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РЕЗЮМЕ

Актуальность. Редокс-белки (тиоредоксин, глутаредоксин) являются ключевыми макромолекулами, 
способными осуществлять модуляцию внутриклеточных процессов, что определяет выбор направления 
исследования в области редокс-зависимого управления пролиферацией клеток. Изучение молекулярных 
механизмов возникновения, развития и прогрессии злокачественных новообразований лежит в основе 
поиска опухоль-ассоциированных маркеров и потенциальных мишеней для противоопухолевой персо-
нифицированной терапии.

Цель исследования – установление роли системы «тиоредоксин – тиоредоксинредуктаза» в наруше-
нии пролиферации клеток аденокарциномы молочной железы при действии блокатора циклинзависимых 
протеинкиназ росковитина.

Материалы и методы. Исследование проведено с использованием культуры клеток аденокарциномы 
молочной железы линии МСF-7, инкубируемых в присутствии и отсутствии росковитина в конечной кон-
центрации 20 мкмоль/л в течение 18 ч. Определяли внутриклеточное содержание тиоредоксина и бел-
ков-регуляторов пролиферации (циклина Е и циклинзависимой протеинкиназы 2) методом вестерн-блот-
тинга, уровень экспрессии мРНК тиоредоксина – методом полимеразно-цепной реакции в реальном 
времени и активность тиоредоксинредуктазы – спектрофотометрическим методом. 

Результаты. Установлено, что снижение пролиферативной активности опухолевых клеток линии  
МСF-7, инкубированных в присутствии росковитина, сопровождалось уменьшением содержания цикли-
на Е и циклинзависимой киназы на фоне снижения уровня экспрессии мРНК тиоредоксина и увеличения 
активности тиоредоксинредуктазы. 

Выводы. При действии блокатора циклинзависимых протеинкиназ росковитина было выявлено участие 
компонентов системы тиоредоксина (тиоредоксин, тиоредоксинредуктаза) в нарушении пролиферации 
опухолевых клеток линии МСF-7.

Ключевые слова: тиоредоксин, аденокарцинома молочной железы, редокс-регуляция, пролифера-
ция.
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ВВЕДЕНИЕ
Редокс-белки (тиоредоксин, глутаредоксин) 

являются ключевыми макромолекулами, способ-
ными осуществлять модуляцию внутриклеточных 
процессов [1, 2], что определяет выбор направ-
ления исследования в области редокс-зависимого 
управления пролиферацией клеток. Изучение мо-
лекулярных механизмов возникновения, развития 
и прогрессии злокачественных новообразований 
лежит в основе поиска опухоль-ассоциированных 
маркеров и потенциальных мишеней для проти-
воопухолевой персонифицированной терапии.

Система тиоредоксина, включая в себя два 
белка-фермента – тиоредоксин (КФ 1.8.4.8) и 
НАДФН-зависимую тиоредоксинредуктазу (КФ 
1.8.1.9), осуществляет защиту клеток от свободно-
радикального повреждения макромолекул, высту-
пая в роли ловушки гидроксильного анион-радика-
ла. Она способствует реализации каталитической 
активности ряда ферментов (пероксиредоксинов, 
рибонуклеотидредуктазы, метионинсульфоксидре-
дуктазы), регулирует активность редокс-зависимых 
факторов транскрипции (р53, NF-kB, AР-1, Nrf2), 
связанных с процессами пролиферации клеток, 
способствует фолдингу белков [1, 2]. Поскольку 
многие транскрипционные факторы имеют амино-
кислотные остатки цистеина в ДНК-связывающих 
доменах, которые могут подвергаться окислению, 
большое значение имеет восстановительный по-
тенциал системы тиоредоксина, необходимый для 
поддержания функционального состояния белко-
вых молекул. Большинство исследований свиде-
тельствует о том, что редокс-зависимая регуляция 
при участии тиоредоксина происходит в цитоплаз-
ме, где осуществляются ключевые процессы вну-
триклеточных сигнальных механизмов [1]. В то же 
время высказано предположение, что тиоредок-
син может обеспечивать регуляцию транскрипции 
определенных генов в ядре [3].

