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СНИЖЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНА ELOVL5 ИЗМЕНЯЕТ МЕХАНИЗМ 
ФЕРРОПТОЗА В КЛЕТКАХ РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ MDA-MB-231
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На сегодняшний день рак молочной железы (РМЖ) является наиболее распространенной онколо-
гической патологией среди женского населения как России, так и всего мира. Ранее в нашей лабо-
ратории был выявлен значимый прогностический маркер РМЖ, а именно ген ELOVL5, уровень
экспрессии которого в паре с геном IGFBP6 позволял предсказывать вероятность развития рециди-
ва РМЖ в течение первых 5 лет наблюдения с высокой чувствительностью (82.0%) и специфично-
стью (62.5%). Сниженная экспрессия этих генов в опухолевой ткани соответствовала неблагопри-
ятному прогнозу. Ген ELOVL5 человека кодирует элонгазу длинноцепочечных полиненасыщенных
жирных кислот (ДПНЖК), употребление которых часто связывают с противоопухолевой активно-
стью, обусловленной в том числе индукцией ферроптотической гибели клеток, ассоциированной с
ускоренным перекисным окислением внутриклеточных липидов. Активация ферроптоза, альтер-
нативного пути запрограммированной клеточной гибели, считается многообещающим подходом к
преодолению лекарственной устойчивости опухолевых клеток. Здесь нами детально изучены изме-
нения динамики ферроптотической гибели, а также транскриптомного профиля клеток РМЖ при
снижении экспрессии гена ELOVL5.
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На сегодняшний день лидирующую позицию в
структуре заболеваемости и смертности женщин
от злокачественных заболеваний как в России,
так и в мире занимает рак молочной железы
(РМЖ) [1, 2], рецидив которого по статистике раз-
вивается у 40% пациентов [3]. Несмотря на послед-
ние достижения в области диагностики и терапии,
РМЖ по-прежнему остается крайне агрессивной
опухолью с неблагоприятным прогнозом, что не-
редко связано с формированием у опухолевых кле-
ток устойчивости к некоторым химиотерапевтиче-
ским препаратам с апоптотическим действием,
стандартно применяемым в клинической практике
[4]. Таким образом, актуальной задачей биомеди-
цины становится изучение альтернативных форм
гибели клеток, что позволит не только преодолеть
резистентность к химиотерапии, но и выявить но-
вые биомаркеры и терапевтические мишени для
улучшения системы прогнозирования РМЖ.

Ранее в нашей лаборатории был разработан
собственный генный классификатор, для постро-
ения которого использовали новый подход. В
этом классификаторе учитывали не только гены,
дифференциальная экспрессия которых была ста-
тистически значима между группами с благопри-
ятным и неблагоприятным прогнозами, но и те,
экспрессия которых в среднем значимо не разли-
чалась. В результате проведенного анализа была
выявлена наиболее информативная пара генов-
маркеров ‒ ELOVL5-IGFBP6. Их уровень экс-
прессии позволял предсказать вероятность реци-
дива РМЖ в первые 5 лет наблюдения пациента с
высокой чувствительностью (82.0%) и специфич-
ностью (62.5%), а их низкая экспрессия в опухо-
левой ткани коррелировала с неблагоприятным
прогнозом [5].

Белок ELOVL5 человека ‒ это элонгаза длинных
полиненасыщенных жирных кислот (ДПНЖК),
которая локализуется в мембране эндоплазмати-
ческого ретикулума и регулирует удлинение цепи
незаменимых для человека полиненасыщенных
омега-3 и омега-6 (С18 и С20) жирных кислот [6,
7]. Кроме того, это фермент принимает непосред-
ственное участие в биосинтезе мононенасыщен-

