM инхибиторите KU-60019 и KU-55933 индуцират секреция на малки и големи 

ИКВ, носещи автофагични маркери и такива, типични за класически екзозоми 

HeLa Kyoto клетки бяха третирани с KU-60019, като в предходния експеримент. От 

кондицирани супернатанти бяха изолирани големи и малки ИКВ чрез диференциално 

центрофугиране и PEG-преципитация. Резултатите показани във Фигура 15 

демонстрират, че KU-60019 индуцира дозозависима секреция на малки и големи ИКВ, 

съдържащи автофагични маркери (LC3B-II и p62), както и класически ИКВ маркери 

(syntenin и CD63), но не и митохондриалния маркер CYC-1. Клетки бяха третирани и с 

10 µM KU-55933 и Brefeldin A. За разлика от двата АТМ инхибитора, Brefeldin A не 

индуцира секреция на никой от изследваните маркери, което показва, че апоптозата 

вероятно не играе съществена роля в индуцираната от KU-55933 секреция на ИКВ. 

ИКВ пробите бяха анализирани и за присъствието на caveolin-1, като само 10 µM KU-

55933 индуцира значително повишение на секретирания caveolin-1 във фракцията от 

големи ИКВ. Доколкото ни е известно, това е първото публикувано изследване 

демонстриращо значителния капацитет на АТМ инхибитори да индуцират секреция на 

ИКВ.
21

 

Размерът на секретираните ИКВ беше анализиран чрез DLS анализ. Размерите на 

изолираните малки ИКВ бяха в обхвата на 50-170 nm, а на големмите – между 170-360 

nm. Тези размери отговарят на очакваните за съответно екзозоми и микровезикули 

(Фигура 15 C). Бяха анализирани само проби от клетки, третирани с 5 µM KU-60019, 

тъй като ИКВ маркерите в контролните проби бяха недоловими, което предполага 

много ниски базални нива на секреция.  
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Фигура 15. KU-60019 и KU-55933 индуцират секреция на малки и големи ИКВ, 

носещи автофагични маркери и такива, типични за класически екзозоми 

А и B – Western блот и дензитометрия на големи и малки ИКВ от HeLa Kyoto клетки, 

третирани както е посочено, в продължение на 48 часа, при отсъствието на серум.  

С – DLS анализ на големи и малки ИКВ от HeLa клетки, третирани с 5µM KU-60019 в 

продължение на 48 часа при отсъствието на серум.  

Третиране с етопозид синергично увеличава индуцираната от KU-60019 секреция 

на големи и малки ИКВ, както и на извънклетъчна ДНК 

Тъй като едно от основните приложения на АТМ инхибиторите е добавянето им към 

терапия с ДНК увреждащи агенти, изолирахме ИКВ от HeLa Kyoto клетки, третирани 

индивидуално с АТМ инхибитор, етопозид, както и комбинация от АТМ инхибитор + 

етопозид (Фигура 16). АТМ инхибиторът KU-60019 беше избран и използван в 5µM 

концентрация, тъй като в тази концентрация той предизвиква значително инхибиране 

на деградативната автофагия и намаляване на нивата на pATM (S1981) (Фигура 12). 

Етопозидът беше използван в 10µM концентрация. При тези концентрации, 

комбинирано третиране с KU-60019 и етопозид води до средно 39.6% позитивни за PI и 

Annexin клетки, което не се различава значително от третиране с Brefeldin A, където 

средо 38.1% от клетките са позитивни за PI и Annexin (Фигура 16 C).  
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Етопозидът сам по себе си не индуцира значителна секреция на нито един от 

наблюдаваните маркери или извънклетъчна ДНК. Добавянето му към третиране с KU-

60019 обаче, значително и синергично повиши секрецията на p62 и CD63 в големи 

ИКВ, както и LC3B-II, syntenin, CD63 и извънклетъчна ДНК във фракцията от малки 

ИКВ (Фигура 16 А, B).  

 

Фигура 16. Етопозид синергично увеличава индуцираната от KU-60019 секреция на 

големи и малки ИКВ, както и на извънклетъчна ДНК 

(А и B) – Western блот и дензитометрия на големи и малки ИКВ от HeLa Kyoto 

клетки, третирани както е посочено в продължение на 48 часа при отсъствието на 

серум. Данните бяха анализирани с двуфакторен ANOVA и Tukey’s post hoc test. 