Таким образом, можно предположить, что 
система тиоредоксина может влиять на функци-
онирование белков-регуляторов пролиферации 
опухолевых клеток, что обусловило проведение 
настоящего исследования.

Цель исследования – установление роли си-
стемы «тиоредоксин – тиоредоксинредуктаза» 
в нарушении пролиферации клеток аденокарци-
номы молочной железы при действии блокатора 
циклинзависимых протеинкиназ росковитина. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследовании была использована культура 

клеток линии МСF-7 (ýпителиоподобная адено-

карцинома молочной железы человека), получен-
ная из Российской коллекции клеточных культур 
Института цитологии Российской академии наук 
(г. Санкт-Петербург). Использовались клетки, 
жизнеспособность которых в тесте с трипановым 
синим (Serva, США) составляла не менее 85%. 
Культивирование клеток линии МCF-7 осущест-
влялось при 37 °C и 5%-м растворе двуокиси угле-
рода адгезионным методом в полной питатель-
ной среде, содержащей EMEM (НПП «ПанЭко», 
Россия) и ýмбриональную телячью сыворотку 
(Invitrogen, США) в соотношении 9 : 1, а также 
1% заменимых аминокислот (НПП «ПанЭко»,  
Россия), 10 мкг/мл бычьего инсулина (НПП 
«ПанЭко», Россия), 0,3 мг/мл L-глутамина (НПП 
«ПанЭко», Россия) и 100 мкг/мл гентамицина 
(ICN, США). Полученную клеточную культуру 
снимали с поверхности культурального флакона 
смесью трипсин-версена и стандартизовали до 
4,0 × 106 клеток/мл, разбавляя полной питатель-
ной средой. Модуляция пролиферативной актив-
ности клеток аденокарциномы молочной железы 
достигалась путем добавления в культуральную 
среду 20 мкмоль/л росковитина (Sigma Aldrich, 
США), ингибитора циклинзависимых протеинки-
наз [4]. Культивирование опухолевых клеток в 
присутствии и отсутствии росковитина проводи-
ли в течение 18 ч в 48-луночных планшетах, после 
чего клеточный материал использовали для коли-
чественного определения показателей состояния 
системы тиоредоксина и пролиферации клеток.

Для характеристики состояния системы тио- 
редоксина в клетках линии МCF-7 определяли 
ýкспрессию мРНК и содержание тиоредокси-
на, активность тиоредоксинредуктазы. Для ко-
личественного определения ýкспрессии мРНК 
тиоредоксина предварительно проводили выде-
ление мРНК фенол-хлороформным методом из 
образцов клеток, хранившихся при температуре 
–80 °С в растворе RNA later Stabilization Reagent 
(QIAGEN, Германия), с использованием набора 
реагентов ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Россия) и 
очищали от примесей геномной ДНК с помощью 
ДНКазы I 1 U/µg (Sigma-Aldrich, США). Концен-
трацию и чистоту выделенной РНК оценивали с 
использованием спектрофотометра NanoVue Plus 
(General Electric Healthcare, Великобритания). 
Полученную тотальную РНК использовали для 
синтеза кДНК в реакции обратной транскрипции 
с помощью набора реагентов MMLV RT kit (ЗАО 
«Евроген», Россия). 

Для изучения ýкспрессии мРНК тиоредоксина 
в опухолевых клетках проводили ПЦР в режиме 
реального времени с использованием специфиче-
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ских праймеров и набора реагентов qPCRmix-HS 
SYBR (ЗАО «Евроген», Россия) на амплификаторе 
BioRad CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, CША). 
Нуклеотидные последовательности, соответству-
ющие гену TXN1 и его первичному транскрипту, 
извлекали из базы данных Primer-BLAST NCBI 
(National Center for Biotechnological Information 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). В качестве 
нормировочного гена использовали B2M (β2-ми-
кроглобулин), в относительно равной степени 
ýкспрессирующийся в исследуемых клетках [5]. 
Праймеры конструировали с помощью программ 
Primer.3 и Oligo Analyzer, нуклеотидные последо-
вательности которых представлены в табл. 1.

