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Прогестерон и его синтетические аналоги оказывают свое действие на клетки через разные типы рецепто�
ров, влияя на процессы пролиферации и апоптоза. Они действуют через ядерные рецепторы и малоизучен�
ные мембранные рецепторы (mPRs) семейства адипонектиновых и прогестиновых рецепторов (PAQR). На�
ми были выявлены два селективных лиганда mPRs, активирующие избирательно только этот тип рецепто�
ров – 19�гидроксипрегн�4�ен�20�он (LS�01) и 19�гидрокси�5β�прегн�3�ен�20�он (LS�02). Главной целью
этой работы было исследование их действия на процессы пролиферации и гибели опухолевых клеток ВхРС3
аденокарциномы поджелудочной железы человека, а также изучение участия двух киназ, р38 МАРК и JNK,
в сигнальных каскадах, активируемых прогестинами через mPRs. Показано, что прогестерон и соединение
LS�01 достоверно (р < 0,05) снижают жизнеспособность клеток ВхРС3, при этом посредником их действия
является JNK. Выявлены мишени этих двух стероидов – ими являются гены, кодирующие белки Ki67, цик�
лина D1, PCNA и р21. Установлено, что прогестерон и соединение LS�01 достоверно (р < 0,05) стимулиру�
ют процесс фрагментации ДНК, приводя к усилению гибели клеток. Главным посредником в этом являет�
ся р38 МАРК. Выявленной мишенью для обоих стероидов является ген, кодирующий белок BCL2А1. Со�
единение LS�02 оказывает достоверное действие (р < 0,05) на проницаемость мембран и экспонирование на
наружной мембране фосфатидилсерина, что также приводит к усилению гибели клеток. Показано, что по�
средниками этого действия являются обе киназы – JNK и р38 МАРК. Мишенью соединения LS�02 являют�
ся гены, кодирующие белки HRK, каспазу 9 и DAPK.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: прогестерон, селективные лиганды, пролиферация, апоптоз, экспрессия, ядерный
рецептор, мембранные рецепторы прогестерона.
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ВВЕДЕНИЕ

Прогестерон (прегн�4�ен�3,20�дион, Р4)
оказывает разнонаправленное действие на про�
лиферацию и апоптотическую гибель клеток в
зависимости от их фенотипа и рецепторного

состава. Как все стероидные гормоны, он может
действовать через свои ядерные рецепторы, яв�
ляющиеся транскрипционными факторами, ак�
тивируемыми лигандами (nPRs). Также Р4 мо�
жет оказывать эффекты через обнаруженные
значительно позднее мембранные рецепторы
(mPRs), относящиеся к семейству PAQR�адипо�
нектиновых и прогестиновых рецепторов пяти
субтипов [1–2]. Действуя на разные типы кле�
ток, Р4 и его синтетические аналоги способны
как стимулировать пролиферативные процессы,
так и наоборот, подавлять их [3]. Такие же раз�
нонаправленные эффекты эти стероиды имеют
на выживаемость опухолевых клеток [4]. Роль
мембранных рецепторов в этих процессах мало
изучена. Исследование их функции затруднено
тем, что эти рецепторы часто локализуются в тех
же клетках, что и nPRs. Экспрессия mPRs наб�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : циклин D1 – активатор
циклин�зависимых протеинкиназ; DAPK – протеинкина�
за 1, ассоциированная со смертью (Death�associated protein
kinase 1); FAS – Fas�рецептор или апоптозный антиген 1
(Fas cell surface death receptor); GPCRs – рецепторы, сопря�
женные с G�белками (G protein coupled receptors); HRK –
белок, взаимодействующий с BCL2 (Harakiri); Ki67 – мар�
кер пролиферации; mPRs – мембранные рецепторы про�
гестерона; nPRs – ядерные рецепторы прогестерона;
PCNA – ядерный антиген пролиферирующих клеток; P4 –
прогестерон; p21 – ингибитор 1А циклин�зависимой ки�
назы; p27 – ингибитор 1В циклин�зависимой киназы.

* Адресат для корреспонденции.
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людается как в нормальных тканях, так и в рако�
вых клетках. Исследования показывают, что
прогестины через mPRs стимулируют процесс
канцерогенеза в одних линиях клеток рака мо�
лочной железы [5–7], но ингибируют пролифе�
рацию и метастазирование других линий клеток
этого органа [8–9]. Прогестины способствуют
миграции, инвазии и пролиферативной актив�
ности клеток глиобластомы человека через
mPRα [10], но ингибируют процесс канцероге�
неза в опухолевых клетках рака яичников и лег�
ких – также через активацию mPRs [11, 12]. Та�
ким образом, через эти рецепторы Р4 влияет на
процессы, которые играют, по�видимому, важ�
ную роль в прогрессии опухолей.

Ранее в нашей работе было показано, что Р4
ингибирует пролиферацию клеток ВхРС3 адено�
карциномы поджелудочной железы человека,
действуя через свои мембранные рецепторы [13].
Экспрессии генов классических ядерных рецеп�
торов прогестерона в этих клетках обнаружено
не было, в то время как экспрессия генов mPRs,
преимущественно субтипов α и γ, наблюдалась
на самом высоком уровне среди 16 изученных
линий опухолевых клеток человека, достигая
270–283% от уровня мРНК GAPDH. Изучение
белкового состава рецепторов прогестерона ме�
тодом вестерн�блоттинга подтвердило эти выво�
ды [13]. Самая низкая экспрессия mPRs наблю�
далась в клеточной линии LNCaP аденокарци�
номы простаты, где уровни мРНК mPRs субти�
пов α, β и γ не превышали 2% от уровня GAPDH,
причем мРНК nPRs в них также не была обнару�
жена [13]. Максимальный эффект подавления
пролиферативной активности клеток ВхРС3
прогестероном наблюдался через 72 ч инкубации
с гормоном. При изучении лигандной специ�
фичности сродства серии синтезированных про�
гестинов к mPRs в сравнении с классическими
рецепторами прогестерона нами были выявлены
два селективных лиганда мембранных рецепто�
ров, практически не взаимодействующие с nPRs.
Соединения 19�гидроксипрегн�4�ен�20�он
(LS�01) и 19�гидрокси�5β�прегн�3�ен�20�он
(LS�02), формулы которых опубликованы ра�
нее [14, 15], имеют относительную конкурент�
ную активность по отношению к mPRs, равную в
среднем 10% и 24% от активности прогестерона
соответственно [14, 15]. Эффекты селективных
лигандов mPRs были изучены в иммунных клет�
ках [16]. В данной работе мы исследовали
действие этих соединений на пролиферацию и
гибель опухолевых клеток ВхРС3 в сравнении с
эффектами Р4, а также участие р38 МАРК и JNK
в этих процессах.

Как было показано в ряде работ, посредни�
ками действия Р4 при активации mPRs могут

быть разные сигнальные каскады: ERK1/2
(p42/44 MAPK) [2, 5, 17–19], стимуляция
PI3K/Akt [5–7, 10, 18–20], подавление актив�
ности той же PI3K/Akt [21, 22], р38 МАРК
[11, 23, 24], JNK1/2 [11, 23], Src [8, 10], MEK1/2
и PKA [25], TGFβ1 [26] и другие [8, 22]. При ак�
тивации ERK1/2 и PI3K/Akt наблюдалось, как
правило, усиление пролиферации клеток и ин�
гибирование их гибели. Противоположный эф�
фект проявлялся при активации через mPRs
сигнального каскада р38 МАРК и JNK1/2
[11, 23]. Поскольку прогестерон путем действия
через эти рецепторы оказывал антипролифера�
тивный эффект на клетки ВхРС3, мы исследова�
ли роль р38 МАРК и JNK в сигнальных путях,
активируемых при взаимодействии гормонов с
mPRs. Для этого мы использовали ингибиторы
SB203580 и SP600125, блокирующие работу этих
двух ферментов, и оценивали фосфорилирова�
ние последних при обработке клеток Р4 и селек�
тивными лигандами mPRs – LS�01 и LS�02.