Список сокращений: ДПНЖК ‒ длинные полиненасыщен-
ные жирные кислоты; РМЖ ‒ рак молочной железы;
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) ‒ анализ обогащен-
ности наборов генов.
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ных жирных кислот [8]. Во многих исследованиях
последних лет показано, что экспрессия гена
ELOVL5 ассоциирована с возникновением и раз-
витием различных онкологических заболеваний
[9‒11]. В частности, недавно нами обнаружено,
что злокачественные опухоли молочной железы
со сниженной экспрессией гена ELOVL5 метаста-
зируют с большей вероятностью из-за более эф-
фективной инвазии опухолевых клеток [12]. Од-
нако большинство актуальных научных работ,
посвященных изучению взаимосвязи ELOVL5 с
неопластической трансформацией, фокусируют-
ся не столько на самом ферменте, сколько на вли-
янии продуктов его катализа – омега-3 и омега-6
ДПНЖК – на процессы в опухолевых клетках. Из-
вестно, что добавление омега-3 ДПНЖК в культу-
ральную среду может подавлять пролиферацию, ми-
грацию и инвазию опухолевых клеток [13–15], в том
числе посредством индукции в клетках ферроптоза –
альтернативного пути запрограммированной кле-
точной смерти [16, 17], что может быть использова-
но для разработки новых подходов к терапии.

Ферроптозом называют железозависимый не-
апоптотический путь гибели клеток, не имеющий
морфологических признаков типичного апоптоза
или аутофагии, который характеризуется накоп-
лением липид-реактивных форм кислорода [18].
Роль ДПНЖК при ферроптозе заключается в ини-
циировании цитотоксического действия, осно-
ванного на быстрой цепной реакции перекисного
окисления мембранных фосфолипидов, катали-
зируемой ионами железа, что приводит к наруше-
нию целостности клеток [19]. Накопленные в ли-
тературе данные позволяют судить о наличии раз-
личных регуляторных механизмов ферроптоза,
важнейшие из которых ассоциированы с метабо-
лизм липидов, аккумулированием в клетке ионов
железа, функционированием антипортера ами-
нокислот ‒ Xc‒ системы, участвующей в метаболи-
ческом пути синтеза глутатиона, ‒ а также с рабо-
той мевалонатного (MVA) пути и митохондриаль-
ной активностью, в частности трансмембранных
каналов митохондрий VDACs [20, 21]. Важно от-
метить, что внедряемые в настоящий момент в
клиническую практику индукторы ферроптоза
чаще всего специфично нацелены на ключевых
участников регуляторных путей, перечисленных
выше. Например, одним из таких классических
индукторов ферроптоза, постепенно находящих
свое применение в медицинской практике, являет-
ся эрастин, действие которого направлено на по-
давление транскрипции субъединицы SLC7A11 ‒
компонента транспортной Xc‒ системы, ‒ что
приводит к ингибированию поглощения цистина
[21, 22]. Дефицит в клетке цистина, в свою очередь,
ведет к нарушению синтеза глутатиона, ключевого
внутриклеточного антиоксиданта, в результате че-
го снижается активность глутатионпероксидазы
GPx4 и, как следствие, антиоксидантный потен-
циал клеток. Последнее непременно влечет за со-
бой накопление в клетках кислородных радика-

лов и индукцию ферроптоза [23]. Кроме того, ани-
онселективные каналы VDAC2/3 митохондрий
служат еще одной мишенью эрастина, который
вызывает митохондриальную дисфункцию, приво-
дящую к интенсивному выделению активных форм
кислорода (АФК), инициирующих ферроптоти-
ческую гибель клеток [21, 22]. Действие, обратное
эрастину, оказывает ингибитор ферроптоза – фер-
ростатин-1, который выступает в роли “ловушки”
АФК, предотвращая их взаимодействие с мембран-
ными липидами и образование токсичных про-
дуктов перекисного окисления липидов [24].

