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Белок BRCA1 (breast cancer 1) участвует в поддержании стабильности генома, выполняя свою ос-
новную функцию репарации ДНК, главным образом, путем гомологичной рекомбинации. Наруше-
ние этой функции BRCA1 ассоциировано с развитием рака молочной железы (РМЖ), рака яичников.
Несмотря на важную роль BRCA1 в репарации повреждений ДНК во всех типах клеток, развитие
BRCA1-ассоциированного рака наблюдается, в основном, в эстрогензависимых тканях организма,
таких как ткань молочной железы и яичников. В экспериментах in vitro с использованием клеток
РМЖ линии MCF-7 продемонстрировано ингибирующее действие эстрогена 17β-эстрадиола (Е2),
фитоэстрогенов (генистеина и апигенина) и антиэстрогенов (тамоксифена и фулвестранта) на экс-
прессию эстрогеновых рецепторов α (ЭРα); при этом только генистеин оказывал влияние на
BRCA1, усиливая его экспрессию. В условиях гипоксии, одного из факторов прогрессии сóлидных
опухолей, в клетках MCF-7 отмечено уменьшение экспрессии BRCA1 и ЭРα. Следовательно, гипо-
ксия влияет на BRCA1-ассоциированные процессы репарации ДНК и одновременно воздействует
на гормональную регуляцию роста клеток РМЖ. Таким образом, продемонстрирована взаимосвязь
BRCA1 и сигнальных путей стероидных гормонов в клетках РМЖ и обсуждается целесообразность
комплексного изучения механизмов регуляции экспрессии BRCA1 и эстрогеновых рецепторов,
включая эпигенетическую регуляцию экспрессии генов.

Ключевые слова: белок BRCA1, эстрогеновые рецепторы, рак молочной железы, клетки MCF-7,
проточная цитофлуориметрия, гипоксия, фитоэстрогены, эстрогены
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ВВЕДЕНИЕ

Продукт гена BRCA1 (breast cancer 1), белок
BRCA1, участвует в поддержании стабильности
генома, выполняя свою основную функцию ре-
парации ДНК путем гомологичной рекомбина-
ции [1–3] и негомологичного соединения концов
ДНК [4]. Это белок с молекулярной массой 220 кДа,
экспрессия которого регулируется эпигенетиче-
скими механизмами [1, 5, 6].

Нарушение функционирования BRCA1 приво-
дит к развитию ряда онкологических заболеваний,
в основном, рака молочной железы (РМЖ) и рака
яичников. Несмотря на большую роль мутаций в
гене BRCA1 в развитии наследственных форм
BRCA1-ассоциированных онкологических заболе-
ваний [7, 8], спорадические формы BRCA1-ассо-
циированного рака, кроме небольшого числа слу-

чаев, вызванных соматическими мутациями [9],
определяются эпигенетической регуляцией экс-
прессии BRCA1 [5].

Эпигенетические механизмы регуляции экс-
прессии BRCA1 детально освещены в обзорах [5, 6].
К настоящему времени известно несколько ос-
новных молекулярных механизмов нарушения
функции BRCA1: 1) эпигенетическое ингибиро-
вание синтеза мРНК и белка BRCA1, происходя-
щее в результате метилирования CpG-островков в
промоторе гена BRCA1 [10, 11], 2) изменение экс-
прессии BRCA1 за счет ковалентных модификаций
гистонов в гене BRCA1 [12, 13] и 3) регуляция фак-
торами транскрипции [14]. Также следует упомя-
нуть потерю гетерозиготности, приводящую к пол-
ному отсутствию как мРНК, так и белка BRCA1
[15], амплификацию гена BRCA1 [16] и аберрантное
увеличение уровня экспрессии BRCA1 [3].

Сокращения: АТ – антитела; ИФ-ПЦФ – иммунофлуоресцентный метод, ассоциированный с проточной цитофлуоримет-
рией; РМЖ – рак молочной железы; ЭРα - эстрогеновый рецептор α; BRCA1 (breast cancer 1) – ген-супрессор опухолей;
BRCA1 (breast cancer 1) – белок-супрессор опухолей; TPZ (tirapazamine) – тирапазамин.

УДК 577.218

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 3  2019

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ BRCA1 И ЭРα 503

Уменьшение уровня белка BRCA1 при гипо-
ксии, эпителиально-мезенхимальном переходе
(ЭМП) сопровождается модификациями гистонов
в промоторе гена BRCA1 [12, 13]. Уменьшение экс-
прессии BRCA1 при гипоксии обусловлено рядом
модификаций в гистоне Н3: деметилированием
Lys в позиции 4 (Н3K4me), деацетилированием
Н3K9ac, сопряженным с метилированием Н3K9
[12]. При ЭМП снижение экспрессии BRCA1 свя-
зано с деметилированием H3K4me2 [13].