(С) – Клетките бяха третирани както е посочено в продължение на 48 часа при 

отсъствието на серум. След третиране, клетките бяха оцветени с PI/Annexin V-FITC 

и анализирани с флоу-цитометрия. Хистограмите показват средния процент живи, 

ранно апоптотъчни и късно апоптотъчни/некротични клетки след всяко от 

третиранията. N=3; ленти за грешка – стандартно отклонение. Данните бяха 

анализирани с еднофакторен ANOVA и Tukey’s post hoc test. Разликите в средни 
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стойности на третирания обозначени с една и съща буква не са статистически 

значими, p<0.05  

Етопозидът намалява индуцираната от KU-60019 акумулация на p62; KU-60019 

намалява убиквитинирането на yH2AX 

В клетъчни лизати от HeLa Kyoto третирани с контрола, АТМ инхибитор, етопозид, и 

комбинация от АТМ инхибитор + етопозид, етопозидът предизиква значително 

увеличение на нивата на pATM (S1981) (Фигура 17). Въпреки че увеличението на 

нивата на pATM (S1981) е в значително по-ниска степен в клетки, третирани с 

комбинацията, в сравнение с такива, третирани само с етопозид, нивата на yH2AX не 

бяха значително повлияни от KU-60019. 

Етопозидът прояви обратни ефекти върху акумулацията на LC3B-II и p62, 

предизвикана от KU-60019 – добавянето на етопозид увеличи акумулацията на LC3B-II, 

като същевременно намали тази на p62.  

Въпреки това, в сравнение с клетки третирани с единствено етопозид, комбинацията от 

KU-60019 и етопозид доведе до акумулация на p62, която вероятно е отговорна за 

наблюдаваното намаляване на убиквитиниран yH2AX (yH2AX-Ub).
22

 

 

Фигура 17. Етопозидът намалява индуцираната от KU-60019 акумулация на p62; 

KU-60019 намалява убиквитинирането на yH2AX 

Western блот и дензитометрия на проби от клетъчни лизати от HeLa Kyoto, 

третирани както е посочено, в продължение на 48 часа, при отсъствието на серум. 

N=3; ленти за грешка – стандартно отклонение. Данните бяха анализирани с 

двуфакторен ANOVA и Данните бяха анализирани с двуфакторен ANOVA и Tukey’s 
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post hoc test. Разликите в средни стойности на третирания обозначени с една и съща 

буква не са статистически значими, p<0.05  

Дискусия 

Взаимодействие между ДНК-увреждащи агенти и автофагични инхибитори в 

секрецията на ИКВ 

Резултатите от настоящия труд показват капацитета на комбинирано третиране с 

автофагични инхибитори и ДНК увреждащи агенти за синергично индуциране на 

секреция на ИКВ и нуклеинови киселини . Експериментите с функционални аналози 

(замяната на темозоломид с етопозид и на хлорохин с бафиломицин) демонстрират, че 

ефектът не се дължи на странична биологична активност, специфична за темозоломид 

или хлорохин.  

Ефектът се проявява и при замяна на инхибиторите на късна автофагия (хлорохин или 

бафиломицин) с инхибитори на ATM, които инхибират автофагията по различни 

механизми и на различни етапи. Това показва, че наблюдаваният ефект вероятно се 

проявява универсално при увреждане на ДНК в контекста на инхибиране на късна 

автофагия, или автофагия като цяло.  

Участието на автофагията в секрецията на ИКВ и частици е добре известно.
23

 
24

 
25

 

Предположена е и Rab27a-зависима секреция на материал с произход от автофагозоми, 

както и класически екзозоми с произход от мултивезикуларни тела, при нарушено 

зреене на автофагозомите.
26

 В тази статия, за разлика от резултатите от настоящия 

труд, е наблюдавано значително индуциране на секреция на ИКВ от хлорохин. 

Вероятно обяснение за това различие е използването на значително по-висока доза 

хлорохин (25 µM) в сравнение с използваната от нас – 10 µM.  

Докладваните IC50 стойности на темозоломид и хлорохин варират значително в 

зависимост от вида на теста, наличието на серум, и продължителността на третирането.  

