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АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ОНКОЛОГИИ

Обоснование

По данным Международного агентства по исследова-

нию рака, в мире ежегодно выявляется около 1,676 млн 

новых случаев злокачественных новообразований молоч-

ной железы, и опухоли данной локализации занимают 

первое место в структуре онкологической заболеваемости 

и смертности среди женщин [1]. В последние годы смерт-

ность от рака молочной железы в Российской Федера-

ции лидирует среди причин смерти от злокачественных 

новообразований (16,7%) и продолжает увеличиваться 

в абсолютных и относительных показателях [2]. Изуче-

ние молекулярных механизмов опухолевой прогрессии, 

сопровождаемой активной пролиферацией трансфор-

мированных клеток, дизрегуляцией апоптоза на фоне 

развития окислительного стресса, является одним из 

приоритетных направлений трансляционной медицины. 

Опухолевый рост характеризуется интенсификацией про-

цессов свободно-радикального окисления и дисбалансом 

в системе антиоксиданты-прооксиданты, что приводит 

к увеличению уровня активных форм кислорода (АФК), 

вызывающих обратимую или необратимую окислитель-

ную модификацию биомолекул с нарушением их струк-

туры и функций [3–7]. В поддержании внутриклеточного 

редокс-гомеостаза важную роль играют системы глутати-

она, глутаредоксина, тиоредоксина и другие, функцио-

нирование которых приводит к снижению уровня АФК, 

изменению активности факторов транскрипции и экс-

прессии ряда генов при адаптивных реакциях клеток на 

изменяющиеся условия. Многие белки, контролирующие 

пролиферацию как нормальных, так и трансформирован-

ных клеток, являются редоксрегулируемыми, что играет 

важную роль в модуляции пролиферации при опухолевом 

росте [3, 7–9]. Исследования возможностей по измене-

нию функциональной активности белков-регуляторов 

пролиферации (циклинов и циклинзависимых протеин-

киназ) и вклада глутаредоксина и глутатиона в распре-

деление клеток по фазам клеточного цикла позволят 

не только определить молекулярные мишени регуляции 

пролиферации, но и в перспективе разработать методы 

таргетной терапии и диагностики социально значимых 

заболеваний, в том числе рака молочной железы.
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Цель исследования — оценить роль глутатиона и глу-

таредоксина в молекулярных механизмах регуляции про-

лиферации клеток аденокарциномы молочной железы 

линии МСF-7 при действии росковитина — ингибитора 

циклинзависимых протеинкиназ.

Методы

Дизайн исследования
Выполнено экспериментальное нерандомизированное 

исследование in vitro на культуре клеток линии МСF-7.

Критерии соответствия
В исследовании были использованы клетки адено-

карциномы молочной железы человека линии МСF-7, 

полученные из Российской коллекции клеточных культур 

Института цитологии РАН (Санкт-Петербург). Культура 

клеток включалась в исследование, если после обработки 

смесью трипсин-версен доля жизнеспособных клеток 

в микроскопическом тесте с трипановым синим (Serva, 

США) составляла не менее 85%. Были сформированы 

2 группы: первая — интактные клетки линии МСF-7, 

инкубированные в питательной среде без внесения до-

полнительных веществ (n=6), вторая — клетки линии 

МСF-7, культивируемые в питательной среде с добавле-

нием росковитина (n=6).

Условия проведения
Клетки линии МСF-7 культивировали в полной 

питательной среде, содержащей 90% EMEM (ПанЭко,

Россия), 10% эмбриональной телячьей сыворотки 

(Invitrogen, США), 1% заменимых аминокислот (Пан-

Эко, Россия), 10 мкг/мл бычьего инсулина (ПанЭко, Рос-

сия), 0,3 мг/мл L-глутамина (ПанЭко, Россия) и 100 мкг/

мл гентамицина (ICN, США), при 37°C и 5% двуокиси 

углерода (CO
2
).

Продолжительность исследования
После культивирования клеток аденокарциномы мо-

лочной железы и получения необходимого их количества 

клетки делили на 2 группы и инкубировали в присутствии 

и отсутствии росковитина в течение 18 ч, после чего 

клеточный материал использовали для количественного 

определения исследуемых показателей.

Описание медицинского вмешательства
Росковитин (ROSC, Sigma Aldrich, США) — ингиби-

тор циклинзависимых протеинкиназ — вносили в лун-

ку культурального планшета в конечной концентрации 

20 мкМ [10] и инкубировали в течение 18 ч при 37°C 

и 5% CO
2
. К интактным клеткам линии МСF-7 добавляли 

культуральную среду в том же объеме, что и ингибитор, 

и инкубировали в тех же условиях.