Несмотря на ключевую роль BRCA1 в репара-
ции повреждений ДНК во всех типах клеток, раз-
витие BRCA1-ассоциированного рака наблюдает-
ся в основном в эстрогензависимых тканях орга-
низма, таких как ткань молочной железы и
яичников. Описанная в литературе взаиморегуля-
ция экспрессии BRCA1 и эстрогенового рецеп-
тора α (ЭРα), как на уровне транскрипции, так и
на уровне посттрансляционных модификаций
белков, проливает свет на возможные причины
тканеспецифичности развития BRCA1-ассоцииро-
ванных онкологических заболеваний. С одной сто-
роны, ген, кодирующий ЭРα, ESR1, служит мише-
нью коактиватора транскрипции – BRCA1 (рис. 1а).
В связи с этим количество транскриптов ЭРα, син-
тезируемых с гена ESR1, прямо пропорциональ-
но количеству немутированного, функционально-
го белка BRCA1. BRCA1 в комплексе с фактором
транскрипции Oct-1 активируют транскрипцию
гена ESR1 в линиях клеток РМЖ: MCF-7 и T47D
(рис. 1а) [17]. С другой стороны, ген BRCA1, бу-
дучи мишенью ЭРα, регулируется ЭРα в ассоциа-
ции с фактором транскрипции AP1 (с-Jun/с-Fos)
и коактиваторами – ацетилтрансферазами гисто-
нов (CBP/p300) (рис. 1б) [18–20]. В результате в
опухолях молочной железы с уменьшенным со-
держанием белка BRCA1, как правило, снижено
содержание белка ЭРα [17]. Таким образом, нару-
шение функционирования белка BRCA1 в ре-
зультате эпигенетического ингибирования гена
BRCA1 приводит к обращению статуса ЭРα в опу-
холи с положительного на отрицательный и к раз-
витию BRCA1-зависимых ЭРα-негативных опу-
холей, не поддающихся лечению таргетной, анти-
эстрогеновой, терапией.

Помимо регуляции на уровне генов BRCA1 ин-
гибирует активность ЭРα за счет белок-белковых
взаимодействий – в результате BRCA1-зависимого
убиквитинирования рецептора и ингибирования
его ацетилирования [21], что приводит к наруше-
нию регуляции генов, зависимых от ЭРα. Одна из
мишеней ЭРα – ген прогестеронового рецептора
(ПР), нарушение уровня экспрессии которого
приводит к развитию некоторых подтипов РМЖ
[22–24]. Более того, ген ESR1 – мишень своего
продукта, ЭРα, а также ЭРβ [25]. Следует отме-
тить, что Oct-1 и ЭРβ, регулирующие ген ESR1,
имеют похожую структуру, так как узнаются мо-
ноклональным антителом 14С8, широко исполь-

зуемым для детектирования ЭРβ в ткани опухоли
и в культурах клеток [26].

Среди лигандов, связывающихся и влияющих
на активность ЭРα, выделяют эстрогены, в боль-
шинстве случаев активирующие ЭРα, такие как
17β-эстрадиол (Е2) и фитоэстроген генистеин, и ан-
тиэстрогены, ингибирующие ЭРα, такие как та-
моксифен и фулвестрант.

В ряде последних исследований продемон-
стрирована прогностическая и предиктивная
значимость BRCA1, а также другого белка репара-
ции ДНК – ERCC1 [5, 6, 27]. При анализе уров-
ней экспрессии BRCA1 в ЭР-негативных и ЭР-
позитивных опухолях Богуш и др. [28] выявили,
что пониженный уровень экспрессии BRCA1 мо-
жет быть прогностическим маркером неблаго-
приятного течения РМЖ. В этом исследовании
для точной количественной оценки уровня экс-
прессии белка BRCA1 в ткани РМЖ нами был
применен метод иммунофлуоресцентного ана-
лиза, ассоциированного с проточной цитофлуо-
риметрией (ИФ-ПЦФ). Этот метод был усовер-
шенствован и широко применялся в нашей ла-
боратории для количественной оценки уровня
экспрессии белковых онкомаркеров, включая
рецепторы эстрогенов, маркер репарации ДНК,
ERCC1, маркеры множественной лекарствен-
ной резистентности [29–31].

Теперь нами исследовано влияние (фито)эст-
рогенов и антиэстрогенов на экспрессию BRCA1
и ЭРα в клетках РМЖ линии MCF-7 и определе-
на экспрессия этих белков в условиях гипоксии.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки. Клетки MCF-7, полученные из Аме-

риканской коллекции типовых культур (American
Type Culture Collection, США), до проведения экс-
периментов хранили в криобанке Национального
медицинского исследовательского центра онколо-
гии им. Н.Н. Блохина. Идентичность и стабиль-
ность линий подтверждали с помощью анализа ко-
ротких тандемных повторов (“GORDIZ”, Россия).
Клетки культивировали в среде DMEM, содержа-
щей 10% эмбриональной сыворотки телят (“Hy-
Clone”, CША), 50 ед./мл гентамицина (“ПанЭко”,
Россия) и 0.1 мг/мл пирувата натрия (“Santa
Cruz”, США) при 37°С, 5% СО2 и относительной
влажности 80–85%. Во всех экспериментах ис-
пользовали клетки в логарифмической фазе роста.