В глиомни модели, хлорохин обикновено проявява цитотоксични ефекти при 

концентрации надвишаващи 10 µM, като често е използван в концентрация от 10 µM в 

механистични проучвания като автофагичен инхибитор. Показано е индуцирането на 
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апоптоза в култури от глиомни клетки от концентрации хлорохин надвишаващи 10 

µg/mL.
27

  

За U87-MG, докладваните за темозоломид IC50 стойности са в обхвата ~100-300 µM 

след третирания от 24 до 72 часа, докато U138-MG са забележително по-резистентни – 

с IC50 стойности за темозоломид в определени условия наближаващи 1mM.
5
 

Следователно нашите условия за третиране (400 µM TMZ, 10 µM CHQ) представляват 

същевременно супра- IC50 доза темозоломид за чувствителната (U87-MG) и суб-IC50 

доза темозоломид за резизтентната (U87-MG) глиобластомна линия, което е в 

съответствие с наблюденията ни. Иползваната от нас доза хлорохин е в обхвата на 

често използваните дози за инхибиране на автофагията.  

Апоптозата не допринася за наблюдаваната секреция на ИКВ 

Активната секреция на ИКВ може да бъде замаскирана от високи нива на апоптоза, 

поради освобождаване на апоптотъчни тела с размерни разпределения припокриващи 

се с тези на класическите микровезикули и екзозоми.
28

 В U87-MG клетки е слабо 

вероятно синергичното индуциране на секреция на ИКВ от темозоломид и хлорохи да е 

зависимо от апоптоза, тъй като при тези условия хлорохин не усилва цитотоксичния 

ефект на темозоломид. В сравнение с U87-MG, U138-MG клетките са по-резистентни 

към темозоломид (Фигура 1), като при тях хлорохин усилва цитотоксичния ефект на 

темозоломид. Въпреки това, и при U138-MG е слабо вероятно усилената апоптоза да е 

повлияла значително на наблюдаваното индуциране на секреция на LC3B-II, p62 и 

кавеолин, тъй като в пробите от ИКВ не се засича цитохром C1 – маркер за замърсяване 

с клетъчни отломки (Фигура 5).  

Присъствие на кавеолин в ИКВ фракциите и механизъм на неговата секреция 

Интересно наблюдение в настоящия труд е синергичното индуциране от темозоломид и 

хлорохин на секреция на кавеолин-1 във фракцията от малки ИКВ (Фигури 2 и 5). В 

напреднал стадии на ракови заболявания, включително и мултиформен глиобластом, 

експресията на кавеолин-1 корелира със степента на тумора, и допринася към неговата 

агресивност и резистентност към терапия.
29

 Кавеолин-1 е мембранен протеин, 

присъстващ в големи ИКВ и произхождащи от плазмената мембрана онкозоми.
30

 

Обогатен е и в екзозоми изолирани от серум на пациенти с мултиформен глиобластом, 



36 
 

в сравнение с такива изолирани от здрави контроли.
31

 Предполагаем механизъм за 

биогенезата на кавеолин-1 съдържащи ИКВ е секреторна автофагия 
32

, като данните от 

настоящия труд подкрепят този модел – именно наблюдаваната хлорохин-зависима 

секреция на кавеолин-1 съдържащи малки ИКВ и индуцираното от хлорохин 

акумулиране на кавеолин-1 в големи амфизоми/автолизозоми (Фигура 7). 

Взаимодействие между ДНК-увреждащи агенти и автофагични инхибитори в 

освобождаването на нуклеинови киселини 

В допълнение към действието му като лизозомен инхибитор, хлорохин има ДНК-

интеркалиращо действие, което предизвиква промяна в структурата на ДНК и като 

последствие от това – активиране на АТМ при отсъствието на ДНК увреждания.
33

 

Демонстрирано е и че при концентрацията, използвана в настоящия труд (10 µM), 

хлорохин не води до увреждане, а стимулира поправката на ДНК.
34

 Това би могло да 

обясни наблюдаваното несъответствие – повишени нива γH2AX при добавяне на 

хлорохин към третирането с темозоломид, без увеличаване на количеството увредена 

ДНК в клетката (Фигура 10). Възможно е и малки увеличения в количеството увредена 