При изучении механизма действия mPRs
важную роль играет топология этих белков, осо�
бенно расположение С�концевого участка ре�
цепторов по отношению к мембране. Существу�
ют данные, позволяющие отнести mPRs к се�
мейству рецепторов, связанных с G�белками,
характеризующимися внутриклеточным распо�
ложением С�концевого участка [24, 27, 28]. Тем
не менее с использованием биоинформатичес�
ких алгоритмов было предсказано, что С�конец
мембранных рецепторов прогестерона располо�
жен вне клетки [29], что в дальнейшем было по�
казано экспериментально для одного из субти�
пов mPRs [30]. Поскольку топология изучаемых
белков является предметом разногласий
[17, 27, 31], мы изучили взаимодействие клеток
ВхРС3 с антителами к внутреннему и С�конце�
вому участку mPRs трех субтипов для дополни�
тельного подтверждения экспрессии белков и
определения локализации их С�доменов.

Связывание Р4 с mPRs имеет сродство при�
мерно в 5–30 раз более низкое по сравнению с
nPRs [13, 14, 27]. Считается, что через эти рецеп�
торы прогестерон действует в высоких физио�
логических концентрациях, наблюдаемых при
беременности или локально – в местах синтеза
этого стероида. Поэтому в работе мы использо�
вали высокие физиологические и фармакологи�
ческие концентрации прогестинов, от 1 до
20 мкМ, для наилучшего выявления эффектов,
опосредуемых мембранными рецепторами. По�
казано, что Р4 в концентрациях 20–80 мкМ не
влиял на жизнеспособность здоровых фибро�
бластов человека и клеток первичной культуры
кортикальных нейронов крысы [32, 33]. Кроме
того, подобные концентрации прогестерона
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наблюдались в сыворотке животных при его
введении, при этом они не страдали от токси�
ческих эффектов, которые оценивали по выжи�
ваемости, активности животных и изменению
массы тела [32].

Таким образом, главной целью этой работы
было изучение действия селективных лигандов
mPRs LS�01 и LS�02 в сравнении с эффектами
Р4 на пролиферацию и апоптотическую гибель
клеток ВхРС3 аденокарциномы поджелудочной
железы человека с высоким содержанием мемб�
ранных рецепторов. Для этого мы исследовали:

1) наличие белков mPRs в этих клетках мето�
дом, отличным от использованного нами ра�
нее [13];

2) влияние Р4, LS�01 и LS�02 на: а) жизне�
способность клеток ВхРС3 с использованием
клеток LNCaP в качестве негативного контроля;
б) фрагментацию ядерной ДНК, экспонирова�
ние фосфатидилсерина на наружной мембране
клеток и проницаемость мембран клеток для
йодистого пропидия; в) экспрессию генов фак�
торов, связанных с пролиферацией и процесса�
ми апоптоза;

3) влияние Р4, LS�01 и LS�02 на активирую�
щее фосфорилирование р38 МАРК и JNK. Экс�
перименты проводили в отсутствие и в присут�
ствии ингибиторов р38 МАРК и JNK для иссле�
дования роли последних в опосредовании эф�
фектов Р4 и селективных лигандов mPRs на изу�
чаемые процессы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. Все реактивы, среды и сыво�
ротки были произведены компаниями
«HyClone» (США), «Gibco» (США), «ПанЭко»
(РФ), «Sigma�Aldrich» (США), «Invitrogen»
(США), «Promega» (США), «Синтол» (РФ),
«Biological Industries» (США), «Thermo
Scientific» (США), «GE Healthcare» (Велико�
британия), «SelleckChem» (США). В работе бы�
ли использованы следующие антитела: ab75508,
ab123693, ab79517, goat anti�rabbit IgG H&L
(Alexa Fluor 488) ab150077 «Abcam» (США),
Phospho�p38 MAPK (Thr180, Tyr182) S.417.1
«Invitrogen», Anti�JNK antibody SAB4200176,
monoclonal anti�JNK, activated (diphosphorylated
JNK) J4750, Anti�p38 MAPK antibody
SAB4500490, Anti�GAPDH antibody G9545
«Sigma�Aldrich». Прогестерон (≥ 99%) приобре�
тен у компании «Sigma�Aldrich». 19�Гидрокси�
прегн�4�ен�20�он (LS�01) и 19�гидрокси�
5β�прегн�3�ен�20�он (LS�02) были синтезирова�
ны как описано ранее [14]. Клетки LNCaP (кар�
циномы простаты) и BxPC3 (аденокарциномы

поджелудочной железы) человека были получе�
ны из Американской коллекции типовых куль�
тур (ATCC).

Клеточные культуры. Клеточные линии куль�
тивировали в стандартных условиях при 37 °C в
инкубаторе с 5% CO2. Клетки BxPC3 и LNCaP
выращивали в среде RPMI�1640, в которую бы�
ли добавлены 10% фетальной бычьей сыворотки
(FBS) и 1× (однократный) раствор смеси анти�
биотика и антимикотика. Четвертый пассаж
культур после размораживания переносили в
среду, не содержащую фенолового красного, в
которую были добавлены 10% фетальной бычь�
ей сыворотки, обработанной декстран�покры�
тым углем (DFBS), и антибиотики. После трех
пассажей в среде, не содержащей стероиды,
клетки использовали для проведения ХТТ�тес�
та, анализа TUNEL, анализа связывания аннек�
сина V, экстракции РНК и иммуноблоттинга.

Изучение экспрессии mPRs на поверхности
клеток ВхРС3. Клетки BxPC3 выращивали в
среде с феноловым красным, снимали раство�
ром трипсина, переносили в пробирки
Eppendorf (200 000 клеток/пробирка) и осажда�
ли центрифугированием (300 g, 5 мин, 20 °С).
Клетки фиксировали в 3,5%�ном растворе пара�
формальдегида в PBS в течение 10 мин; часть
клеток не фиксировали. Промывку клеток про�
изводили трижды, центрифугируя и суспенди�
руя в PBS с 0,1% Tween 20. К осадку клеток до�
бавляли блокирующий буфер (3,5% глицин в 1%
BSA–PBS–0,1% Tween 20) и инкубировали
30 мин при комнатной температуре на шейкере
при 150 об./мин. Затем клетки промывали раст�
вором 1% BSA–PBS–0,1% Tween 20. После это�
го осадок клеток обрабатывали разведенными в
500 раз антителами к mPRα (ab75508), разведен�
ными в 100 раз антителами к mPRβ (ab123693)
или разведенными в 500 раз антителами к mPRγ
(ab79517). Ранее мы использовали те же самые
антитела для иммуноблоттинга и выявляли с их
помощью белки ожидаемого молекулярного ве�
са [13]. Для контроля на специфическое окра�
шивание использовали клетки без обработки
первичными антителами в 1% BSA–PBS–
0,1% Tween 20. Обработку клеток первичными
антителами проводили 60 мин при 150 об./мин и
20–22 °С, отмывали и обрабатывали раствором
вторичных антител, разведенных в 500 раз (Alexa
Fluor 488, ab150077), в течение 60 мин при
150 об./мин и 20–22 °С. Контрольные клетки
также обрабатывали вторичными антителами.
После инкубации клетки трижды отмывали в
PBS–0,1% Tween 20. Полученный осадок клеток
суспендировали в растворе PBS и использовали
для определения интенсивности флуоресцент�
ного окрашивания Alexa Fluor 488 (канал
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«FITC») на проточном цитофлуориметре
(LSRFortessa, «BD Biosciences», США).