Анализ экспрессии ЭРα и BRCA1 в клетках
MCF-7. В экспериментах по влиянию эстрогенов и
антиэстрогенов на экспрессию ЭРα и BRCA1 клет-
ки РМЖ линии MCF-7 культивировали в среде
DMEM без фенолового красного с добавлением
сыворотки телят без стероидов (SH30068/03, “Hy-
Clone”, США). Инкубацию клеток с эстрогенами и
антиэстрогенами проводили в течение 24 ч. В экс-
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периментах использовали 10-нМ 17β-эстрадиол
(Е2; Cat. # E2758; “Sigma-Aldrich”), 5-мкМ тамок-
сифен (Cat. # 13258; “Cayman Chemical”, США),
0.1-мкМ фулвестрант, генистеин (концентрация
0.5, 10, 15, 20 и 30 мкМ) и апигенин (концентра-
ция 15 мкМ и 30 мкМ). Суспензии клеток инкуби-
ровали с первичными мышиными моноклональ-
ными антителами (АТ) к BRCA1 (0.006 мкг/мл;
Cat.# SD118, “Calbiochem”) или первичными мы-
шиными моноклональными АТ к ЭРα (0.008 мкг/мл
или 0.032 мкг/мл; Cat. # ab27614, клон SP-1, “Ab-
cam”) в течение 15–20 ч и с соответствующими
вторичными флуоресцентными АТ (DyLight650,
Cat. # ab98729 и Cat. # ab98510; “Abcam”) в тече-
ние 1.5 ч. Флуоресценцию клеток измеряли с по-
мощью проточного цитофлуориметра Navios
(“Beckman Coulter”, США).

В экспериментах по влиянию гипоксии на экс-
прессию маркеров клетки инкубировали в среде
DMEM, содержащей 10% сыворотки телят, в тече-
ние 24, 96, 144 или 240 ч в атмосфере, содержащей
1% О2.

В экспериментах по влиянию на экспрессию
маркеров тирапазамина (TPZ) – соединения, ак-
тивируемого в условиях гипоксии и вызывающе-
го двухцепочечные разрывы в молекуле ДНК, –
клетки инкубировали в условиях гипоксии в тече-
ние 72 ч, а затем в присутствии 5 или 10 мкМ TPZ
в условиях гипоксии в течение 24 ч. В качестве
контроля использовали клетки, которые инкуби-
ровали в нормальных условиях с теми же концен-
трациями TPZ и в течение того же времени. Уров-
ни экспрессии маркеров в клетках определяли
методом ИФ-ПЦФ, как указано выше.

Обработка результатов. Показатели экспрес-
сии BRCA1 и ЭРα получены с помощью програм-
мы FlowJo 10.0 (https://www.flowjo.com) с исполь-
зованием статистического метода Колмогорова-
Смирнова [32]. Экспрессию маркеров оценивали
по следующим показателям: 1) уровень (L, level)
определяли как процентное содержание специ-
фически флуоресцирующих клеток относительно
показателя в контроле (инкубация со вторичны-
ми антителами); 2) интенсивность (I, intensity) –
как отношение специфической флуоресценции

Рис. 1. Взаиморегуляция экспрессии BRCA1 и ЭРα. а – Ген ESR1, кодирующий ЭРα, – мишень коактиватора тран-
скрипции BRCA1. BRCA1 и фактор транскрипции Oct-1 активируют транскрипцию гена ESR1. б – Ген BRCA1 – ми-
шень ЭРα и регулируется активированным эстрогеном ЭРα совместно с фактором транскрипции AP-1 (c-Jun/с-Fos)
и коактиватором транскрипции – ацетилтрансферазой гистонов CBP/p300.
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клеток в опытном образце к контролю; 3) индекс
(Pr, product) – как произведение уровня и интен-
сивности экспрессии маркера, деленное на 100.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Влияние фитоэстрогенов
на экспрессию BRCA1 и ЭРα

Изучение влияния фитоэстрогенов (генистеи-
на и апигенина) на экспрессию BRCA1 и ЭРα
проведено в культуре клеток линии MCF-7 гормо-
нозависимого РМЖ. Экспрессию белка BRCA1
анализировали в условиях, при которых проис-
ходят изменения в экспрессии генов и эпигене-
тические модификации хроматина (гистоновых
белков и ДНК). К таким условиям относится ин-
дуцируемая фитоэстрогенами активация гена
BRCA1 [33–35].

Продемонстрировано зависимое от дозы фи-
тоэстрогена генистеина изменение экспрессии
BRCA1 и ЭРα. При воздействии генистеина в
низкой концентрации (0.5 мкМ) наблюдалось
увеличение индекса экспрессии BRCA1 в 1.7 раза
(табл. 1). При более высокой концентрации гени-
стеина (10 мкМ) индекс экспрессии BRCA1 по-
вышался в 1.3 раза, а увеличение концентрации
генистеина до 20 мкМ не изменяло исходный ин-
декс экспрессии BRCA1.