Известно, что устойчивые к апоптозу опухоле-
вые клетки могут быть чувствительны к ферроптозу
[25]. В связи с этим индукцию ферроптоза рассмат-
ривают в качестве перспективного подхода к пре-
одолению множественной лекарственной устой-
чивости раковых клеток [26]. В то же время, как
упомянуто выше, биомаркер РМЖ ELOVL5 ката-
лизирует реакции биосинтеза ДПНЖК, то есть
непосредственных участников процесса перекис-
ного окисления липидов, влекущего за собой ин-
дукцию ферроптотической гибели. Более того,
недавно нами показано, что снижение экспрес-
сии гена ELOVL5 в клетках РМЖ повышает их чув-
ствительность к индукции ферроптоза [27]. Осно-
вываясь на вышеперечисленных фактах, мы прове-
ли детальное исследование динамики процесса
ферроптоза, а также транскриптомного профиля
клеток РМЖ с различной экспрессией гена ELOVL5
в ответ на индукцию ферроптоза. Понимание осо-
бенностей механизма ферроптотической гибели
клеток может стать ключом к разработке новых
эффективных схем противоопухолевой терапии
РМЖ с низкой экспрессией гена ELOVL5 в опу-
холевой ткани.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реагенты

В работе были использованы следующие мате-
риалы: культуральная среда DMEM high glucose,
фетальная сыворотка крупного рогатого скота
(FBS), раствор антибиотика-антимикотика ×100,
раствор Glutamax ×100, трипановый синий 0.4%
(все препараты производства Gibco, США); фос-
фатно-солевой буфер Дульбекко (DPBS) и трип-
син-ЭДТА 0.25% с солями Хенкса (“ПанЭко”,
Россия); диметилсульфоксид (DMSO), эрастин
(≥98% HPLC), хлороформ (≥99%), абсолютный
этанол (Sigma, США); раствор для лизиса QIAzol,
miRNeasy Micro Kit (QIAGEN, Германия); сте-
рильная вода, свободная от нуклеаз (“Евроген”,
Россия); MGIEasy RNA Library Prep Set, MGIEasy
rRNA Depletion Kit V1.2 (MGI Tech Co., Китай);
культуральные 24- и 96-луночные планшеты с
плоским дном, серологические пипетки объемом
5, 10 и 25 мл (TPP, Швейцария); пластиковые
микропробирки и наконечники для пипеток (Axy-
gen Scientific Inc., США); одно- и многоканаль-
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ные пипетки различных объемов (Eppendorf, Гер-
мания), 96-луночные планшеты для ПЦР (Nest,
Китай); гидрофильные фильтры 0.22 мкм для
шприца (Thermo Fisher Scientific, США), шприцы
20 мл с иглой (SFM, Германия).

Культивирование клеток MDA-MB-231
В качестве in vitro модели РМЖ использовали

клеточную линию MDA-MB-231. Стабильный
нокдаун гена ELOVL5 в клетках MDA-MB-231
(sh-ELOVL5) был получен ранее с использовани-
ем технологии РНК-интерференции [28, 29]. Для
получения контрольных клеток MDA-MB-231
(sh-LUC) использовали лентивирусный вектор
pLVX-shRNA1, содержащий shРНК к гену люци-
феразы Photinus pyralis. После разморозки клетки
культивировали в полной питательной среде, со-
стоящей из базовой DMEM high glucose (4.5 г/л) с
добавлением 10% об. FBS, 1% об. раствора Gluta-
max, 1% об. раствора антибиотика-антимикоти-
ка. Флаконы с клетками помещали в CO2-инку-
батор MCO-18AC (Sanyo, Япония), поддержива-
ющий температуру 37°С и концентрацию CO2 в
воздухе на уровне 5%. Пересев клеток проводили
каждые 3 сут с использованием раствора трип-
син-ЭДТА по стандартному протоколу. Клетки
подсчитывали после окраски трипановым синим
при помощи автоматического счетчика Countess
(Invitrogen, США) согласно протоколу произво-
дителя. Динамику роста клеток оценивали визу-
ально при помощи инвертированного микроско-
па Axio Observer Z1 (Carl Zeiss, Германия).