ДНК при третиране с комбинация от темозоломид и хлорохин да не могат да бъдат 

засечени с кометния анализ. Въпреки това, фрагментирани извънклетъчни ДНК-, както 

и РНК молекули бяха налични в кондицирани супернатанти, а индуцираната от 

темозоломид секреция на асоциирани с ИКВ и частици извънклетъчни нуклеинови 

киселини беше синергично увеличена от прибавяне на хлорохин към третирането 

(Фигура 11). В това отношение, настоящият труд е допълнение към увеличаващия се 

брой проучвания, които демонстрират взаимовръзката между отговора към увреждане 

на ДНК и секрецията на ИКВ, а именно – че увреждане на ДНК може да повлияе на 

секрецията и композицията на ИКВ и обратното – ИКВ могат да повлияят на 

регулацията на отговора към увреждане на ДНК.
35

 

Увредената ядрена ДНК активно бива трансферирана към цитоплазмата, където може 

да бъде премахната от клетката чрез зависима- и независима от автофагията 

неконвенционална секреция.
36

 
37

 Известна е способността на ИКВ, включително 

екзозоми, да осъществяват износ на увредена ДНК и ДНК-РНК хибриди
38

 
39

 

Акумулацията на ДНК и двойно-верижна РНК в цитоплазмата може да активира 

цитотоксични, възпалителни процеси посредством cGAS-STING и RIG-I/MDA, водещи 

до сенесцентност.
40

 
41

 Активираният от темозоломид отговор към увреждане на ДНК 
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(DNA damage response –DDR) води до индуциране на цитопротективна автофагия.
42

 В 

допълнение към облекчаването на вредните ефекти на сигнализацията, активирана от 

цитоплазмена ДНК, секреторната автофагия и секрецията на ИКВ допринасят за 

резистентността към генотоксични агенти чрез усилване на техния ефлукс.
43

 В 

контекста на лизозомно инхибиране, елиминирането на увредени нуклеинови киселини 

посредством засилена секреторна автофагия би могло да обясни наблюдаваната 

синергия.  

Влияние на АТМ инхибитори върху автофагията и клетъчната преживяемост 

Доколкото ни е известно, в настоящия труд за първи път е показан капацитетът на АТМ 

инхибиторите да индуцират интензивна секреция на ИКВ (Фигура 15), както и тяхното 

комплексно взаимодействие с генотоксичния агент етопозид по отношение на 

индукция на ИКВ (Фигура 16) и акумулация на автофагични маркери в клетките 

(Фигура 17).  

Познато е, че инхибиране или дисфункция на АТМ киназата води до нарушение на 

автофагията, но ефектът върху акумулацията на автофагични маркери (LC3B-II и p62) 

изглежда зависим от контекста. Според един доклад, кратко (4 часово) третиране с 

висока доза (100 µM) KU-55933 намалява нивата на LC3B-II в сърдечни фибробласти 

при отсъствие на серум.
44

 Друг екип наблюдава увеличение на нивата на LC3B-II и 

фокусите от p62, въпреки цялостно намаляване на нивата на p62 в АТМ-/- клетки, както 

и акумулация на LC3B-II при третиране на нормални клетки с KU-60019 в продължение 

на 24 часа.
45

 Трета група докладва акумулация на LC3B-II и p62 в HeLa клетки след 24 

часово третиране с KU-55933 или KU-60019 (10 µM) в присъствие на 10% серум и 

потвърждават ролята на АТМ киназата в този процес, като наблюдават акумулация на 

двата автофагични маркера и след третиране със siRNA срещу АТМ.
14

 

Изборът на клетъчна линия за експериментите с АТМ инхибитори беше информиран от 

третия доклад, който служи като основа, изучавайки капацитета на АТМ инхибиторите 

да инхибират късна автофагия в HeLa клетки. Въпреки разлики в експериментални 

условия между нашата работа и гореспоменатия доклад, като по-дълго третиране (48 

часа вместо 24 часа) и отсъствие на серум (вместо 10% такъв), нашите резултати са в 

съответствие – наблюдаваме дозозависима акумулация на LC3B-II и p62 в HeLa клетки 

при третирането им с KU-55933 или KU-60019, като и двата инхибитора предизвикват 
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съпоставими нива на акумулация на автофагичните маркери при концентрации от 10 

µM (Фигура 12). Това се случва независимо от различия в експерименталните условия 

между нашите експерименти и тези от гореспоменатото проучване, като по-дългото ни 

третиране (48 часа вместо 24) и отсъствието на серум (вместо третиране при наличие на 

10% серум).  