Обработка гормонами и ингибиторами киназ.
Для инкубации со стероидами использовали
третий пассаж клеток BxPC3 или LNCaP в среде
RPMI�1640 без фенолового красного с добавка�
ми, описанными выше. Опухолевые клетки по�
мещали в чашки Петри для культивирования
или в 6/24/96�луночные планшеты и выращива�
ли до 70% конфлюэнтности. Затем добавляли
свежую среду без фенолового красного, содер�
жащую стероиды или растворитель этанол (0,2%
объема среды). Клетки подвергали воздействию
различных концентраций прогестерона и селек�
тивных лигандов mPR (1, 5, 20 мкМ) в течение
48 или 72 ч. При работе с ингибиторами
р38 МАРК и JNK соединения SB203580 и
SP600125 растворяли в диметилсульфоксиде
(ДМСО), разводили в среде и добавляли в лунки
до конечной концентрации 15 и 2,5 мкМ соответ�
ственно. Используемые концентрации были по�
добраны в предварительно проведенных экспе�
риментах. Ингибиторы добавляли как к клет�
кам, инкубируемым со стероидами, так и к
контрольным пробам с этанолом. После окон�
чания инкубации культуральный супернатант
удаляли, клетки использовали для проведения
экспериментов.

XTT@тест. Жизнеспособность клеток оцени�
валась с помощью ХТТ�теста. Клетки ВхРС3 и
LNCaP пересаживали в 96�луночный планшет по
10–13 тыс. клеток на лунку и оставляли на ночь
при 37 °C для прикрепления к поверхности, затем
клетки обрабатывали прогестероном или соеди�
нениями LS�01 и LS�02 в разных концентрациях
в отсутствие или в присутствии ингибиторов, как
описано выше. Затем в лунки с объемом среды
100 мкл добавляли по 50 мкл маркировочной
смеси 2,3�бис�(2�метокси�4�нитро�5�сульфофе�
нил)�2H�тетразолиум�5�карбоксанилида (XTT)
на лунку и инкубировали в течение 3 ч при 37 °C
и 5% CO2. Оптическую плотность образцов изме�
ряли при 450 и 620 нм с использованием план�
шетного спектрофотометра (Multiscan EX
«Thermo Electron Corporation», США).

TUNEL@тест. Клетки ВхРС3 высеивали на
6�луночный планшет по 800 тыс. клеток на лун�
ку, через сутки их обрабатывали гормонами в от�
сутствие или в присутствии ингибиторов, как
описано выше. Анализ TUNEL проводили в
соответствии с инструкциями производителя
по протоколу для TUNEL Alexa Fluor®
(«Invitrogen») с использованием набора APO�
BrdU™ TUNEL Assay Kit с Alexa Fluor® 488
Anti�BrdU�A23210 («Invitrogen»). Количество
апоптозных клеток подсчитывали методом про�
точной цитометрии на LSRFortessa.

Анализ клеток, окрашенных конъюгатом
Annexin V–FITC. Клетки высеивали на 24�лу�
ночный планшет (из расчета 60 тыс. клеток на
лунку). На следующий день производили обра�
ботку клеток исследуемыми стероидами в отсут�
ствие и на фоне ингибиторов р38 и JNK, как
описано выше. После окончания инкубации
клетки снимали раствором трипсина и перено�
сили в пробирки. Для определения апоптоти�
ческих и некротических клеток использовали
набор Annexin V–FITC conjugate (A13199,
«Invitrogen»). Определение производили соглас�
но рекомендациям производителя. Интенсив�
ность флуоресцентного окрашивания клеток
анализировали на проточном цитофлуориметре
LSRFortessa, используя каналы «FITC» и
«PerCP�cy5�5 A».

Измерение содержания мРНК. Клетки ВхРС3
обрабатывали гормонами на фоне или в отсут�
ствие ингибиторов, как описано выше. Затем
тотальную РНК экстрагировали из лизирован�
ных клеток с использованием реагента TRIzol
(«Invitrogen»), после чего на ней синтезировали
кДНК с использованием набора для обратной
транскрипции ImProm�IITM Reverse Transcription
System («Promega», США), следуя инструкциям
производителя. Далее кДНК амплифицировали
с помощью ПЦР в реальном времени на прибо�
ре Applied Biosystems 7500 («Applied Biosystems»,
США) с использованием набора реагентов,
включающего интеркалирующие красители
SYBR Green I и ROX в соответствии с рекомен�
дациями производителя. Используемые для
ПЦР специфические праймеры приведены в
таблице в Приложении. Последовательности
праймеров были выбраны с помощью программ
Beacon Designer 7.51 (www.PremierBiosoft.com) и
Primer designing tool (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/tools/primer�blast/) и синтезированы в
«Синтол». Уровень экспрессии мРНК изучае�
мых генов нормировали на уровень мРНК рефе�
ренсного гена («домашнего хозяйства») GAPDH
(глицеральдегид�3�фосфатдегидрогеназы), а за�
тем – на контрольный образец для относитель�
ного количественного определения с использо�
ванием метода ΔΔCt. Подробности описаны ра�
нее [34].

Иммуноблоттинг. В этих экспериментах
клетки ВхРС3 инкубировали с различными
концентрациями прогестерона и селективных
лигандов mPRs (0, 1, 5, 20 мкM) в течение
40 мин. Лизаты клеток готовили с помощью ре�
агента для лизиса клеток (CelLyticTM M, C2978,
«Sigma»), дополненного ингибитором протеаз и
фосфатаз (MS�SAFE Protease and Phosphatase
inhibitor, «Sigma»). Концентрацию белка опре�
деляли по методу Брэдфорд. Белки лизатов кле�
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ток (20 мкг) разделяли электрофорезом в
SDS�полиакриламидном геле и переносили на
нитроцеллюлозные мембраны для блоттинга
(«GE Healthcare Life Sciences», Германия) в тече�
ние 1 ч. Затем мембраны обрабатывали в тече�
ние 1 ч блокирующим буфером – PBS, содержа�
щим 0,1% Tween 20 и 2% блокирующего агента
(ECL Advance Blocking Agent, «GE Healthcare
Life Sciences»), и инкубировали с первичными
антителами к фосфо�p38 MAPK (Thr180,
Tyr182), p38 MAPK, активированной JNK
(Thr183, Tyr185�дифосфорилированной JNK),
JNK или GAPDH в течение ночи при 4 °C. Пос�
ле этого мембраны промывали физиологичес�
ким раствором на основе Tris�буфера, содержа�
щим 0,1% Tween 20, и инкубировали с вторич�
ными антителами, конъюгированными с перок�
сидазой хрена («GE Healthcare Life Sciences»,
Великобритания) в течение 1 ч при комнатной
температуре, затем опять промывали. Сигналы
регистрировали с помощью реагента ECL
SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity
Substrate («Thermo Scientific») на приборе
ChemiDoc MP system («Bio�Rad», США).