Анализ кинетики ферроптоза
Для мониторинга клеточной гибели в резуль-

тате воздействия целевых препаратов контроль-
ную линию клеток MDA-MB-231 (sh-LUC) и ли-
нию MDA-MB-231 с нокдауном гена ELOVL5
(sh-ELOVL5) рассаживали в 96-луночный план-
шет по 5 × 103 клеток в лунку и инкубировали в те-
чение 24 ч (37°С, 5% CO2). Через 24 ч культураль-
ную среду заменяли на контрольную с добавлени-
ем 0.5% об. DMSO (контрольная группа) и на
среду, содержащую 5 мкМ эрастин или 0.5 мкМ
ферростатин-1, или их комбинацию. Для изуче-
ния динамики ферроптоза использовали систему
IncuCyte® S3 Live Cell Analysis (Sartorius, США).
Клетки инкубировали с препаратами при 37°С и
5% CO2 в течение 48 ч; изменения конфлюентности
с течением времени контролировали с помощью
программного обеспечения системы IncuCyte.
Все эксперименты проводили в пяти повторах.

РНК-секвенирование
Тотальную РНК для приготовления библиоте-

ки и последующего секвенирования выделяли из
двух клеточных линий MDA-MB-231: кон-

трольной (sh-LUC) и с нокдауном гена ELOVL5
(sh-ELOVL5) ‒ c помощью набора miRNeasy Mi-
cro Kit (QIAGEN) по протоколу производителя.
Для этого предварительно клетки рассевали в 6-
луночные планшеты (8 × 105/лунка) и культивиро-
вали при 37°С и 5% CO2 в DMEM high glucose
(4.5 г/л) в течение 24 ч, после чего культуральную
среду заменяли на среду, содержащую 5 мкМ эра-
стин, и контрольную среду с добавлением 0.5% об.
DMSO; обе клеточные линии инкубировали с
препаратами сутки. Через 24 ч планшеты промы-
вали дважды DPBS и лизировали клетки в 700 мкл
QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN). Эксперимент
проводили в трех повторах. Концентрацию выде-
ленной РНК оценивали с использованием спек-
трофотометра NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Sci-
entific).

Для контроля качества выделенной из образ-
цов тотальной РНК использовали биоанализатор
Agilent 2100 (Agilent Technologies, США). Крите-
рием целостности РНК служило значение RIN
(RNA integrity number) ≥ 7. Дополнительно изме-
ряли количество РНК с помощью Qubit 4 Fluoro-
meter (Thermo Fisher Scientific). Для приготовле-
ния библиотеки для секвенирования отбирали
200 нг тотальной РНК. На первом шаге проводили
истощение рибосомной РНК (рРНК) и остаточной
ДНК, содержащихся в образцах, а также очистку
РНК магнитными частицами с помощью набора
MGIEasy rRNA Depletion Kit V1.2 (MGI Tech Co.)
согласно протоколу производителя. Дальнейшие
операции для подготовки библиотеки проводили
с использованием набора MGIEasy RNA Library
Prep Set (MGI Tech Co.). Полученные ДНК-фраг-
менты сначала денатурировали, а затем проводи-
ли их циркуляризацию ‒ для последующей ам-
плификации по типу “катящегося кольца” (rolling
circle amplification, RCA). Секвенирование получен-
ной библиотеки ДНК в виде наношариков выпол-
няли с использованием прибора DNBSEQ-G50
(MGI Tech Co.) в соответствии с инструкциями
производителя.

Биоинформатический анализ 
транскриптомных данных

Биоинформатический анализ полученных ре-
зультатов проводили согласно опубликованной
ранее методике [30]. Качество файлов FASTQ оце-
нивали с помощью FastQC v.0.11.9 и multiQC v.1.9
[31]. Адаптеры были обработаны программой
Cutadapt v.4.4 [32]. Итоговые прочитанные фраг-
менты наносили на референсный геном человека
GENCODE v.37 с помощью STAR 2.7.7a [33]. Для
создания матрицы, содержащей число прочитан-
ных фрагментов для каждого гена, использовали ге-
номную аннотацию GENCODE v.37 [34] и инстру-
мент featureCount из ssubread-2.0.1 aligner [35].