Т а б л и ц а  1 
T a b l e  1 

Нуклеотидные последовательности использованных праймеров 
Nucleotide sequences of used primers

Ген
Gen

Последовательность нуклеотидов в прямом (F)  
и обратном (R) праймерах

The sequence of nucleotides in the forward (F) and reverse (R) primers

Размер ампликона,  
пар нуклеотидов

Amplicon size, nucleotide pairs

TXN1
F: 5’-GGA-GAG-AGC-AAG-CAG-CGA-GTC-3’

80
R: 5’-CTG-ACG-AGC-GGC-TGT-AAG-GA-3’

B2M
F: 5’-CCT-GCC-GTG-TGA-ACC-ATG-TG-3’

70
R: 5’-GCT-GCT-TAC-ATG-TCT-CGA-TCC-CA-3’

Полимеразно-цепную реакцию в режиме ре-
ального времени проводили в 25 мкл смеси, со-
держащей 5 мкл смеси qPCRmix-HS SYBR (ЗАО 
«Евроген», Россия), 4 мкл кДНК, 2 мкл прайме-
ров (F и R) 10 пмоль/л, 14 мкл деионизованной 
воды, свободной от РНКаз. Программа амплифи-
кации включала один цикл – предварительная де-
натурация (95 °С, 3 мин); 43 цикла – денатурация  
(95 °С, 15 с), отжиг праймеров (59–63 °С, 20 c), 
ýлонгация – (72 °С, 13 с). В программе строилась 
кривая плавления, где  фиксировалось нагревание 
амплификационной смеси с 60 до 95 °С с шагом  
5 °С, сопровождающееся съемом флуоресцентно-
го сигнала. Количественное выражение резуль-
татов проводилось с помощью расчета разницы 
ýкспрессии исследуемого гена относительно нор-
мировочного гена в виде Е – ΔΔСt [6].

Внутриклеточное содержание тиоредоксина и 
белков-регуляторов пролиферации определяли 
методом вестерн-блоттинга с помощью ýлектро-
фореза белков в 10%-м полиакриламидном геле 
с додецилсульфатом натрия и последующим пе-
реносом на нитроцеллюлозную мембрану (Bio-
Rad, CША). Далее проводили гибридизацию с 
первичными моноклональными антителами к тио- 
редоксину (Thermo Scientific, США), циклину Е 
(Abcam, США) и циклинзависимой протеинкина-
зе 2 (Sigma Aldrich, США) по протоколу фирмы- 
производителя. После инкубации с антителами 
нитроцеллюлозные мембраны отмывали и подвер-
гали иммуноблоттингу со вторичными антитела-
ми, конъюгированными с пероксидазой хрена в 
конечной концентрации 0,2 мкг/мл. Детекцию раз-
деленных белков проводили путем добавления хе-

милюминесцентного субстрата пероксидазы хре-
на (Invitrogen, США). Содержание тиоредоксина, 
циклина Е и циклинзависимой протеинкиназы 2 
в опухолевых клетках определяли по изменению 
отношения величины свечения бýнда исследуемых 
белков к величине свечения протеина цитоскеле-
та β-актина (Sigma-Aldrich, США) [7], используя 
программное обеспечение ImageJ2x 2.1.4.7.

Активность тиоредоксинредуктазы (КФ 
1.8.1.9) определяли методом, основанным на спо-
собности фермента катализировать НАДФН-за-
висимое восстановление дисульфидных связей 
субстратов, реагирующих с 5,5-дитиобис-2-ни-
тробензойной кислотой, образуя тио-2-нитро-
бензойной кислоту, раствор которой имеет мак-
симум поглощения при длине волны 412 нм [8]. 
Содержание белка в клетках определяли по вза-
имодействию красителя Кумасси голубого G-250 
с аминокислотными остатками аргинина и лизина 
белковых молекул [9].