Статистический анализ. Результаты измере�
ний представлены как среднее ± стандартное
отклонение. Для статистического анализа ис�
пользовали программу GraphPad Prism 6.01
(«GraphPad Software», США). Данные проана�
лизированы при помощи однофакторного дис�
персионного анализа (one�way ANOVA) с ис�
пользованием критерия Даннетта для множест�
венных сравнений (Dunnett’s multiple compar�
isons test). Различия считали достоверными при
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Выявление белков mPRs в клетках ВхРС3 с
помощью цитофлуориметрии с использованием
антител к внутреннему и С@концевым участкам ре@
цепторных белков αα, ββ и γγ субтипов. Для выявле�
ния mPRα были использованы первичные по�
ликлональные антитела (АТ) ab75508, вырабо�
танные к внутреннему домену этого белка; для
выявления mPRβ и mPRγ – АТ ab123693 и
ab79517, выработанные к С�концевым участкам
соответствующих субтипов рецепторов. При
проточной флуориметрии клеток ВхРС3 без
фиксации (рис. 1, а, б, в) мы наблюдаем пики
при совместной обработке (в центре) вторичны�
ми и первичными АТ к mPRα, β и γ (ab75508,
ab123693 и ab79517), аналогичные тем, что визу�
ализируются при обработке только вторичными
АТ (слева). Эти пики при совмещении практи�
чески сливаются (справа). Следовательно, пер�

вичные АТ не взаимодействуют с интактными
нефиксированными клетками. Как видно на
рис. 2 (а, б, в), при анализе с помощью проточ�
ной флуориметрии пики флуоресценции фик�
сированных 3,5%�ным параформальдегидом
клеток, обработанных первичными АТ к разным
субтипам mPRs с последующей обработкой вто�
ричными АТ, сдвинуты в область более интен�
сивной флуоресценции по сравнению с теми,
что характерны для клеток, обработанных толь�
ко вторичными АТ. Таким образом, после фик�
сации клеток первичные АТ получили доступ к
специфическим эпитопам, находящимся внут�
ри клетки во внутреннем участке белка mPRα
или на С�концевом участке белков mPR субти�
пов β и γ, следовательно, С�концевой домен
mPRs погружен внутрь клетки. Полученные в
этом эксперименте данные дополнительно
подтверждают результаты иммуноблоттинга [13]
касательно наличия белковых продуктов mPRs в
клетках ВхРС3.

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на жизнеспособность клеток ВхРС3 и
клеток LNCaP человека, взятых в качестве нега�
тивного контроля в связи с отсутствием в них
рецепторов прогестерона. По результатам
ХТТ�теста на клеточной линии ВхРС3 с макси�
мальным уровнем экспрессии mPRs через 72 ч
инкубации Р4 вызывал достоверное снижение
жизнеспособности клеток на 10% (р = 0,0431) и
45% (р < 0,0001) в концентрациях 5 и 20 мкМ
соответственно. Соединение LS�01 в тех же
концентрациях вызывало снижение жизнеспо�
собности клеток ВхРС3 на 7% и 15% соответ�
ственно (р < 0,0001). Соединение LS�02 досто�
верного эффекта не оказывало (рис. 3). Досто�
верного влияния изучаемых стероидов на жиз�
неспособность клеток LNCaP обнаружено не
было.

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на жизнеспособность клеточных линий
человека ВхРС3 и LNCaP в присутствии ингиби�
торов р38 МАРК и JNK. Рис. 4, а демонстрирует,
что по результатам ХТТ�теста действие Р4 и се�
лективных лигандов на подавление жизнеспо�
собности клеток ВхРС3 усиливалось в присут�
ствии ингибитора р38 МАРК, SB203580. Жиз�
неспособность клеток достоверно снижалась до
значений 78% (р = 0,0026), 65% (р < 0,0001) и
44% (р < 0,0001) от контроля под действием про�
гестерона в концентрациях 1, 5 и 20 мкМ соот�
ветственно и до 77% (р = 0,0043), 81%
(р = 0,0015) и 59% (р < 0,0001) соответственно
под действием соединения LS�01 в тех же кон�
центрациях. Стоит отметить, что соединение
LS�02, которое не влияло на пролиферативную
активность клеток ВхРС3, все же начинало
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действовать на фоне этого ингибитора, но толь�
ко в максимальной концентрации, 20 мкМ, сни�
жая жизнеспособность клеток до 64%
(р < 0,0001) от контроля. Противоположная кар�
тина наблюдалась на фоне ингибитора
SP600125, подавляющего активность JNK –
действие стероидов практически сводилось к
нулю (рис. 4, б), лишь максимальная концентра�
ция Р4 оказывала слабый эффект. Жизнеспо�
собность клеток LNCaP на фоне ингибиторов

достоверно не изменялась под действием про�
гестерона и соединений LS�01, LS�02 – также,
как и в отсутствие ингибиторов.

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на фрагментацию ДНК ядер клеток
ВхРС3 человека в отсутствие и в присутствии
ингибиторов киназ, SB203580 и SP600125. Клас�
сическим стандартом для определения апоптоза
в клетках является обнаружение в их ядрах
фрагментированной ДНК с помощью TUNEL�
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Рис. 1. Данные цитофлуориметрии клеток ВхРС3 без фиксации, обработанных либо только вторичными АТ (слева), либо
первичными АТ с последующей обработкой вторичными АТ (в центре); совмещение обоих пиков (справа). а – Первич�
ные АТ к mPRα, б – первичные АТ к mPRβ, в – первичные АТ к mPRγ
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теста. Мы изучили действие на этот параметр 3
стероидов в максимально используемой концен�
трации 20 мкМ через 72 ч инкубации в сравне�
нии с контролем без воздействия гормонов. Ре�
зультаты одного из 4 экспериментов приведены
на рис. 5. Можно видеть, что все 3 соединения
вызывают появление (или значительное увели�
чение) пика с высокой интенсивностью флуо�

ресценции, обусловленное взаимодействием
меченых антител с разрывами ДНК после вклю�
чения в них 5�бром�2′�дезоксиуридинов. Ре�
зультаты статистического обсчета всех 4 экспе�
риментов TUNEL�анализа показали, что в
контроле в среднем обнаруживается 5,5% кле�
ток в процессе апоптоза, в присутствии Р4 это
значение возрастает до 19% (р = 0,0012), соеди�
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Рис. 2. Данные цитофлуориметрии клеток ВхРС3 после фиксации 3,5%�ным параформальдегидом, обработанных либо
только вторичными АТ (слева), либо первичными с последующей обработкой вторичными АТ (в центре); совмещение
обоих пиков (справа). а – Первичные АТ к mPRα, б – первичные АТ к mPRβ, в – первичные АТ к mPRγ
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нения LS�01 – до 17,3% (р = 0,0043), соединения
LS�02 – до 12,5% (р = 0,0894).

В присутствии ингибитора р38 МАРК эф�
фекты стероидов на уровень фрагментации
ДНК клеток не отличались от контроля, а на
фоне ингибитора JNK сохранялись, но несколь�
ко ослабевали. В среднем на фоне ингибитора
SP600125 в контроле наблюдалось 4% клеток в
процессе апоптоза, в присутствии Р4 – 18,7%

(р = 0,0271), LS�01 – 14% (р = 0,1674), LS�02 –
7,3% (р = 0,8771).