Предполагаем механизъм, посредством който KU-60019 би могъл да наруши 

автофагията е чрез инхибиране на формирането на автолизозоми, демонстрирано от 

намалената колокализация на LAMP1 и LC3 след третиране с KU-60019 при наличието 

на 10% серум в продължителност на 24 часа, в сравнение с третиране с хлорохин.
14

 

Въпреки че нашите експерименти с ATM инхибитори не включват хлорохин, което не 

ни позволява да потвърдим дали това би се случило и при нашите експериментални 

условия - отсъствие на серум, по-продължително, 48 часово третиране (вместо 24 

часово) и по-ниска доза KU-60019 (5 µM вместо 10 µM), ние наблюдаваме 

колокализация на LAMP1 с най-интензивните фокуси от LC3 в перифериите на клетки 

третирани с KU-60019 (Фигура 13). Това обаче не ни позволява да разграничим между 

непълно инхибиране на формирането на автолизозоми и потенциална лизофагия.
20

  

Наблюдавахме и увеличение на броя и размера на лизозомите при третиране с KU-

60019 (Фигура 13), което е в съответствие с докладваното увеличение на броя на 

лизозомите и дефектите в тяхната подвижност при неврони от мишки с дефицит на 

АТМ.
45

 

 

Показано е значително намаляване на клетъчната преживяемост след третиране с KU-

55933 при ниско съдържание на серум или при отсъствието на такъв.
14

 При нашето 

директно сравнение чрез оцветяване с пропидиев йодид и анексин, KU-55933 прояви 

значително по-силна цитотоксичност от KU-60019 при една и съща концентрация (10 

µM) (Фигура 14). Въпреки докладваната съпоставима специфичност на двата 

инхибитора към АТМ 
15

, възможно обяснение за този резултат би могла да бъде 

проявата неизследвани странични ефекти.  
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KU-55933 и KU-60019 индуцират секреция на ИКВ 

Както KU-55933, така и KU-60019 индуцират секреция на ИКВ, позитивни за LC3B-II и 

p62 от HeLa клетки, което предполага автофагозомния произход на тези везикули 

(Фигура 15). Наличието на синтенин предполага, че екзозоми с произход от 

мултивезикуларни тела са част от секретираните везикули.
46

 Забележително, само KU-

55933 индуцира секреция на caveolin-1, чиито нива в туморната микросреда корелират 

с прогресията на заболяването.
29

 Тъй като KU-60019 е с подобрени фармакокинетични 

свойства и бива изследван с туморни проби от пациенти 
47

, липсата на значително 

увеличение в секрецията на caveolin-1 при третиране с концентрации до 10 µM е 

обнадеждаващ признак.  

Индуцираната от АТМ инхибитори секреция на ИКВ не е специфична за HeLa клетки. 

Тя се наблюдава и при третиране на две други клетъчни линии с KU-55933 – THP-1 и 

U87-MG (Фигура 18).  

 

 

Фигура 18. Индуциране на секреция на малки и големи ИКВ от U87-MG и THP-1 

клетки, третирани с 10 µM KU-55933 за 48 часа, подобно на експериментите с 

HeLa. 

 



40 
 

Добавянето на етопозид при третиране с KU-60019 предизвика синергично увеличение 

на индуцираната от последния секреция на LC3B-II, syntenin, CD63 и извънклетъчна 

ДНК (Фигура 16). Това е в съответствие с наблюденията от експериментите с 

глиобластомни клетки. За разлика от LC3B-II, секрецията на p62 беше синергично 

увеличена само във фракцията на големите ИКВ, докато в тази на малки ИКВ, 

прибавянето на етопозид прояви тенденция за намаляване на индуцираната от KU-

60019 секреция на p62. Това несъответствие вероятно е обвързано с негативния ефект 

на етопозида върху индуцираната от KU-60019 експресия на p62, което е разгледано в 

детайли по-надолу.  