Статистическую обработку результатов ис-
следования осуществляли с применением пакета 
программ SPSS Statistica 11.0 и программы Micro-
soft Exсel. Для проверки гипотезы и соответствия 
выборочных данных нормальному закону рас-
пределения использовали тест Шапиро – Уилка. 
Поскольку исследуемые параметры в группах не 
подчинялись нормальному закону распределения, 
результаты представляли в виде медианы и ин-
терквартильного размаха Ме (Q

1
–Q

3
). Достовер-

ность различий выборок с небольшим объемом 
устанавливали с использованием непараметриче-
ского критерия Манна – Уитни для попарно не-
связанных выборок.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Управление пролиферацией клеток осущест-

вляется на молекулярном уровне, в котором клю-
чевая роль принадлежит циклинам и циклинзави-
симым протеинкиназам, своевременный синтез и 
деградация которых способствуют продвижению 
клетки по фазам клеточного цикла. Ранее нами 
было установлено, что использование роскови-
тина приводило к остановке клеточного цикла в 
фазах G

2
/М [10], что объяснялось сходством хи-

мического строения ингибитора и молекул АТФ, 
способствующим конкурентному вытеснению ма-
кроýргического соединения из АТФ-связываю-
щих участков циклинзависимых протеинкиназ со 
снижением их каталитической активности [11]. 
Кроме того, нами обнаружено, что росковитин, 
действуя на клетки аденокарциномы молочной 
железы, способствовал снижению прогрессии 
фаз клеточного цикла, что выражалось в умень-
шении содержания циклинзависимой протеинки-
назы 2 и циклина Е [10].

Циклин Е и циклинзависимая протеинкиназа 
2 являются комплексом второй половины фазы 
G

1
. Высокое содержание и ýкспрессия мРНК 

ýтих белков необходимы для преодоления клет-
кой точки рестрикции и вступления в фазу S 
клеточного цикла. Поскольку белки-регуляторы 
клеточного цикла нуждаются в защите от повре-
ждающего действия активных форм кислорода 
для сохранения своей структуры и функциональ-
ных свойств, нами было выдвинуто предположе-
ние о возможном участии системы тиоредоксина 
в регуляции пролиферации опухолевых клеток и 
их способности к выживанию. Протеасомальная 
деградация циклинов осуществляется с помощью 
системы «убиквитин – убиквитинлигаза», спо-
собствующей убиквитинилированию белков-ре-
гуляторов пролиферации. Снижение содержания 
циклина Е при действии росковитина в клетках 
линии MCF-7 может быть связано с увеличением 
деградации белка в протеасомах с участием убик-
витина. В то же время регуляция функциониро-
вания системы «убиквитин – убиквитинлигаза» 
может осуществляться редокс-зависимыми меха-
низмами с участием редокс-белков, в том числе 
тиоредоксина.

Нами установлено снижение ýкспрессии мРНК 
тиоредоксина (табл. 2) на фоне отсутствия стати-
стически значимых различий в содержании ис-
следуемого редокс-белка в клетках линии MCF-7, 
культивируемой в присутствии росковитина, по 
сравнению со значениями аналогичных показате-
лей в интактной культуре. 

Т а б л и ц а  2 

T a b l e  2

Состояние системы тиоредоксина и содержание белков- 
регуляторов пролиферации клеток линии MCF-7  

при действии ингибитора циклинзависимых протеинкиназ 
росковитина, Ме (Q1–Q3)

The state of the thioredoxin system and the content  
of protein regulators of cell proliferation of the MCF-7  
line under the action of the inhibitor cyclin-dependent  

protein kinases of roscovitin, Ме (Q1–Q3)

Показатель
Characteristic 

Группа
Group

Интактные 
MCF-7

Intact MCF-7

MCF-7 +  
росковитин

MCF-7 + roscovitin

мРНК TXN1, усл. ед.
мРНК TXN1, c.u. 

14,22
(11,39–14,52)

12,64
(11,24–13,27)

р = 0,009

Тиоредоксин, усл. ед.
Thioredoxin, c.u.

1,73
(1,71–1,74)

1,86
(1,84–1,88)
р = 0,268

Тиоредоксинредуктаза, 
нмоль/л НАДФН/мин × 
мг белка
Thioredoxin reductase, 
nmol/l NADP/min × 
mg protein 

3,23
(3,17–3,26)

3,47
(3,36–3,57)
р = 0,006

Циклин Е*, усл. ед.
Cycline E*, c.u. 

1,18
(1,14–1,21)

0,73
(0,58–0,78)
р = 0,007

Циклинзависимая 
протеинкиназа 2*,
усл. ед.
Cyclin-dependent pro-
tein kinases 2*,c.u. 