Эффект прогестерона и селективных лиган�
дов mPRs на экспонирование фосфатидилсерина
на наружной мембране клеток ВхРС3 человека и
на проницаемость их мембран для йодистого про�
пидия. Еще одним признаком апоптоза клеток
является экспонирование фосфолипида фосфа�
тидилсерина на их поверхности, обнаруживае�
мого по связыванию с меченым аннексином V
при проточной цитометрии. В нашем экспери�
менте параллельно с клетками, имеющими
признаки апоптоза, определяли некротические
клетки, мембраны которых становятся прони�
цаемы для йодистого пропидия. После 72 ч воз�
действия на клетки ВхРС3 прогестерона или
изучаемых стероидов LS�01 и LS�02 в макси�
мально используемой концентрации (20 мкМ)
мы не обнаружили достоверных различий меж�
ду контролем и образцами, инкубированными с
гормонами – ни в связывании клеток с меченым
аннексином V, ни в проницаемости их мембран
для йодистого пропидия. Также были проведе�
ны эксперименты по определению уровня свя�
зывания меченого аннексина V через 48 ч инку�
бации со стероидами в концентрации 20 мкМ.
Оказалось, что только соединение LS�02 досто�
верно увеличивало количество клеток, связыва�
ющих аннексин V, и тех, чьи мембраны стали
проницаемы для йодистого пропидия. При ста�
тистическом обсчете экспериментальных дан�
ных по проточной цитометрии клеток ВхРС3 в
контроле (рис. 6, а) и после инкубации в тече�
ние 48 ч с 20 мкМ соединения LS�02 (рис. 6, б)
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Рис. 3. Действие прогестерона (Р4) и соединений LS�01 и
LS�02 на жизнеспособность клеток ВхРС3, определяемую
с помощью ХТТ�теста. Статистическая значимость разли�
чий определена с применением one�way ANOVA и крите�
рия Даннетта для множественных сравнений, приведено
значение среднего ± стандартного отклонения по 4–5 не�
зависимым экспериментам. * Достоверные различия с
контролем, где р < 0,05

Рис. 4. Действие прогестерона (Р4) и соединений LS�01 и LS�02 на жизнеспособность клеток ВхРС3 на фоне ингибито�
ров киназ SB203580 (а) и SP600125 (б), определяемую с помощью ХТТ�теста. Статистическая значимость различий опре�
делена с помощью one�way ANOVA и критерия Даннетта для множественных сравнений, приведено значение средне�
го ± стандартного отклонения по 3 независимым экспериментам. * Достоверные различия с контролем, где р < 0,05
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наблюдалось увеличение пиков, характеризую�
щих число клеток, связавших аннексин V, в
1,3 раза (р = 0,0171) по сравнению с контролем;
пиков, характеризующих число клеток, погло�
тивших йодид пропидия – в 1,4 раза (р = 0,0545);
а также пиков, соответствующих клеткам, од�
новременно связывающим аннексин V и прони�
цаемых для йодида пропидия – в 1,5 раза
(р = 0,0304) от контрольных значений. Соедине�
ние LS�02 теряло активность на фоне обоих ин�
гибиторов, SB203580 и SP600125, как в области
своего действия на апоптотические изменения
мембран клеток ВхРС3, так и в модуляции про�
ницаемости мембран для йодистого пропидия.

Регуляция прогестероном и селективными ли@
гандами mPRs в клетках ВхРС3 экспрессии генов
факторов, связанных с процессами пролиферации
и апоптоза, как в отсутствие ингибиторов киназ,
так и на их фоне. Методом обратной транскрип�

ции и последующей ПЦР в реальном времени
было изучено действие трех стероидов в концен�
трациях 5 и 20 мкМ на уровень мРНК маркеров
пролиферации, Ki67, PCNA и циклина D1, а
также ингибиторов циклин�зависимых киназ,
р21 и р27, через 72 ч их инкубации с клетками
ВхРС3. В отсутствие ингибиторов киназ Р4
снижал содержание мРНК Ki67 в клетках в
среднем до 77% и 51% (р < 0,0001) от контроль�
ного уровня при концентрациях 5 и 20 мкМ со�
ответственно; мРНК циклина D1 – до 85% и
48% (р < 0,0001); мРНК PCNA – до 83% и 60%
(р < 0,0001); повышал уровень мРНК р21 в 1,2 и
2,3 раза (р < 0,0001) по сравнению с контролем
в концентрациях 5 и 20 мкМ соответственно.
Уровень мРНК р27 достоверно не изменялся
при 72�часовой инкубации ни с одним из трех
стероидов. Соединение LS�01 в концентрации
5 мкМ слабо действовало на экспрессию изуча�
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Рис. 5. Результаты одного из 4 повторов TUNEL�теста, демонстрирующие действие прогестерона, а также соединений
LS�01 и LS�02 на появление пика флуоресценции, соответствующего клеткам с фрагментированной ДНК. Верхний левый
график – контроль, верхний правый график – действие 20 мкМ прогестерона, левый нижний график – действие 20 мкМ
соединения LS�01 (I), правый нижний график – действие соединения LS�02 (II)
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Рис. 6. а – Графики и точечная диаграмма распределения клеток в контрольном эксперименте по связыванию меченого
аннексина V и поглощению йодистого пропидия; б – графики и точечная диаграмма распределения клеток под воздей�
ствием соединения LS�02 (II) в течение 48 ч в эксперименте по связыванию меченого аннексина V и поглощению йодис�
того пропидия

а

б
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емых генов. В концентрации 20 мкМ наиболее
сильный эффект, аналогичный прогестерону,
оно оказывало на содержание в клетках мРНК
циклина D1 и PCNA, снижая в среднем их уро�
вень до 63% (р < 0,0001) и 77% (р = 0,0998) от
контроля соответственно. Соединение LS�02 не
влияло на жизнеспособность клеток в ХТТ�тес�
те и не изменяло экспрессии изучаемых генов
факторов, связанных с пролиферацией. В при�
сутствии ингибитора р38 МАРК эффекты Р4 и
соединения LS�01 на экспрессию генов факто�
ров пролиферации нивелировались, за исклю�
чением гена, кодирующего белок Ki67. Такая же
ситуация с подавлением экспрессии кодирую�
щего Ki67 гена наблюдалась и на фоне ингиби�
тора JNK для прогестерона и соединения LS�01,
тогда как их эффекты на экспрессию трех дру�
гих генов тоже исчезали в присутствии
SP600125. Таким образом, уровни мРНК цик�
лина D1, PCNA, а также ингибитора циклин�
зависимых киназ р21 регулируются прогестина�
ми в этих клетках с участием не только
р38 МАРК, но и JNK, в то время как экспрессия
гена, кодирующего Ki67, подавляется ими через
другой сигнальный путь с не выявленным в на�
шем исследовании посредником.

В настоящей работе мы также изучали
действие Р4 и двух селективных лигандов mPRs
на экспрессию 12 генов факторов, связанных с
программируемой гибелью клеток путем апоп�
тоза. Определялся уровень мРНК каспаз 3, 8 и 9,
BAD, BAX, BCL2А1, DAPK, FAS, HRK, APAF1,
BIK и p53. В отсутствие ингибиторов Р4 и соеди�
нение LS�01 снижали уровень экспрессии двух
генов – BCL2А1 и BAX, причем достоверным бы�
ло только воздействие максимальных концент�
раций обоих стероидов на экспрессию BCL2А1.
Прогестерон в концентрациях 5 и 20 мкМ сни�
жал содержание мРНК антиапоптотического
фактора BCL2А1 в среднем до 75% и 28%
(р < 0,0001) от контрольных значений, а соеди�
нение LS�01 – до 67% и 35% (р < 0,0001) от конт�
роля соответственно. Все три изучаемых стерои�
да повышали уровень мРНК проапоптотическо�
го HRK, но только эффект максимально исполь�
зуемой концентрации соединения LS�02 был
достоверным в отсутствие ингибиторов киназ.
Р4 повышал содержание мРНК HRK в 1,3 и
1,7 раз в зависимости от концентрации; соеди�
нение LS�01 – в 1,5 раза; соединение LS�02 – в
1,6 и 2,7 раза (р < 0,0001) при концентрациях 5 и
20 мкМ соответственно. Также в концентрации
20 мкМ соединение LS�02 достоверно повышало
содержание мРНК каспазы 9 в 1,4 раза
(р = 0,0003) и DAPK – в 1,7 раз (р < 0,0001). Та�
ким образом, при действии соединения LS�02
повышалась экспрессия трех генов проапопто�

тических факторов, тогда как действие Р4 и сое�
динения LS�01 на уровни изучаемых мРНК, свя�
занных с апоптозом генов, было неоднозначно,
поскольку они подавляли экспрессию не только
BCL2А1, но и BAX. На фоне ингибитора
р38 МАРК проапоптотический эффект соедине�
ния LS�02 еще более усиливался. Наблюдался
подъем уровня мРНК каспазы 3 в среднем в
1,5 раза (р < 0,0001) при его концентрации в
20 мкМ, а подъем уровня мРНК каспазы 9 в
1,6 раз (р = 0,0006) происходил уже при концент�
рации 5 мкМ, в 1,7 раза (р < 0,0001) – при
20 мкМ; повышался уровень мРНК BAD в 1,4
(р = 0,0008) и 1,7 раза (р < 0,0001), а мРНК BAX –
в 1,5 (р = 0,0328) и 1,6 раз (р = 0,0053) при 5 и
20 мкМ стероида соответственно. Сохранялось
действие LS�02 на фоне ингибитора SB203580 на
усиление экспрессии гена HRK в 1,4 и 2,6 раз
(р = 0,0017), но пропадал стимулирующий эф�
фект на экспрессию гена DAPK. У Р4 и соедине�
ния LS�01 на фоне ингибитора р38 МАРК пол�
ностью исчезало подавляющее действие на
экспрессию гена BAX и несколько ослабевало
влияние прогестерона на уровень мРНК
BCL2А1. Как и соединение LS�02, на фоне
SB203580 два других стероида повышали уро�
вень мРНК BAD: прогестерон – в 1,1 и 1,4 раза
(р = 0,0038), а соединение LS�01 – в
1,5 (р = 0,0002) и 1,3 раза (р = 0,0162) в зависи�
мости от их концентраций. Ингибитор JNK не
оказывал никакого влияния на эффекты LS�02 в
отношении регуляции экспрессии генов факто�
ров апоптоза. Если соединение LS�02 действова�
ло в отсутствие ингибитора, то продолжало
действовать и в его присутствии; если же оно не
демонстрировало достоверной активности, то и
на фоне ингибитора JNK оставалось неактив�
ным. Также этот ингибитор не влиял на подавле�
ние прогестероном и соединением LS�01
экспрессии BCL2А1. На фоне SP600125, во�пер�
вых, исчезал эффект соединения LS�01 на по�
давление экспрессии гена BAX; во�вторых, в его
присутствии усиливались стимулирующие эф�
фекты Р4 и соединения LS�01 на уровень мРНК
HRK. Р4 повышал его в 1,2 и 3,1 раза (р < 0,0001)
по сравнению с контрольными значениями, со�
единение LS�01 – в 1,6 и 2,7 раз (р < 0,0001) вы�
ше контроля в зависимости от концентрации. Из
результатов этих экспериментов можно сделать
заключение, что участие JNK в регуляции подав�
ления пролиферативной активности клеток
ВхРС3 и регуляции экспрессии генов, с нею свя�
занных, является более значимым, чем ее пос�
редничество в регуляции экспрессии факторов
апоптоза и самого процесса программируемой
гибели клеток под действием изучаемых стерои�
дов. JNK – один из медиаторов сигнальных пу�
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тей, активируемых через mPRs прогестероном и
селективными лигандами этих рецепторов в
клетках ВхРС3. Посредниками их действия так�
же являются р38 МАРК и, по�видимому, еще ка�
кой�то не выявленный нами сигнальный каскад.

Прогестерон и селективные лиганды mPRs
стимулируют активирующее фосфорилирование
р38 МАРК и JNK. Изучение регуляции стерои�
дами процессов пролиферации клеток ВхРС3 и
их гибели путем апоптоза на фоне ингибиторов
SB203580 и SP600125 показало, что обе кина�
зы – р38 МАРК и JNK – могут быть медиатора�
ми сигнальных путей, активируемых через mPRs

и действующих на разные мишени внутри этих
клеток. Для подтверждения данного предполо�
жения мы изучили регуляцию фосфорилирова�
ния этих двух киназ под действием изучаемых
соединений, ведущее к повышению их актив�
ности. С помощью антител к фосфорилирован�
ным формам этих ферментов и к белкам вне за�
висимости от их фосфорилирования было пока�
зано, что все три стероида дозозависимо активи�
руют р38 МАРК и суммарно – все изоформы
JNK (рис. 7, 8).

На рисунке 7 приведены результаты анализа
вестерн�блоттинга фосфорилированных форм
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Рис. 7. Эффект прогестерона (Р4) на фосфорилирование JNK и р38 МАРК в клетках ВхРС3. а – Иммуноблоттинг лиза�
тов клеток ВхРС3, обработанных Р4 в концентрациях 1, 5 и 20 мкМ и ингибитором (инг.1) SB203580. На фотографии
представлены фосфорилированная форма (pJNK) и общая JNK, фосфорилированная форма (pP38) и общая р38 МАРК,
референсный белок (GAPDH). б – Денситометрический анализ результатов иммуноблоттинга: слева – соотношение фос�
форилированной формы р38 МАРК к тотальному белку р38 МАРК в лизатах клеток ВхРС3 в контроле и при действии
1, 5 и 20 мкМ прогестерона. Приведено значение среднего ± стандартного отклонения по 13 независимым экспериментам;
справа – отношение суммарного уровня фосфорилированных изоформ JNK к суммарному уровню всех изоформ JNK в
лизатах контрольных и обработанных 1, 5 и 20 мкМ прогестерона клеток ВхРС3. Приведено значение среднего ± станда�
ртного отклонения по 7 независимым экспериментам. Статистическая значимость различий определена с помощью one�
way ANOVA и критерия Даннетта для множественных сравнений. * Достоверные различия с контролем, где р < 0,05
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JNK и р38 МАРК при действии возрастающих
концентраций Р4. Фосфорилирование обеих
киназ усиливалось прогестероном. Также на ри�
сунке видно, что на фоне ингибитора р38 МАРК
фосфорилирование самой киназы р38 усилива�
ется. Это происходит, видимо, вследствие того,
что механизм действия ингибитора SB203580
заключается в блокировании связывания ATP в
соответствующем кармане фермента, при этом
он не ингибирует фосфорилирование р38
МАРК вышерасположенными в сигнальном
каскаде (upstream) киназами. В результате по
механизму отрицательной обратной связи
upstream киназы становятся значительно актив�
нее, пытаясь восстановить инактивированный
ингибитором фермент. Особый интерес пред�
ставляет неожиданное усиление фосфорилиро�
вания JNK на фоне этого ингибитора р38 МАРК
(рис. 7, а). По�видимому, в клетках ВхРС3 JNK
и р38 МАРК фосфорилируются общей upstream
киназой. Действие ингибитора SP600125 было
ожидаемым и приводило к снижению фосфори�
лирования JNK. На рис. 7, б представлены гис�
тограммы результатов статистического обсчета
денситометрического анализа данных вестерн�
блоттинга по фосфорилированию р38 МАРК (13
экспериментов) и фосфорилированию JNK (7
экспериментов) под действием 3 различных
концентраций прогестерона. Р4 в зависимости
от концентрации повышает активирующее фос�
форилирование р38 МАРК в среднем в 1,5; 2,1 и
2,7 раза (р = 0,013), JNK – в 1,1; 1,4 и 2 раза
(р = 0,043) для всех изоформ суммарно.