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 6  2024

ЭКСПРЕССИЯ ELOVL5 И ФЕРРОПТОЗ 77

Для анализа дифференциальной экспрессии
генов использовали пакет DESeq2 языка про-
граммирования R [36]. В каждой клеточной ли-
нии дифференциальную экспрессию генов оце-
нивали для групп, обработанных препаратом, отно-
сительно контрольной группы. Гены с изменением
уровня экспрессии более чем в 1.5 раза и скоррек-
тированным p-value < 0.05 (padj) считали диффе-
ренциально экспрессированными. Значения теста
Вальда, полученные в результате анализа, исполь-
зовали в качестве рангов генов для последующего
анализа обогащенности наборов генов (GSEA)
[37]. GSEA выполняли с использованием пакета
fgsea для R, при этом наборы генов Hallmark были
взяты из базы данных MSigDB [38, 39].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для изучения кинетики ферроптоза в контроль-
ной клеточной линии MDA-MB-231 (sh-LUC)
и клеточной линии с нокдауном гена ELOVL5
(sh- ELOVL5) использовали систему анализа жи-
вых клеток IncuCyte® S3 (Sartorius). Клетки обра-
батывали индуктором ферроптоза эрастином
(5 мкМ) или ингибитором ферроптоза ферроста-
тином-1 (0.5 мкМ), а также их комбинацией и ин-
кубировали в течение 48 ч. Динамику ферроптоти-
ческой гибели клеток оценивали по изменению
скорости роста или конфлюентности с помощью
программного обеспечения системы IncuCyte
(рис. 1).

На основании представленных результатов вид-
но, что эрастин эффективно подавлял пролифера-

Рис. 1. Динамика ферроптоза в клетках рака молочной железы MDA-MB-231. а ‒ Мониторинг в реальном времени
ферроптотической гибели контрольных (sh-LUC) и нокаутированных (sh-ELOVL5) клеток MDA-MB-231 с использованием
системы анализа живых клеток IncuCyte® S3 (Sartorius, США). Клетки, обработанные 5 мкМ эрастином и/или 0.5 мкМ фер-
ростатином-1, инкубировали в течение 48 ч. Эксперимент проводили трижды с пятью техническими повторами в каждом. b ‒
Микрофотографии клеток MDA-MB-231 через 24 ч инкубации с препаратами. Длина масштабного отрезка – 400 мкм.
Fig. 1. Dynamics of ferroptosis in MDA-MB-231 breast cancer cells. a ‒ Real-time monitoring of ferroptotic cell death in control
(sh-LUC) and knockout (sh-ELOVL5) MDA-MB-231 cells using the IncuCyte® S3 Live Cell Assay System (Sartorius, USA).
Cells treated with 5 μM erastin and/or 0.5 μM ferrostatin-1 were incubated for 48 h. The experiment was performed three times
with five technical replicates in each. b ‒ Photomicrographs of MDA-MB-231 cells after 24 h of incubation with the drugs. Scale
bars is 400 μm.
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цию обеих клеточных линий; при этом в клетках
со сниженной экспрессией ELOVL5 этот эффект
регистрировали уже через 16 ч ‒ на 5 ч раньше,
чем в контрольной линии (рис. 1а). Эффектив-
ность ферростатина-1 как ингибитора ферропто-
за, индуцированного эрастином, была неодина-
ковой в исследуемых клеточных линиях. Так, в
клетках с нокдауном ELOVL5 ферростатин-1 рабо-
тал с некоторым временным отставанием по срав-
нению с контрольными клетками; при этом пол-
ностью ингибировать эффект эрастина ни в том,
ни в другом случае не удалось. Таким образом,
полученные данные, по-видимому, свидетельству-
ют о различиях в ответе рассматриваемых клеточ-
ных линий MDA-MB-231 на ферроптоз, индуциру-
емый эрастином.