Нарушенията на автофагията, предизвикани от АТМ инхибиторите допринасят за 

потискащото им влияние върху поправката на ДНК 

Както беше очаквано, KU-60019 значително намали индуцираното от етопозид 

автофосфорилиране на АТМ (Фигура 17). Въпреки че АТМ е една от киназите, 

отговорни за фосфорилирането на H2AX на ser139,
48

 нивата на γH2AX не бяха 

повлияни от KU-60019. Възможно обяснение за това би могло да е наличието на 

непоправени двойноверижни скъсвания на ДНК в следствие от инхибирането на 

АТМ,
49

 или формиране на γH2AX вследствие от асоциирано с апоптоза фрагментиране 

на ДНК.
50

  

Важно наблюдение е проявения от KU-60019 негативен ефект върху индуцираното от 

етопозид убиквитилиране на γH2AX. Именно убиквитилираният γH2AX (γH2AX-Ub) е 

специфичен маркер за двойноверижни скъсвания и неговото формиране е необходимо 

за активиране на тяхната поправка.
51

 Това би могло да бъде обяснено от индуцираната 

от KU-60019 акумулация на p62, тъй като p62 подтиска убиквитилирането на γH2AX, 

като свързва и инактивира убиквитин лигазата RNF168.
22

 Също така, p62 може да 

забави разрешаването на фокуси на ДНК увреждания, както и да промотира 

протеазомната деградация на протеини участващи в поправка на ДНК.
52

 Следователно 

наблюдаваната, индуцирана от KU-60019 акумулация на p62 би могла да е един от 

пътищата по които този инхибитор възпрепятства поправката на ДНК.  

В клетки третирани с KU-60019, намаляването на акумулацията на p62 от етопозид би 

могло да е резултат от убиквитилиране и протеазомна деградация на p62,
53

 вероятно 

като компенсаторен механизъм, чрез който клетката да противодейства на 
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гореспоменатото, предизвикано от p62 нарушение на ДНК поправката. Възможно е 

този процес да е зависим от АТМ, тъй като подобна компенсация не се наблюдава при 

комбиниране на ДНК-уврежцащи агенти с хлорохин или бафиломицин А. Резултатите, 

представени в този раздел, биха могли да послужат за база на по-нататъшни, детайлни 

проучвания върху взаимовръзката между автофагията и регулацията на механизмите на 

ДНК поправката. 
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Изводи 

 При селектираните експериментални условия, CHQ сенсибилизира TMZ-

резистентните U138-MG клетки, но не и TMZ-чувствителните U87-MG клетки 

към TMZ 

 При U87-MG клетки, синергично-индуцираните от CHQ и TMZ секреция на 

ИКВ и НК, и отговор към увреждане на ДНК, не корелират с проапоптотъчната 

активност на комбинираното третиране – индикатор за активиране на 

неконвенционални секреторни механизми 

 CHQ и TMZ синергично индуцират натрупване на автофагични маркери в 

клетъчни лизати, което вероятно се дължи не само на блокирана лизозомна 

функция, но и на активиран автофагичен флукс 

 Синергичната секреция на ИКВ и НК вероятно се дължи на ДНК увреждане в 

контекста на лизозомно инхибиране, а не на странични функции на CHQ и TMZ, 

тъй като се наблюдава и и с алтернативен автофагичен инхибитор и 

генотоксичен агент (Bafilmomycin and etoposide) 

 CHQ води до натрупване на caveolin в лумена на автофагозоми/амфизоми, 

показващо взаимодействие между механизми на ендоцитоза и автофагия 

 Присъствието на caveolin във фракцията от малки ИКВ при третиране с CHQ и 

TMZ подчертава патологичния потенциал на секретираните ИКВ 

 ATMi KU-60019 и KU-55933 инхибират автофагията на късен етап 

 ATMi KU-60019 и KU-55933 индуцират секреция на ИКВ и ДНК 

 ATMi KU-60019 и KU-55933 и етопозид синергично индуцират секреция на 

ИКВ и НК, което затвърждава посочените по-горе изводи 

 Инхибитори на деградативна автофагия и ДНК увреждащи агенти 

синергично индуцират секреция на ИКВ и НК 
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