В отношении экспрессии ЭРα (табл. 1) эффект
генистеина был противоположным. В ряду кон-
центраций фитоэстрогена 0.5 → 10 → 20 мкМ от-
мечено уменьшение индекса экспрессии ЭРα в
2.9, 3.9 и 4.0 раза соответственно, то есть влияние
генистеина было максимальным при концентра-
ции 20 мкМ. Таким образом, результат воздей-
ствия генистеина на экспрессию ЭРα противопо-
ложен по направленности и более выражен, чем
на BRCA1.

Важно заметить и качественные различия воз-
действия генистеина на индекс экспрессии BRCA1
и ЭРα. Как упоминалось выше, это интегральный
показатель экспрессии маркеров, который включа-
ет процентное содержание клеток, экспрессирую-
щих маркер, и его количество в каждой клетке. К
снижению индекса экспрессии ЭРα привело из-
менение интенсивности и в меньшей степени
уровня маркера. При исследовании BRCA1 выяв-
лено воздействие фитоэстрогена на оба показате-
ля. Иными словами, генистеин индуцировал по-
вышенную экспрессию белка не только в BRCA1-
позитивных клетках, но и в исходно BRCA1-нега-
тивных. Это наблюдение согласуется с ранее
опубликованными результатами, полученными
методом иммуноблоттинга, по активации экспрес-
сии BRCA1 под влиянием генистеина в низких
концентрациях [33]. Как видно из данных, пред-
ставленных табл. 1, апигенин (фитоэстроген из
класса флавонов) не вызывал изменений в экс-

Таблица 1. Влияние эстрогенов и антиэстрогенов на экспрессию BRCA1 и ЭРα в клетках РМЖ линии MCF-7

* Клетки инкубировали со всеми соединениями в течение 24 ч. Обозначения здесь и во всех таблицах: L – уровень, I – интен-
сивность, Pr – индекс; ↓ – уменьшение показателей экспрессии по сравнению с контролем, ↑ – увеличение. Представлены
типичные результаты трех экспериментов.

Соединение, 
концентрация

Изменение показателя экспрессии маркера*

BRCA1 ЭРα

L I Pr L I Pr

Генистеин, мкМ

0.5 1.2↑ 1.4↑ 1.7↑ 1.2↓ 2.4↓ 2.9↓

10.0 1.1↑ 1.2↑ 1.3↑ 1.3↓ 3.0↓ 3.9↓

20.0 1.0 1.0 1.0 1.3↓ 3.1↓ 4.0↓

Апигенин, мкМ

15.0 1.1↓ 1.1↓ 1.2↓ 1.6↓ 2.9↓ 4.6↓

Тамоксифен, мкМ

5.0 1.0 1.1↑ 1.1↑ 1.0 1.2↓ 1.2↓

17β-Эстрадиол, нМ

10.0 1.0 1.1↑ 1.1↑ 1.1↓ 3.7↓ 4.1↓

Фулвестрант, мкМ

0.1 1.1↓ 1.0 1.1↓ 1.2↓ 4.5↓ 5.4↓
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прессии BRCA1, но значимо снижал экспрессию
ЭРα. Инкубация клеток с апигенином в концен-
трации 15 мкМ приводила к уменьшению индекса
экспрессии ЭРα в 4.6 раза; при увеличении кон-
центрации апигенина до 30 мкМ изменений ин-
декса экспрессии ЭРα не было.

На основании полученных результатов можно
предполагать, что механизмы воздействия двух фи-
тоэстрогенов на экспрессию BRCA1 различны, так
как генистеин усиливал экспрессию BRCA1, а апи-
генин не влиял на нее. При воздействии как гени-
стеина, так и апигенина отмечено значительное
снижение экспрессии ЭРα.

На основании как литературных данных по-
следних лет, так и результатов наших исследова-
ний, можно сделать вывод, что фитоэстрогены
проявляют высокую цитотоксическую актив-
ность в отношении клеток РМЖ [36–38]. Так,
фитоэстроген генистеин оказывает цитотоксиче-
ское действие на клетки РМЖ различных молеку-
лярных подтипов и рассматривается как перспек-
тивный цитостатический и проапоптотический
агент [36, 37]. В настоящее время активно обсуж-
дается применение генистеина в комплексной те-
рапии рака [39]. В исследовательских центрах по
всему миру проходят клинические испытания это-
го фитоэстрогена в качестве перспективного про-
тивоопухолевого препарата, а также как средства
для поддерживающей терапии (номера исследова-
ний в базе www.clinicaltrials.gov: NCT01126879,
NCT02336087, NCT00078923, NCT00276835).

Теперь нами выявлено, что воздействие гени-
стеина на клетки гормонозависимого РМЖ отча-
сти реализуется через усиление экспрессии опу-
холевого супрессора BRCA1.

Влияние эстрогенов и антиэстрогенов
на экспрессию BRCA1 и ЭРα

Изучение влияния эстрогена 17β-эстрадиола
(Е2), а также антиэстрогенов, тамоксифена и
фулвестранта, на экспрессию BRCA1 и ЭРα про-
ведено на той же культуре клеток MCF-7 гормо-
нозависимого РМЖ. Экспрессию BRCA1 анали-
зировали в условиях, сопровождающихся актива-
цией или ингибированием ЭРα.