Исходы исследования
Основной исход исследования
После 18 ч инкубации клеток линии МСF-7 с ROSC 

происходила остановка пролиферации вследствие блоки-

рования АТФ-связывающего домена циклинзависимых 

протеинкиназ 2, 5, 7 [11], и клеточный цикл аденокар-

циномы молочной железы останавливался в G
2
/М фазах.
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Методы регистрации исходов
Клетки линии МСF-7 культивировали в полной пита-

тельной среде, как описано выше, адгезионным методом 

с использованием культуральных флаконов (Jet Biofil, 

China, Китай), полистероловая поверхность которых 

специфически обработана для лучшей адгезии.

Образование АФК, представленных перекисными 

группировками гидро- и липопероксидов, в культуре 

клеток линии МСF-7 оценивали с использованием 

флуоресцентного зонда 2,7-дихлорфлуоресцеиндиаце-

тата (Sigma-Aldrich, США), превращающегося внутри 

клетки в 2,7-дихлорфлуоресцеин, который, связываясь 

с пероксидами, флуоресцирует [12]. Количественно 

внутриклеточную продукцию АФК оценивали по ин-

тенсивности флуоресценции 2,7-дихлорфлуоресцеина 

на проточном лазерном цитометре BD FaCSCanto II 

(Becton Dickinson, США), для визуализации флуорес-

ценции использовали микроскоп Axiostar plus (Carl 

Zeiss, Германия) при суммарном увеличении в 100 раз. 

Концентрации общего, восстановленного (GSH), окис-

ленного (GSSG) глутатиона и величины отношения 

восстановленной формы трипептида к окисленной 

определяли спектрофотометрическим методом, предло-

женным M. Anderson (1985) в модификации I. Rahman 

и соавт. [13]. Уровень белковосвязанного глутатиона 

определяли после предварительного высвобождения 

трипептида боргидратом натрия из связи с белками 

[14] спектро фотометрическим методом, описанным 

ранее. Концентрацию SH-групп белков определяли 

спектрофотометрическим методом по способности тио-

ловых соединений взаимодействовать с 5,5-дитиобис-

2-нитробензойной кислотой. Содержание белка в клет-

ках определяли по взаимодействию Кумасси голубого 

G-250 с остатками аминокислот лизина и аргинина бел-

ковых молекул [15].

Методом вестерн-блоттинга с использованием соот-

ветствующих моноклональных антител определяли вну-

триклеточное содержание глутаредоксина (Abcam, США), 

циклина Е (Abcam, США), циклинзависимых протиенки-

наз 2 (Sigma Aldrich, США) и 4 (Thermo Scientific, США) 

по протоколу фирмы-производителя. Расчет содержания 

исследуемых белков проводили относительно концентра-

ции референсного протеина β-актина.

Для оценки распределения опухолевых клеток по фазам 

клеточного цикла (G
0
/G

1
, G2/М и S) использовали набор 

CycleTest PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson, США), 

принцип метода которого основан на способности стехио-

метрического связывания ядерной ДНК с пропидий йо-

дидом, флуоресцирующим при длине волны 580–650 нм, 

с последующим подсчетом интенсивности свечения 

изолированных ядер с помощью проточной цитофлуо-

риметрии и дальнейшим анализом полученных данных 

с использованием пакета программ ModFit LT 3.2 (Verity 

Software House, США). Определение количества аннек-

синположительных клеток проводили методом проточной 

цитофлуориметрии с использованием FITC-меченного ан-

нексина V, связывающегося с фосфатидилсерином, и про-

пидия йодида, интеркалирующего с молекулой ДНК, по 

протоколу фирмы-производителя (eBioscience, Австрия). 

Количество аннексинположительных клеток выражали 

в процентах от общего числа клеток.

Этическая экспертиза
Локальный этический комитет ГБОУ ВПО «СибГМУ» 

Минздрава России утвердил протокол исследования и за-

ключил, что документация представлена в полном объ-

еме, замечаний нет, работа соответствует требованиям 

этической экспертизы (регистрационный № 3555, заклю-

чение выдано 23.12.2013).

Статистический анализ
Принципы расчета размера выборки
Размер выборки предварительно не рассчитывался.

Методы статистического анализа данных 
Статистическую обработку полученных результатов 

проводили при помощи пакета программ SPSS 11.0. Про-

верка на соответствие выборок нормальному закону рас-

пределения проводилась с использованием критерия Ша-

пиро–Уилка. В связи с тем, что распределение значений 

оцениваемых показателей не соответствовало нормаль-

ному, для описания групп использовали медиану (Ме) 

и интерквартильный интервал [Q
1
; Q

3
]. Достоверность 

различий независимых выборок оценивали с помощью 

непараметрического критерия Манна–Уитни для малых 

групп. Различия считались достоверными при достигну-

том р<0,05.