0,96
(0,94–1,12)

0,69
(0,62–0,79)
р = 0,015

П р и м е ч а н и е: р – уровень значимости различий по 
сравнению с интактными клетками MCF-7.
* использованы данные из предыдущей работы авторов [10].
N o t e: p is the level of significance of differences compared 
with intact MCF-7 cells.
* used data from previous work of the authors [10].

Молекулы тиоредоксина, содержащие в своем 
активном центре аминокислотные остатки цисте-
ина, защищают белки от свободнорадикального 
повреждения, поддерживают их дитиол-дисуль-
фидную структуру, восстанавливают окисленный 
глутатион и выступают в роли ловушки гидрок-
сильного радикала, что способствует выживанию 
опухолевых клеток в условиях окислительного 
стресса [1, 2].

Тиоредоксинредуктаза способна катализи-
ровать процесс восстановления большого ко-
личества различных субстратов, среди которых 
окисленный тиоредоксин, пероксид водорода, 
гидропероксиды липидов [12]. Эта способность 
тиоредоксинредуктазы связана с возможностью 
конформационных перестроек в ее активном 
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центре в процессе окисления, что защищает фер-
мент от действия протеаз [13, 14]. Нами установ-
лено, что при действии росковитина в клетках 
аденокарциномы молочной железы отмечается 
увеличение активности тиоредоксинредуктазы  
(см. табл. 2) по сравнению со значениями анало-
гичного показателя в интактной культуре.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Система тиоредоксина является не только 

важным компонентом редокс-регулирующих 
механизмов внутриклеточных процессов, но и 
способна принимать участие в регуляции проли-
ферации опухолевых клеток молочной железы, 
возможно, воздействуя на структуру белков-ре-
гуляторов клеточного цикла и изменяя продол-
жительность их жизни.

Поиск подходов модуляции пролиферации 
клеток линии MCF-7 открывает широкие пер-
спективы для внедрения в медицинскую прак-
тику персонифицированных молекулярных 
технологий, что позволит повысить ýффектив-
ность существующих методов патогенетически 
обоснованной терапии опухолевых заболеваний 
молочной железы. В связи с ýтим компоненты 
системы тиоредоксина, позволяющие управлять 
белками-регуляторами клеточного цикла, можно 
рассматривать как потенциальные молекулярные 
мишени регуляции пролиферации при опухоле-
вом росте.
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ABSTRACT 

Redox proteins (thioredoxin, glutaredoxin) are key macromolecules capable of modulating intracellular 
processes. This determines research choices in the field of redox-dependent cell proliferation management. 
The study of the molecular mechanisms of the onset, development and progression of malignant neoplasms 
underlies the search for tumor-associated markers and potential targets for personalized antitumor therapy.

Purpose. To establish the role of the “thioredoxin – thioredoxin-reductase” system in the impaired proliferation 
of mammary adenocarcinoma cells under the action of the cyclin-dependent protein kinase roskovitin blocker.

Materials and methods. The study was carried out using the culture of mammary adenocarcinoma cells of 
the MCF-7 line incubated in the presence and absence of roskovitin at a final concentration of 20 μM for 18 h. 
The intracellular content of thioredoxin and protein regulators of proliferation (cyclin E and cyclin-dependent 
protein kinase 2) were determined by Western blotting technique, the expression level of thioredoxin mRNA 
was determined by real-time polymerase chain reaction and the activity of thioredoxin-reductase was measured 
by a spectrophotometric method.

Results. It was established that the decrease in proliferative activity of MCF-7 tumor cells incubated in the 
presence of roskovitin was accompanied by a decrease in the content of cyclin E and cyclin-dependent kinase 
on the background of a decrease in the expression level of thioredoxin mRNA and an increase in the activity 
of thioredoxin-reductase.

Conclusion. The involvement of the components of the thioredoxin system (thioredoxin, thioredoxin-
reductase) in disrupting the proliferation of MCF-7 tumor cells was detected under the action of the cyclin-
dependent protein kinases of roskovitin.

Key words: thioredoxin, breast adenocarcinoma, redox regulation, proliferation. 
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