Как представлено в табл. 1, антиэстроген та-
моксифен незначительно влиял на показатели
экспрессии ЭРα и BRCA1. При инкубации клеток
с Е2 или с фулвестрантом – необратимым ингиби-
тором ЭРα, вызывающим деградацию рецептора, –
не выявлено существенных изменений уровня, ин-
тенсивности и индекса экспрессии BRCA1 по срав-
нению с контролем (табл. 1, рис. 2).

Напротив, показатели экспрессии ЭРα в этих
условиях значительно снизились. При инкубации
с Е2 интенсивность и индекс экспрессии ЭРα
снизились соответственно в 3.7 и 4.1 раза, а под

действием фулвестранта – в 4.5 и 5.4 раз. Необхо-
димо отметить, что в обоих случаях снижение ин-
декса экспрессии ЭРα происходило в результате
уменьшения интенсивности экспрессии ЭРα;
при этом уровень экспрессии маркера уменьшал-
ся незначительно (табл. 1). Иными словами, ин-
кубация с эстрогеном или необратимым ингиби-
тором ЭРα не изменяет количества клеток, экс-
прессирующих ЭРα, но приводит к выраженному
уменьшению внутриклеточного содержания мар-
кера.

Таким образом, E2 и антиэстрогены, фулве-
странт и тамоксифен, не оказывали влияния на
уровень экспрессии BRCA1, определенный мето-
дом ИФ-ПЦФ, в клетках линии MCF-7. Что каса-
ется ЭРα, то E2 и фулвестрант значительно сни-
жали его экспрессию, в то время как тамоксифен,
вызывающий стабилизацию неактивного ЭРα в
цитоплазме, почти не влиял на показатели экс-
прессии этого маркера.

Влияние гипоксии на экспрессию BRCA1 и ЭРα

Прогрессия сóлидных новообразований со-
провождается, как правило, постепенным сниже-
нием оксигенации опухолевой ткани, или гипо-
ксией. Согласно данным литературы, рост сóлид-
ных опухолей в условиях гипоксии характеризуется
изменениями метаболизма клеток, а также их по-
ниженной чувствительностью к радио- и химиоте-
рапии [40–43]. При исследовании влияния гипо-
ксии на экспрессию BRCA1 и ЭРα нами выявлено,
что при переводе клеток MCF-7 в условия гипо-
ксии (1% О2), то есть при понижении концентра-
ции кислорода с 21 до 1%, снижение показателей
экспрессии BRCA1 зависело от времени инкуба-

Рис. 2. Воздействие эстрогена 17β-эстрадиола (Е2),
антиэстрогенов тамоксифена (Там) и фулвестранта
(Фулв) на экспрессию BRCA1 и ЭРα в клетках MCF-7.
E2, тамоксифен и фулвестрант не влияли на экспрес-
сию BRCA1, в то время как E2 и фулвестрант значимо
снижали экспрессию ЭРα.
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ции (табл. 2). Так, по сравнению с контрольными
клетками MCF-7 (нормоксия) в помещенных в
условия гипоксии клетках уже через 24 ч уровень
экспрессии снижался в 1.3 раза, а индекс в 1.6 ра-
за. С увеличением времени инкубации происхо-
дило уменьшение этих показателей: через 96 ч ин-
декс экспрессии BRCA1 снижался в 1.7 раз, через
144 ч – в 1.8 раз и через 240 ч – в 2.1 раза.

В условиях гипоксии также наблюдалось умень-
шение интенсивности и индекса экспрессии ЭPα
по сравнению с контрольными клетками. Так, при
инкубации клеток в течение 240 ч этот интеграль-
ный показатель снижался в 3.2 раза (табл. 2). Обоб-
щая сказанное, следует отметить, что уменьше-
ние индекса экспрессии BRCA1 в условиях гипо-
ксии, в основном, было вызвано снижением
уровня маркера (то есть, количества клеток, экс-
прессирующих маркер), а не интенсивности экс-
прессии, которая оставалась приблизительно оди-
наковой при увеличении длительности гипоксиче-
ских условий (табл. 2). В случае ЭPα уменьшение
индекса экспрессии в условиях гипоксии было
связано с понижением как уровня маркера, так и
интенсивности экспрессии (табл. 2). Такое влия-
ние гипоксии на экспрессию BRCA1 принципи-
ально отличается от эффекта фитоэстрогена гени-
стеина на экспрессию этого маркера: в условиях
гипоксии выявлена тенденция к уменьшению экс-
прессии BRCA1, в основном, за счет снижения
уровня экспрессии BRCA1, а при воздействии фи-
тоэстрогена генистеина наблюдалось увеличение
экспрессии BRCA1, в основном, за счет повыше-
ния интенсивности экспрессии. Другими словами,
в условиях гипоксии снижение экспрессии
BRCA1 вызвано, в значительной мере, уменьше-
нием количества клеток, экспрессирующих мар-
кер, а при воздействии фитоэстрогена генистеина
повышение экспрессии BRCA1, в основном, обу-
словлено увеличением количества маркера в уже
экспрессирующих его клетках.