Результаты

Объекты (участники) исследования
В результате культивирования клеток линии МСF-7 

было наработано достаточное количество клеточного 

материала, чтобы сформировать обе группы исследо-

вания и провести инкубацию клеток в присутствии 

и отсутствии ROSC с последующей оценкой изучаемых 

параметров.

Основные результаты исследования
В результате проведенных исследований нами уста-

новлено, что ROSC, действуя на клетки аденокар-

циномы молочной железы, способствовал снижению 

прогрессии фаз клеточного цикла, что выражалось 

в уменьшении содержания циклинзависимой протеин-

киназы 2 и циклина Е в 1,4 и 1,6 раза (p<0,01) соответ-

ственно (табл.) и сокращении количества клеток линии 

MCF-7 в 1,4 раза (р<0,01) в G
0
/G

1
 фазах и в 2,5 раза 

(р<0,01) в G
2
/М фазах по сравнению с соответству-

ющими показателями в интактной культуре (рис. 1). 

Остановка клеточного цикла в G
2
/М фазах при дей-

ствии ROSC сопровождалась активацией программи-

рованной гибели клеток линии МСF-7 с увеличением 

количества аннексинположительных клеток в 2,1 раза 

(р<0,01) по сравнению с интактной культурой. Кроме 

того, в опухолевых клетках, инкубированных в при-

сутствии ROSC, активировался окислительный стресс, 

сопровождаемый повышенной в 1,6 раза (р<0,01) гене-

рацией АФК (рис. 2), снижением концентрации GSH 

в 1,8 раза (р<0,01), уменьшением величины отношения 

GSH/GSSG в 2,1 раза (р<0,01) и увеличением содержа-

ния глутаредоксина в 1,3 раза (р<0,01) по сравнению 

со значениями аналогичных показателей в интактной 

культуре (см. табл.). Активация окислительного стресса, 

индуцированного ROSC в клетках аденокарциномы мо-

лочной железы, приводила к увеличению глутатиони-

лирования белков в 2,6 раза (р<0,01), на фоне которого 

снижалась концентрация SH-групп протеинов в 3,1 раза 

(р<0,01) по сравнению со значениями аналогичных по-

казателей в интактной культуре (см. табл.).
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Таблица. Содержание глутатиона, глутаредоксина, SH-групп белков, глутатионилирование протеинов и изменение пролиферации 

клеток линии MCF-7 при действии ингибитора циклинзависимых протеинкиназ росковитина (ROSС), Ме [Q
1
; Q

3
]

Показатель
Группы

Интактные MCF-7 MCF-7 + ROSС

Восстановленный глутатион (GSH), нмоль/мг белка
3,67

[3,60; 3,72]

2,02#

[1,98; 2,34]

Окисленный глутатион (GSSG), нмоль/мг белка
0,38

[0,37; 0,43]

0,42

[0,41; 0,43]

Величина отношения GSH/GSSG
9,71

[9,55; 9,73]

4,69*

[4,67; 5,54]

Глутаредоксин, усл. ед.
1,43

[1,39; 1,45]

1,79*

[1,77; 1,85]

SH-группы белков, нмоль/мг белка
2,91

[2,22; 3,03]

0,93*

[0,91; 1,15]

Белковосвязанный глутатион, нмоль/мг белка
0,17

[0,16; 0,22]

0,44*

[0,43; 0,47]

Циклин Е, усл. ед.
1,18

[1,14; 1,21]

0,73*

[0,58; 0,78]

Циклинзависимая протеинкиназа 2, усл. ед.
0,96

[0,94; 1,12]

0,69*

[0,62; 0,79]

Циклинзависимая протеинкиназа 4, усл. ед.
0,35

[0,28; 0,41]

0,45

[0,36; 0,58]

Аннексинположительные клетки, %
14,25

[13,20; 15,25]

30,40*

[28,70; 30,90]

Примечание. # — р<0,05, уровень значимости различий по сравнению с интактными клетками MCF-7; * — р<0,01, уровень значимости 

различий по сравнению с интактными клетками MCF-7.

Рис. 1. Распределение клеток аденокарциномы молочной железы по фазам клеточного цикла при действии ингибитора циклинзависи-

мых протеинкиназ росковитина (ROSC)

Примечание. Здесь и на рис. 2: * — р<0,01, уровень значимости различий по сравнению с интактными клетками MCF-7.

Обсуждение

Резюме основного результата исследования
Остановка пролиферации клеток аденокарциномы мо-

лочной железы при действии ROSC достигается не только 

его ингибирующим влиянием на циклинзависимые проте-

инкиназы, но и активацией свободно-радикального окис-

ления и изменением редокс-статуса опухолевых клеток. 