Далее для более глубокого понимания особен-
ностей механизма ферроптотической гибели мы
проанализировали влияние нокдауна гена ELOVL5
на изменение транскриптома клеток MDA-MB-231
под действием эрастина. В результате анализа диф-
ференциальной экспрессии генов обнаружено,
что в клетках MDA-MB-231 sh-ELOVL5, обработан-
ных эрастином в течение 24 ч, экспрессия 451 гена
повысилась, а 516 понизилась по сравнению с теми
же клетками без индуктора ферроптоза (рис. 2).
В то же время в контрольных клетках MDA-
MB-231 sh-LUC под действием эрастина измени-
ли экспрессию 1275 и 1252 гена: их уровни были
соответственно выше и ниже контроля. Наиболее
дифференциально экспрессированные гены пред-
ставлены в табл. S1‒S4 (см. Дополнительные ма-
териалы). Примечательно, что в ответ клеток линии
sh-LUC на действие эрастина вовлечено значитель-
но больше генов, чем в клетках с нокаутом ELOVL5.

В контрольной клеточной линии MDA-MB-231
sh-LUC обработка эрастином привела к значи-
тельному повышению экспрессии генов, участву-
ющих в ответе на клеточный стресс, таких как
HMOX1, который кодирует гемоксигеназу-1, и ге-
нов белков семейства теплового шока (HSPA1A,
HSPA1B, HSPA6). Также повышенной оказалась
экспрессия генов, связанных с регуляцией тран-
скрипции, включая ATF3 и FOS (табл. S1, Допол-
нительные материалы). Кроме того, выявлено
усиление экспрессии SEMA4A и TNFSF9, продук-
ты которых регулируют соответственно цитоскелет
и различные внутриклеточные сигнальные пути. В
то же время в этих клетках снизилась экспрессиия
генов, которые связаны с процессами регуляции
транскрипции и клеточного цикла, в том числе BCL3
и ID1 (табл. S2, Дополнительные материалы). По-
нижение экспрессии также затрагивало гены, во-
влеченные в метаболические процессы и структур-
ные компоненты клетки, такие как LIPG и P2RY6.

В клетках MDA-MB-231 sh-ELOVL5 после об-
работки эрастином также изменилась экспрессия
ряда генов (табл. S3 и S4, Дополнительные мате-
риалы). Так, повысилась экспрессии генов бел-
ков теплового шока, включая HSPA6 и HSPA1A, ‒
аналогично ответу клеток sh-LUC. Однако в обра-
ботанной эрастином линии sh-ELOVL5 произо-
шли и уникальные изменения траскриптома
(табл. S5 и S6, Дополнительные материалы). Это
значительное усиление экспрессия гена EPB41L3,
участвующего в поддержании клеточной адгезии
и структурной целостности, а также гена FTH1 тя-
желой цепи ферритина (табл. S3, Дополнитель-
ные материалы). В контрольной клеточной ли-
нии значимых изменений в экспрессии этих ге-
нов не выявлено. Ферритин представляет собой

Рис. 2. Диаграммы Венна, на которых показано общее число дифференциально экспрессируемых генов в клеточных
линиях sh-LUC и sh-ELOVL5 MDA-MB-231 после обработки эрастином (5 мкМ, 24 ч) относительно соответствующих
контрольных клеток.
Fig. 2. Venn diagrams showing the total number of differentially expressed genes in sh-LUC and sh-ELOVL5 MDA-MB-231 cell
lines after erastin treatment (5 μM, 24 h) relative to the corresponding control cells.
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сложный белковый комплекс (железопротеид),
выполняющий роль основного внутриклеточного
депо ионов Fe2+, катализирующих реакцию Фен-
тона для генерации АФК [20]. Примечательно,
что усиленная регуляция экспрессии тяжелой це-
пи ферритина позволяет ингибировать ферроптоз,
вызванный эрастином [40]. Вероятно, такое усиле-
ние экспрессии FTH1 в клетках со сниженной экс-
прессией маркерного гена направлено на поддер-
жание гомеостаза ионов внутриклеточного желе-
за и предоставляет дополнительную опцию для
защиты от ферроптоза, к которому клетки с нокдау-
ном ELOVL5 оказались более чувствительными по
сравнению с контрольной линией MDA-MB-231.
При этом экспрессия генов, связанных с внекле-
точным матриксом и адгезией, таких как COL18A1
и COL6A2, а также генов, участвующие в транспорт-
ных процессах ‒ например, LRP3 и SLC47A1, ‒
снизилась после инкубации с эрастином в клет-
ках sh-ELOVL5 по сравнению с таковой в клетках
sh-LUC (табл. S6, Дополнительные материалы).