TPZ – цитотоксин, селективно активируемый
ферментами в клетках при снижении уровня кис-
лорода (гипоксии). TPZ вызывает двухцепочеч-
ные разрывы в молекуле ДНК и последующий

апоптоз в условиях гипоксии. Это соединение
считается кандидатом в лекарственные средства
для терапии ряда сóлидных новообразований
[44]. Инкубация клеток с TPZ в условиях нормок-
сии не вызывала существенных изменений ин-
декса экспрессии BRCA1 (табл. 3). Однако TPZ в
концентрации 5 мкМ влиял на экспрессию ЭРα в
условиях нормоксии – индекс возрос в 1.4 раза.
Инкубация клеток с 5 мкМ TPZ в гипоксических
условиях не приводила к существенным измене-
ниям в индексе экспрессии ЭPα и BRCA1. Увели-
чение концентрации TPZ до 10 мкМ приводило к
повышению индекса экспрессии BRCA1 в 1.5 ра-
за с одновременным снижением индекса экс-
прессии ЭPα в 4.1 раза (табл. 3). Возрастание ин-
декса экспрессии BRCA1 в основном обусловле-
но увеличением уровня экспрессии BRCA1, а не
интенсивности экспрессии маркера. Это значит,
что повышение экспрессии BRCA1 под действи-
ем TPZ обусловлено, в основном, увеличением
числа новых клеток, экспрессирующих BRCA1. Та-
ким образом, появление двухцепочечных разрывов
в ДНК в условиях гипоксии приводит не только к
транслокации BRCA1 в места повреждений ДНК
[3], но и к увеличению количества клеток, экспрес-
сирующих этот белок репарации ДНК.

В случае ЭPα уменьшение индекса экспрес-
сии, в основном, обусловлено снижением уровня
и, в меньшей степени, интенсивности экспрес-
сии. Следовательно, при инкубации с TPZ умень-
шение экспрессии ЭPα происходит, главным об-
разом, за счет уменьшения числа клеток, его экс-
прессирующих (табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В проведенных экспериментах in vitro выявле-

ны некоторые особенности регуляции экспрес-
сии белков BRCA1 и ЭРα в клетках РМЖ линии
MCF-7. Обнаружено, что два исследованных фи-
тоэстрогена, генистеин и апигенин, по-разному
влияли на экспрессию BRCA1 и ЭРα: первый вы-
зывал усиление экспрессии BRCA1 и снижение
ЭРα, в то время как второй снижал экспрессию
ЭРα, но не влиял на BRCA1.

Таблица 2. Экспрессия BRCA1 и ЭРα в клетках MCF-7 в условиях гипоксии

* Время инкубации клеток в условиях гипоксии (1% О2).

Время*, ч

Изменение показателей экспрессии (относительно контроля)

BRCA1 ЭРα

L I Pr L I Pr

24 1.3↓ 1.2↓ 1.6↓ 1.1↓ 1.3↓ 1.4↓
96 1.4↓ 1.2↓ 1.7↓ 1.0 1.0 1.0

144 1.5↓ 1.2↓ 1.8↓ 1.1↓ 1.2↓ 1.3↓
240 1.9↓ 1.1↓ 2.1↓ 1.5↓ 2.1↓ 3.2↓
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Эстроген 17β-эстрадиол (E2) и антиэстроген
фулвестрант снижали экспрессию ЭРα, но не
влияли на BRCA1. Согласно литературным дан-
ным [45, 46], E2 индуцирует снижение уровня
ЭРα, одновременно усиливая экспрессию бел-
ков, гены которых служат мишенями ЭPα: проге-
стеронового рецептора, pS2, GREB1 и SDF1. При
рассмотрении механизма действия Е2 следует от-
метить, что ЭРα, как и многие другие факторы
транскрипции, подвергается ассоциированному
с транскрипцией генов-мишеней протеолизу [47].
Известно, что Е2 вызывает Src-зависимое фосфо-
рилирование ЭРα по Tyr537, это приводит к ассо-
циации ЭРα с коактиватором Е6-АР, активации
генов-мишеней ЭРα, убиквитинированию ЭРα
на промоторах генов pS2 и GREB1 в результате дей-
ствия Е6-АР с убиквитинлигазной активностью и
последующей протеасомной деградации ЭРα
[47]. Ранее показано, что Е2 активирует убикви-
тинирование ЭРα и его протеасомную деграда-
цию [48], а протеасомные ингибиторы индуциру-
ют повышение уровня ЭРα, но при этом наруша-
ют транскрипцию ряда его генов-мишеней [49].
Кроме того, деубиквитиназа OTUB1 деубиквити-
нирует ЭРα и понижает его транскрипционную
активность [50]. Таким образом, убиквитиниро-
вание ЭРα необходимо для эффективной тран-
скрипции генов-мишеней и в тоже время приво-
дит к его последующей деградации. В связи с
этим неудивительно, что в эстроген-негативных
опухолях регистрируют высокие уровни мРНК
ЭРα, но не транслируемого белка [51]. По-види-
мому, причина этого кроется в сопряженном с
транскрипцией генов-мишеней убиквитиниро-
вании ЭРα и его последующей протеасомной де-
градации [47].