С соединениями LS�01 и LS�02 было прове�
дено по 3 независимых эксперимента. Их ре�

зультаты показали, что под действием LS�01
фосфорилирование р38 МАРК повышается в
среднем в 1,7–2 раза, фосфорилирование сум�
марно всех изоформ JNK повышается в среднем
в 1,1; 1,3 и 1,6 раз в зависимости от концентра�
ции; под действием LS�02 фосфорилирование
р38 МАРК повышается в среднем в 1,3; 2,4 и
2,5 раза, фосфорилирование суммарно всех изо�
форм JNK повышается в среднем в 2,0–2,2 раза
(рис. 8, а, б). Таким образом, Р4 и селективные
лиганды, изучаемые в данной работе, активируя
mPRs в клетках ВхРС3, запускают сигнальные
каскады с участием как р38 МАРК, так и JNK,
действующие на разные конкретные мишени в
этих клетках.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе впервые было изучено
действие селективных лигандов mPRs в сравне�
нии с прогестероном на пролиферативную ак�
тивность и программируемую гибель клеток пу�
тем апоптоза и некроза. Главной целью было
исследование роли mPRs в этих процессах, ко�
торая пока еще слабо изучена в опухолевых
клетках.

Ранее было показано, что уровень мРНК
mPRs в клетках ВхРС3 аденокарциномы подже�
лудочной железы человека наиболее высок сре�
ди всех изученных линий опухолевых клеток че�
ловека и составляет для субтипа α 270%, β – 27%
и γ –283% от уровня мРНК GAPDH, при этом
мРНК nPRs в этих клетках практически не об�
наруживается [13]. В клетках LNCaP аденокар�
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Рис. 8. Эффект соединения LS�01 (а) и LS�02 (б) на фосфорилирование JNK и р38 МАРК в клетках ВхРС3. Иммуноблот�
тинг лизатов клеток ВхРС3, обработанных соединением LS�01 или LS�02 в концентрациях 1, 5 и 20 мкМ. На фотографии
представлены фосфорилированная форма (pJNK) и общая JNK, фосфорилированная форма (pP38) и общая р38 МАРК,
а также референсный белок (GAPDH)
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циномы предстательной железы, наоборот, со�
держание мРНК mPRs было очень низким: для
субтипов α и γ – менее 1%, для β – 2% от уровня
мРНК GAPDH, в то время как nPRs также не
были обнаружены. Таким образом, это послу�
жило причиной выбора данной клеточной ли�
нии в качестве негативного контроля в наших
экспериментах. Изучение белкового состава ре�
цепторов прогестерона методом иммуноблот�
тинга подтвердило ранее сделанные выводы,
продемонстрировав наличие в клетках ВхРС3
всех трех субтипов mPRs и отсутствие nPRs [13].
В данной работе мы еще одним методом под�
твердили экспрессию мембранных рецепторов
прогестерона в этих клетках, определив вместе с
этим топологию С�концевого участка указанных
белков. Ранее с использованием биоинформа�
тических алгоритмов было предсказано внекле�
точное расположение С�конца mPRs [29]. Такая
прогнозируемая топология затрудняла объясне�
ние фактов, свидетельствующих о функциони�
ровании некоторых субтипов mPRs как рецеп�
торов, сопряженных с G�белками (GPCRs)
[24, 27, 28]. Топологию разных субтипов этих ре�
цепторов исследовали в ряде работ, однако пол�
ного единства мнений по этому вопросу достиг�
нуто не было [17, 27, 31]. Так, в клетках СНО
после транзиентной трансфекции экспрессиро�
ванные mPRs имели внутриклеточный N�конец
и внеклеточный C�конец, то есть топологию,
аналогичную топологии рецепторов адипонек�
тина и «противоположную» GPCRs [30]. В на�
шей работе целые нефиксированные клетки
ВхРС3 не взаимодействовали с АТ к С�концу
mPRβ и γ, так же, как и с АТ к внутриклеточно�
му домену mPRα (рис. 1, а, б, в). Очевидно, дан�
ные эпитопы находятся не на наружной поверх�
ности мембран. При фиксации клеток ситуация
изменилась, в данных условиях АТ связывались
со ставшими доступными внутриклеточными
фрагментами mPRs, и пики флуоресценции
сдвинулись в область яркого свечения
(рис. 2, а, б, в). Таким образом, было показано,
что С�концевой фрагмент всех трех белков mPRs
имеет внутриклеточное расположение. Наши
результаты на клетках ВхРС3 подтверждают
данные, полученные другими исследователями
для mPRα в трансфицированных клетках MDA�
MB�231 и для mPRβ – в нейрональных клетках
линии PC12 [17, 27].

Мы использовали клетки ВхРС3 с макси�
мальным уровнем экспрессии mPRs и клетки
LNCaP с крайне низким их содержанием как
негативный контроль для изучения влияния Р4
и селективных лигандов на пролиферативную
активность этих клеток. Инкубация с тремя
концентрациями изучаемых стероидов прово�

дилась в течение 72 ч. Время было выбрано по
результатам предыдущего исследования, в кото�
ром наблюдались изменения жизнеспособности
клеток под действием Р4 в зависимости от вре�
мени инкубации с гормоном [13]. Как видно из
результатов ХТТ�теста, на клетки с высоким
уровнем mPRs ингибирующее действие оказы�
вали Р4 и один из селективных лигандов – сое�
динение LS�01 (рис. 3). На жизнеспособность
клеток LNCaP статистически достоверного эф�
фекта стероидов обнаружено не было. В клетках
ВхРС3 мишенями действия прогестерона среди
изучаемых в нашей работе оказались гены бел�
ков Ki67, циклина D1, PCNA, а также ингибито�
ра циклин�зависимых киназ р21. Через регуля�
цию их экспрессии P4 может влиять на процесс
пролиферации. Соединение LS�01 действовало
слабее, наиболее значительный эффект оно ока�
зывало на экспрессию гена циклина D1. Соеди�
нение LS�02 не влияло ни на жизнеспособность
клеток ВхРС3, ни на экспрессию генов факто�
ров, связанных с пролиферацией.

Действие Р4 и селективных лигандов на раз�
ные стадии программируемой гибели клеток
значительно различалось. Через 48 ч инкубации
со стероидами статистически значимое дей�
ствие на стадии гибели клеток ВхРС3, связан�
ные с изменениями мембран, оказало только
соединение LS�02 (рис. 6). Под действием этого
стероида достоверно увеличивалось количество
клеток с измененными мембранами, экспони�
рующими фосфатидилсерин, также повыша�
лось число некротических клеток. Через 72 ч
воздействия данный эффект этого соединения
нивелировался до контрольного уровня. На дру�
гие стадии апоптоза, связанные с фрагментаци�
ей ДНК клеток, через 72 ч воздействия эффект
оказывали все три стероида (рис. 5), причем Р4
и LS�01 были наиболее эффективны, в то время
как LS�02 действовало на этот процесс несколь�
ко слабее. Выявленной мишенью в регуляции
апоптоза для прогестерона и соединения LS�01
является ген белка BCL2А1, экспрессия которо�
го подавляется этими стероидами. Для соедине�
ния LS�02 показано, что его действие приводит
к повышению уровня мРНК HRK, каспазы 9 и
DAPK, стимулируя таким образом процесс
апоптоза в клетках ВхРС3.