Интересно, что обработка эрастином приводила
также к повышению экспрессии гена SLC7A11,
кодирующего субъединицу SLC7A11 описанно-
го ранее антитранспортера [20–22], в 5.25 раз
(padj = 1.5 × 10‒29) в клетках с sh-ELOVL5 (табл. S3,
Дополнительные материалы) и в 11.79 раз (padj =
= 1.6 × 10‒144) (табл. S1, Дополнительные матери-
алы) в клетках sh-LUC. Как сказано ранее, индук-
ция ферроптоза стандартным агентом эрастином
основана на ингибирующем действии активности
субъединицы SLC7A11. Этот белок обеспечивает
транспорт цистина внутрь клетки, где последний
вовлекается в путь биосинтеза глутатиона, непо-
средственно участвующего в антиоксидантной
защите клетки. Вероятно, усиленная регуляция
экспрессии гена SLC7A11 позволяет клеткам
MDA-MB-231 противодействовать ингибирующим
эффектам эрастина, причем кратность увеличения
экспрессии SLC7A11 в контрольной линии и в
клетках с нокдауном гена ELOVL5 хорошо корре-
лирует с разной эффективностью такого проти-

Рис. 3. Наиболее обогащенные наборы дифференциально экспрессирующихся генов в транскриптоме клеток
MDA-MB-231 sh-LUC, обработанных эрастином (5 мкМ, 24 ч), по результатам GSEA. Здесь и далее: padj – скорректи-
рованная величина p-value.
Fig. 3. Most enriched gene sets of differentially expressed genes in the transcriptome of sh-LUC MDA-MB-231 cells treated with
erastin (5 μM, 24 h), according to GSEA. Here and everywhere: padj – adjusted p-value.
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водействия и, как следствие, с разной чувстви-
тельностью к индукции ферроптоза рассматрива-
емых клеточных линий.

По результатам проведенного GSEA для
клеточной линии MDA-MB-231 sh-LUC, инкуби-
рованной с эрастином, по сравнению с необрабо-
танной, выявлена активация ряда путей, связан-
ных с реакцией на клеточный стресс и поврежде-
ния (рис. 3). В числе наиболее обогащенных были
следующие: гипоксия, ответ на несвернутые бел-
ки (unfolded protein response), ассоциированный с
воспалительным ответом сигналинг (TNFA signal-
ing via NFKB), а также окислительный стресс (re-
active oxygen species pathway). Кроме того, выявлена
активация сигнальных путей, связанных с контро-
лем клеточного цикла (MYC targets, p53 pathway),
метаболизмом (MTORC1 signaling) и апоптозом.
Обработка клеток эрастином приводила также к
снижению активности ряда путей, связанных с
процессами клеточного цикла и пролиферации,
таких как прохождение контрольной точки G2M,

регуляция митотического веретена деления и свя-
зывания с мишенями в промоторной области тран-
скрипционного фактора E2F. Это указывает на по-
давление митотической активности и нарушение
перехода клеток через ключевые контрольные
точки клеточного цикла под действием эрастина.
Выявлено и снижение интенсивности сигналинга
путей, связанных с интерфероном-α (IFNα) и про-
цессами, регулирующими клеточную адгезию и
морфогенез (apical junction, apical surface).