Следует также отметить, что лиганды, влияющие
на экспрессию генов с участием эпигенетических
механизмов, включая модификации гистонов, не
всегда приводят к пропорциональному изменению
синтеза соответствующих мРНК и белков. Такое
несоответствие уровней мРНК и белка может быть

связано с регуляцией на уровне трансляции мРНК
под влияние различных факторов, например, при
нарушении клеточного метаболизма, в процессе
развития или клеточной транформации [52, 53]. Ре-
гуляцией экспрессии гена BRCA1 на уровне транс-
ляции кодируемой им мРНК, по-видимому, мож-
но объяснить зарегистрированные нами изменения
в синтезе белка ВRCA1 (приблизительно в 2 раза)
при воздействии фитоэстрогенов и под влиянием
гипоксии. По литературным данным, в некото-
рых случаях синтез мРНК увеличивается значи-
тельно сильнее, чем синтез белка, например, при
воздействии Е2 на синтез мРНК и белка BRCA1 в
клетках РМЖ линии MCF-7 [54]. Иногда эффект
того или иного соединения можно зарегистриро-
вать только на уровне мРНК и не обнаружить на
уровне белка – как при воздействии фитоэстроге-
на ресвератрола на экспрессию того же гена
BRCA1 [55]. По-видимому, в этих случаях действу-
ют молекулярные механизмы, ингибирующие син-
тез белка на той или иной стадии трансляции
(РНК-интерференция, ингибирование инициации
и элонгации трансляции) и/или приводящие к его
посттрансляционной модификации и деградации.
Такая система представляет большой интерес в
плане исследования непосредственного эффекта
модификаций гистонов на изменение синтеза
мРНК BRCA1, вне зависимости от количества ко-
нечного продукта – белка BRCA1.

Dagdemir и др. [34] изучали изменения в моди-
фикациях гистонов, локализующихся в области
промоторов генов BRCA1 и ESR1 (кодирует ЭРα),
при действии фитоэстрогенов и эстрогенов. Ис-
пользуя метод иммунопреципитации хроматина,
авторы обнаружили, что при воздействии генистеи-
на, дэдзеина, эквола или Е2 на промоторах генов
BRCA1 и ESR1 снижен уровень модификаций ги-
стона Н3: H3K9me3 и H3K27me3, – ингибирующих
транскрипцию, и увеличен уровень активирующих
транскрипцию модификаций: H3K4ac и H4K8ac.
Однако вне поля зрения авторов остались другие
модификации гистонов, важные при регуляции ге-

Таблица 3. Экспрессия BRCA1 и ЭРα в клетках MCF-7 при воздействия TPZ

* Клетки инкубировали в условиях нормоксии или гипоксии в течение 72 ч, затем добавляли TPZ в соответствующей концен-
трации и инкубировали еще в течение 24 ч (к контрольным клеткам TPZ не добавляли).

Условия [TPZ], мкМ

Изменение показателя экспрессии (относительно контроля)*

BRCA1 ЭРα

L I Pr L I Pr

Нормоксия
5 1.2↓ 1.1↓ 1.3↓ 1.3↑ 1.1↑ 1.4↑

10 1.1↓ 1.1↓ 1.2↓ 1.2↑ 1.0 1.2↑

Гипоксия
5 1.2↑ 1.0 1.2↑ 1.1↓ 1.1↓ 1.2↓

10 1.4↑ 1.1↑ 1.5↑ 2.7↓ 1.5↓ 4.1↓



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 3  2019

РЕГУЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ BRCA1 И ЭРα 509

нов, активируемых Е2-ЭРα (ген pS2), такие как
Н3K14ac, Н3K18ac, Н3K23ac и Н3R17me [56]. Не-
смотря недостаточную изученность этой пробле-
мы, можно предположить, что, по аналогии с про-
мотором гена pS2 в клетках MCF-7 РМЖ, в случае
BRCA1 (другого гена, активируемого Е2-ЭРα) спра-
ведлива та же E2-зависимая активация промотора
с участием ацетилтрансферазы гистонов CBP и
Arg-специфичной метилтрансферазы гистонов
CARM1 [56]. Более детально это выглядит так:
под действием Е2 гистоны H3, находящиеся на
промоторе гена BRCA1, ацетилируются вначале по
Lys18 (Н3K18ac), затем по Lys23 (Н3K23ac) и, нако-
нец, метилируются по Arg17 (Н3R17me); при этом
Lys14 может быть ацетилирован как в присутствии,
так и в отсутствие Е2-воздействия (Н3K14ac) [56].