Изучение влияния стероидов на активирую�
щее фосфорилирование р38 МАРК и JNK пока�
зало, что все три соединения стимулируют ак�
тивность этих киназ, следовательно, оба фер�
мента являются посредниками в действии этих
соединений – в зависимости от направленности
эффекта (рис. 7, 8). При проверке действия ин�
гибиторов на фосфорилирование мишеней их
действия, р38 МАРК и JNK, эффект ингибитора



SP600125 был ожидаемым, а эффект SB203580 в
этих клетках оказался двойственным (рис. 7, а).
Оказалось, что ингибитор SB203580 не только
инактивировал объект своего действия,
р38 МАРК, но также приводил к значительному
усилению фосфорилирования JNK, повышая ее
активность. Происходило это, видимо, по при�
чине того, что ингибирующее действие
SB203580 не связано с блокированием фосфо�
рилирования р38 МАРК upstream киназами. В
результате эти киназы, пытаясь восстановить
активность одной своей мишени, вместо этого
активировали другой фермент. Согласно неко�
торым данным литературы, в ряде клеток
р38 МАРК и JNK активируются киназой
МКК4 [35]. В результате такого двойственного
действия в ряде случаев оказалось затруднитель�
ным определить причины изменений, происхо�
дящих при действии стероидов на фоне ингиби�
торов.

Изучение участия сигнальных каскадов
р38 МАРК и JNK в действии прогестинов на ис�
следуемые процессы с использованием ингиби�
торов выявило факт посредничества JNK в ин�
гибирующем действии прогестерона и соедине�
ния LS�01 на пролиферативную активность кле�
ток ВхРС3. На фоне ингибитора JNK действие
Р4 существенно ослабевало, а действие соедине�
ния LS�01 исчезало полностью. На фоне инги�
битора р38 МАРК действие изучаемых соедине�
ний усиливалось, вероятно, вследствие неожи�
данного эффекта этого ингибитора на усиление
активности JNK, что также подтверждает ее
участие в подавлении жизнеспособности клеток
ВхРС3 (рис. 4). В клетках LNCaP стероиды не
оказывали действия на пролиферацию ни в от�
сутствие ингибиторов, ни в их присутствии. В
регуляции прогестероном и соединением LS�01
экспрессии генов, связанных с факторами про�
лиферации, такими как PCNA, циклин D1, а
также ингибитор циклин�зависимых киназ р21,
необходимо участие как JNK, так и р38 МАРК.
Регуляция же экспрессии гена, кодирующего
Ki67, опосредуется не идентифицированным в
данной работе сигнальным каскадом.

В эффекте Р4 и селективных лигандов mPRs
на усиление фрагментации ДНК клеток ВхРС3
главным посредником сигнального каскада яв�
ляется р38 МАРК. На фоне ингибитора
р38 МАРК действие соединений полностью
сводится к нулю. Возможно, некоторую роль в
этом процессе играет и JNK, но ингибирование
ее активности лишь незначительно ослабляет
эффекты стероидов. Изучение регуляции
экспрессии генов факторов апоптоза под
действием Р4, LS�01 и LS�02 на фоне ингибито�
ров киназ показало, что JNK практически не

участвует в этом процессе, тогда как р38 МАРК
опосредует некоторые эффекты. Именно через
р38 МАРК прогестерон снижает содержание
мРНК BCL2А1, соединение LS�01 регулирует
экспрессию гена ВАХ, а соединение LS�02 повы�
шает уровень мРНК DAPK. Единственный эф�
фект ингибитора JNK в рассматриваемых про�
цессах заключался в дополнительной стимуля�
ции экспрессии гена HRK в его присутствии под
действием Р4 и LS�01.

В заключение можно отметить, что Р4 и сое�
динение LS�01 действуют практически на все
изучаемые процессы схожим образом. Иногда
эффекты LS�01 оказываются слабее по сравне�
нию с эффектами природного гормона – это
можно объяснить более низким сродством этого
соединения к mPRs в сравнении с прогестеро�
ном. Наиболее выражено влияние этих двух сте�
роидов на процессы пролиферации и на стадии
апоптоза, связанные с фрагментацией ДНК. Со�
единение LS�02 практически не влияет на жиз�
неспособность клеток, однако проявляет более
активное действие на апоптотические измене�
ния клеток, связанные с экспонированием фос�
фатидилсерина на наружной мембране клеток;
оно также имеет другой спектр мишеней регуля�
ции экспрессии генов. Возможно, это связано с
некими временны′ ми параметрами активации
рецепторов и/или сигнальных каскадов, а также
с различающимся сродством этих стероидов к
конкретным субтипам mPRs, α, β и γ, которое
пока не изучено детально. Существенные разли�
чия в действии Р4 и LS�01 от LS�02 можно объ�
яснить разницей в их пространственной струк�
туре. Соединение LS�02 представляет собой
Δ3�5β�прегнановый лиганд с цис�сочленением
колец A и B и непланарной конформацией сте�
роидного скаффолда, в отличие от соединения
LS�01, представляющего собой 19�гидроксиза�
мещенный 3�дезоксопрогестерон, близкий по
конформации к прогестерону.

Применение селективных лигандов позво�
ляет понять механизмы функционирования
mPRs в опухолевых клетках, их роль в канцеро�
генезе и росте опухолевых тканей. Р4 и селек�
тивные лиганды mPRs оказывают цитотокси�
ческое действие на клетки ВхРС3 аденокарци�
номы поджелудочной железы человека. Эти ре�
зультаты позволяют предполагать, что mPRs яв�
ляются перспективными мишенями при проти�
воопухолевой терапии ряда тканей. Селектив�
ные лиганды этих рецепторов могут служить ос�
новой для разработки новых лекарственных
средств, оказывающих избирательные эффекты
через конкретный тип рецепторов и не влияю�
щих на другие функции организма, опосредуе�
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мые nPRs и тесно связанные с регуляцией поло�
вых циклов и процессами репродукции.
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CYTOTOXIC EFFECTS OF THE SELECTIVE LIGANDS
OF MEMBRANE PROGESTERONE RECEPTORS

IN HUMAN PANCREATIC ADENOCARCINOMA CELLS BxPC3
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I. V. Zavarzin2, O. V. Smirnova1, and T. A. Shchelkunova1*
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Progesterone and its synthetic analogues act on cells through different types of receptors, affecting proliferation and
apoptosis. These compounds exert their effect through the nuclear receptors and the insufficiently studied membrane
progesterone receptors (mPRs) belonging to the progestin and adiponectin Q receptor (PAQR) family. We have iden�
tified two selective ligands of mPRs that activate only this type of progesterone receptors – 19�hydroxypregn�4�en�
20�one (LS�01) and 19�hydroxy�5β�pregn�3�en�20�one (LS�02). The goal of this work is to study the effect of these
compounds on proliferation and death of human pancreatic adenocarcinoma cells BxPC3 and involvement of the two
kinases (p38 MAPK and JNK) in signaling pathways activated by progestins through mPRs. It was shown that prog�
esterone and the compound LS�01 significantly (p < 0.05) inhibited the BxPC3 cell viability, with JNK serving as a
mediator. The identified targets of these two steroids are the genes of the proteins Ki67, cyclin D1, PCNA, and p21.
Progesterone and the compound LS�01 significantly (p < 0.05) stimulate DNA fragmentation, enhancing the cell
death. The p38 mitogen�activated protein kinase (MAPK) is a key mediator of this process. The BCL2A1 protein gene
was identified as a target of both steroids. The compound LS�02 significantly (p < 0.05) alters membrane permeabil�
ity and changes the exposure of phosphatidylserine on the outer membrane leaflet, also enhancing the cell death. This
compound acts on these processes by activating both kinases, JNK and p38 MAPK. The compound LS�02 targets the
genes encoding the proteins HRK, caspase 9, and DAPK.

Keywords: progesterone, selective ligands, proliferation, apoptosis, expression, nuclear receptor, membrane proges�
terone receptors