В клеточной линии с sh-ELOVL5 после обра-
ботки эрастином также обнаружены значимые
изменения в сигнальных путях, выявленные с по-
мощью GSEA (рис. 4). Наиболее обогащенными
оказались пути окислительного стресса (reactive
oxygen species pathway), гипоксии и воспаления
(TNFA signaling via NFKB). При этом пути, ассо-
циированные с регуляцией клеточного цикла и
митотического деления, были сильно супресси-
рованы, что согласуется с результатами, получен-
ными для линии sh-LUC. Интересно, что в клет-

Рис. 4. Наиболее обогащенные наборы дифференциально экспрессирующихся генов в транскриптоме клеток MDA-
MB-231 sh-ELOVL5, обработанных эрастином (5 мкМ, 24 ч), по результатам GSEA.
Fig. 4. Most enriched gene sets of differentially expressed genes in the transcriptome of sh-ELOVL5 MDA-MB-231 cells treated
with erastin (5 μM, 24 h), according to GSEA.
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ках с нокдауном маркерного гена ELOVL5 также
была снижена активность сигнальных путей, свя-
занных с окислительным фосфорилированием, го-
меостазом холестерина и метаболизмом жирных
кислот. Это значит, что действие эрастина распро-
страняется на метаболические процессы в клет-
ках MDA-MB-231 РМЖ.

Стоит отметить, что после обработки эрасти-
ном в клеточной линии sh-ELOVL5 сигнальные пу-
ти, ассоциированные с работой клеточного цикла
(E2F targets, G2M checkpoint), оказались подавлены
сильнее, чем в клетках sh-LUC. В то же время в ли-
нии sh-LUC были сильнее активированы пути,
связанные с mTORC1 и p53, которые играют важ-
ную роль в пролиферации и метаболизме опухо-
лей [41, 42], а также с воспалительными реакция-
ми (TNFA signaling via NFKB) и гипоксией. Стоит
отметить, что в условиях гипоксии часто наблю-
дается HIF-1α-ассоциированное ослабление ми-
тохондриального дыхания, благодаря чему в ми-
тохондриях снижается уровень токсичных АФК
[43] ‒ их накопление считается одним из важных
этапов, предшествующих запуску механизма фер-
роптотической гибели. В целом, все полученные
и описанные выше данные хорошо согласуются
с большей устойчивостью клеток MDA-MB-231
sh-LUC к ферроптозу, чем нокаутированных по
гену ELOVL5. Различия в активации сигнальных
путей между двумя клеточными линиями под
действием эрастина отражают различные страте-
гии их ответа на стресс и повреждения, вызван-
ные индукцией ферроптоза.

В совокупности полученные результаты ясно
продемонстрировали влияние нокдауна гена
ELOVL5 в клетках MDA-MB-231 как на их чув-
ствительность к ферроптозу и его динамику, так и
на разнообразие запускаемых в клетках тран-
скрипционных программ в ответ на воздействие
классического индуктора ферроптоза – эрастина.
Как упомянуто ранее, дополнительная индукция
ферроптоза позволяет в отдельных случаях преодо-
леть резистентность опухолевых клеток не только к
химиотерапии, но даже к радиотерапии [44]. Таким
образом, введение индукторов ферроптоза в схе-
мы лечения рака молочной железы с низкой экс-
прессией гена ELOVL5 в опухолевой ткани можно
рассматривать как перспективное направление
дальнейших исследований, в том числе в услови-
ях, приближенным к клиническим.
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Downregulation of ELOVL5 Gene Expression Alters 
the Mechanism of Ferroptosis in MDA-MB-231 Breast Cancer Cells
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Abstract—To date, breast cancer is the most common oncological pathology among the female population
both in Russia and worldwide. Previously, our laboratory team identified a significant prognostic marker for
breast cancer, namely the ELOVL5 gene, the expression level of which in couple with the IGFBP6 gene al-
lowed one to predict with high sensitivity (82%) and specificity (62.5%) the risk of breast cancer recurrence
during the first 5 years of observation. At the same time, low expression of these genes in tumor tissue corre-
sponded to an unfavorable prognosis. ELOVL5 is a human elongase of long-chain polyunsaturated fatty acids
(LC-PUFA), the use of which is often associated with antitumor effects due to the induction of ferroptotic
cell death associated with accelerated peroxidation of intracellular lipids. Since activation of ferroptosis, an
alternative pathway of programmed cell death, in tumor cells is considered a promising approach to overcome
drug resistance. Here, changes in the dynamics of ferroptotic cell death, as well as the transcriptome profile
of breast cancer cells with decreased ELOVL5 gene expression were investigated.
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