Обобщая сказанное, можно предложить не-
сколько возможных механизмов наблюдаемой
нами регуляции экспрессии BRCA1 и ЭРα фито-
эстрогенами. С одной стороны, фитоэстроген ге-
нистеин может активировать ЭРα, что приводит к
формированию комплекса с ацетилтрансферазой
гистонов CBP/p300, ацетилированию гистонов в
области промотора гена BRCA1 и к усилению син-
теза мРНК и белка BRCA1. С другой стороны, ге-
нистеин, как ингибитор метилтрансфераз ДНК
[57, 58], может снижать уровень гиперметилирова-
ния ДНК в промоторе BRCA1 и тем самым индуци-
ровать усиление транскрипции мРНК BRCA1 и по-
вышение уровня транслируемого с нее белка.

В результате проведенного нами исследования
по воздействию гипоксии на экспрессию BRCA1
и ЭРα в клетках MCF-7 выявлена тенденция к
снижению экспрессии этих двух белков. Гипо-
ксический цитотоксин TPZ не оказывал значи-
тельного влияния на индекс экспрессии BRCA1 в
условиях нормоксии. В условиях гипоксии обна-
ружено повышение экспрессии BRCA1 под воз-
действием TPZ, который, активизируясь до цито-
токсического радикала при снижении уровня кис-
лорода, вызывает двухцепочечные разрывы ДНК.
Это новые механизмы ответа злокачественных кле-
ток на действие гипоксических цитотоксинов. Ан-
тиэстрогеновые эффекты TPZ в клетках РМЖ, об-
наруженные при гипоксии, представляют большой
интерес для дальнейших исследований. Нельзя ис-
ключить, что гипоксия влияет на BRCA1-ассоции-
рованные процессы репарации ДНК и одновре-
менно воздействует на гормональную регуляцию
роста клеток РМЖ.

На основании полученных результатов по воз-
действию таких биологически активных соедине-
ний, как фитоэстрогены, эстрогены, антиэстро-
гены, на экспрессию BRCA1 и ЭРα в клетках
РМЖ можно сделать вывод, что изменения инте-
грального показателя экспрессии, индекса, про-
исходили, в основном, за счет изменений интен-
сивности, а не уровня экспрессии целевого белка.

В условиях же гипоксии и под действием гипо-
ксического цитотоксина TPZ, напротив, измене-
ния индексов экспрессии BRCA1 и ЭРα обуслов-
лены в большей степени изменениями уровней, а
не интенсивности их экспрессии. Иными слова-
ми, при воздействии фитоэстрогенов, эстрогенов
и антиэстрогенов число клеток, экспрессирую-
щих эти опухолевые маркеры, остается почти не-
изменным, но изменяется количество маркеров в
уже экспрессирующих их клетках; и, напротив,
при воздействии гипоксии и гипоксического цито-
токсина TPZ изменяется число клеток, экспресси-
рующих BRCA1 или ЭРα, и почти не меняется ко-
личество маркеров в уже экспрессирующих их
клетках. В целом, в результате проведенного иссле-
дования выявлена координированная взаимосвязь
BRCA1-ассоциированной репарации ДНК и сиг-
нальных путей стероидных гормонов. Кроме того,
показано, что в условиях гипоксии в клетках РМЖ
одновременно снижаются гормональная зависи-
мость пролиферации и роста клеток и экспрессия
ключевого опухолевого супрессора BRCA1. В даль-
нейших исследованиях планируется установить
роль этих молекулярных механизмов в формирова-
нии химиорезистентности опухолей со значитель-
ными гипоксическими регионами.

В заключение следует сказать, что полученные
результаты послужат основой для последующего
комплексного исследования молекулярных путей
регуляции экспрессии маркера репарации ДНК,
BRCA1, и маркера пролиферации, ЭРα, в том
числе эпигенетической регуляции экспрессии их
генов.

Исследование поддержано грантом РФФИ 18-
29-09017 (эксперименты с клеточными культу-
рами).
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BRCA1 (breast cancer 1) protein is involved in the genome stability maintenance participating in homolo-
gous recombination-dependent DNA repair. Disruption of BRCA1 functioning is associated with breast and
ovarian cancer. Despite the important role of BRCA1 in DNA repair in all cell types, the development of
BRCA1-associated cancer takes place mainly in estrogen-dependent tissues such as breast and ovarian ones.
Using breast cancer cell line MCF-7 it was demonstrated in in vitro experiments that the estrogen 17β-estra-
diol (E2), phytoestrogens (genistein and apigenin) and antiestrogens (tamoxifen and fulvestrant) inhibited
estrogen receptor α (ERα) expression while only genistein influenced BRCA1 increasing its expression. In
hypoxia, that is an important factor of solid tumors progression, the decrease of BRCA1 and ERα expression
was demonstrated in MCF-7 cells. Therefore, hypoxia influences both BRCA1-dependent DNA repair and
hormonal regulation of breast cancer cell growth. Taken together, obtained results demonstrate a relationship
between BRCA1 and steroid hormones signal transduction pathways in breast cancer cells and point out to
the importance of complex BRCA1 and ERα expression regulation mechanisms studies including epigenetic
gene expression regulation.

Keywords: BRCA1 protein, estrogen receptors, breast cancer, MCF-7, f low cytometry, hypoxia, phytoestro-
gens, estrogens
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