Также нами выявлена активация обратимой окислитель-

ной модификации белков, а именно глутатионилирования 

внутриклеточных протеинов, в том числе редоксчувстви-

тельных регуляторов пролиферации и апоптоза клеток, что 

может лежать в основе снижения прогрессии фаз клеточ-

ного цикла и запуска программированной гибели.
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Рис. 2. Интенсивность флуоресценции клеток аденокарциномы молочной железы при действии ингибитора циклинзависимых проте-

инкиназ росковитина (ROSC), регистрируемая на проточном лазерном цитометре BD FaCSCanto II (Becton Dickinson, США) (верхняя 

часть рисунка) и визуализация флуоресценции на микроскопе Axiostar plus (Carl Zeiss, Германия) при суммарном увеличении в 100 раз 

(нижняя часть рисунка)

Обсуждение основного результата исследования
Полученные нами результаты действия ROSC на про-

лиферацию клеток линии МСF-7, а именно останов-

ка клеточного цикла в G
2
/М фазах и снижение со-

держания циклинзависимой киназы 2 и циклина Е за 

счет конкурентного взаимодействия ингибитора с АТФ-

связывающими участками этих белков, согласуется 

с существующими представлениями действия блокаторов 

клеточного цикла [10, 11]. В то же время нами установ-

лено, что ROSC способствует индукции окислительного 

стресса в клетках аденокарциномы молочной железы, 

выражающейся увеличением продукции АФК и уменьше-

нием величины отношения GSH/GSSG. Ведущую роль 

в защите клеток от окислительного стресса и поддержа-

нии редокс-гомеостаза играет система глутатиона, вклю-

чающая глутатион, глутатионредуктазу и глутатионперок-

сидазу [4, 9, 16]. Поскольку АФК способны повреждать 

макромолекулы клеток, в том числе белки-регуляторы 

пролиферации, в опухолевых клетках нами зарегистри-

ровано снижение концентрации GSH, который может 

использоваться в качестве кофермента в ферментативных 

реакциях взаимодействия с гидро- и липопероксидами. 

Многие белки являются редокс-регулируемыми за счет 

наличия свободных SH-групп аминокислотных остатков 

цистеина. Установленное нами снижение концентрации 

свободных SH-групп белков свидетельствует об актива-

ции процессов обратимой окислительной модификации 

протеинов — глутатионилировании (рис. 3), что под-

тверждается увеличением внутриклеточного содержания 

белковосвязанного глутатиона в клетках аденокарци-

номы молочной железы при действии ROSC. Так как 

глутатионилирование протеинов при действии ROSC 

способно приводить к конформационным изменениям 

структуры белковых молекул, в том числе циклинзависи-

мых протеинкиназ, то это может привести к нарушению 

выполняемых ими функций, остановке пролиферации 

клеток линии MCF-7 и запуску программированной кле-

точной гибели.

Наряду с системой глутатиона важную роль в тиол-

дисульфидном обмене играет глутаредоксинзависимая 

система [4, 8, 17]. Нами установлено увеличение со-

держания глутаредоксина в клетках линии MCF-7 при 

действии ROSC в ответ на индукцию окислительного 

стресса. Глутаредоксин, катализируя процесс деглута-

Рис. 3. Участие глутатиона и глутаредоксина в глутатионилиро-

вании белков
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тионилирования, модулирует активность транскрип-

ционных факторов NF-κB, Nrf2 и AP-1 [4, 8], под кон-

тролем которых находятся участки генов, кодирующих 

ключевые белки антиоксидантной системы, в том числе 

ферменты синтеза и метаболизма глутатиона. Таким 

образом, системы глутатиона и глутаредоксина функци-

онально взаимосвязаны и способствуют поддержанию 

редокс-баланса, функционированию и выживанию опу-

холевых клеток линии MCF-7 в условиях окислительно-

го стресса.

Заключение

Пролиферация клеток аденокарциномы молочной 

железы при действии росковитина снижается не только 

вследствие уменьшения содержания циклинов и актив-

ности циклинзависимых протеинкиназ, но и в результате 

изменения соотношения про- и антиоксидантов внутри 

клетки. Глутатион и глутаредоксин, участвуя в реакци-

ях глутатионилирования/деглутатионилирования белков 

в клетках линии MCF-7 при индуцированном росковити-

ном окислительном стрессе, способствовали модуляции 

функциональных свойств протеинов, что привело к на-

рушению прогрессии фаз клеточного цикла, указывая на 

возможность редокс-регуляции пролиферации.
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