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НА КЛЕТКИ ЛИНИИ MCF7 РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
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Изучено влияние индукторов стресса эндоплазматического ретикулума (ЭПР) – дитиотреитола
(ДТТ) и селенита натрия (СН) – на экспрессию селенопротеинов ЭПР и маркеров апоптоза в клет-
ках линии MCF7 рака молочной железы. Показано, что ДТТ в концентрациях 1 и 5 мМ не влиял на
выживаемость клеток MCF7. Исходя из данных ПЦР в реальном времени и уровня маркеров стрес-
са ЭПР мы предполагаем, что ДТТ в использованных концентрациях вызывает в клетках MCF7 раз-
витие ЭПР-стресса по адаптационному пути, преимущественно с участием факторов транскрипции
IRE1 и ATF6, а также селенопротеинов SELS, SELK, SELT, SELM, SELN. Обработка клеток MCF7
0.01 мкМ СН приводила к снижению уровня мРНК всех исследуемых генов. При увеличении кон-
центрации СН до 0.1 мкМ наблюдалось повышение уровня экспрессии ключевых генов ЭПР-стрес-
са и маркеров апоптоза: CHOP, GADD34, PUMA, BIM, ATF4, sXBP, uXBP, AKT1, BAX, BAK. Согласно
полученным результатам, 0.1 мкМ СН инициирует развитие процесса, известного как “ответ на не-
правильную укладку белка” (unfolded protein response, UPR) по проапоптическому пути с участием
PERK, а также по альтернативному пути IRE1. СН в концентрации 1 мкМ также вызывает повыше-
ние уровня мРНК маркеров апоптоза, усиливает экспрессию сплайсированной формы XBP1, а так-
же сопровождается значительным снижением выживаемости опухолевых клеток. Мы предполага-
ем, что СН (1 мкМ) инициирует гибель клеток MCF7 по пути апоптоза. Показано, что в зависимо-
сти от природы и концентрации индуктора ЭПР-стресса в клетках активируются как адаптивные,
так и проапоптотические пути передачи сигналов UPR.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак молочный железы – наиболее частая форма
рака у женщин и одна из основных причин смерт-
ности от онкологических заболеваний [1]. Однако
эффективность препаратов, применяемых в хи-
миотерапии рака молочной железы, ограничена

развитием лекарственной резистентности рако-
вых клеток [2, 3].

Один из возможных процессов, приводящих к
апоптотической гибели клеток, – стресс эндоплаз-
матического ретикулума (ЭПР-стресс) – процесс,
в развитии которого огромное значение имеет на-
рушение фолдинга белков, приводящее к развитию

Сокращения: ASK1 – цитозольная серин/треониновая протеинкиназа семейства MAP3K5, регулирующая апоптотические
сигналы; ATF4 и ATF6 – активирующие факторы транскрипции 4 и 6 соответственно; Bak, Bax, Bim – белки-индукторы
апоптоза, относящиеся к семейству Bcl2; CHOP – белок, гомологичный белку, связывающему CCAAT-энхансер; DIO2 –
иодтиpозиндеиодиназа 2; IRE1 – инозитолзависимый фермент 1; GADD34 – белок 34, вызывающий прекращение роста и
повреждение ДНК; GAPDH – глицеральдегид-3-фосфат–дегидрогеназа; PUMA – активируемый p53 проапоптотический
белок; SELK, SELN, SELS, SELM, SELT, SELI, SEP15 – селенопpотеины K, N, S, M, T, I, 15 cоответcтвенно; UPR – ответ
на неправильную укладку белка (unfolded protein response); XBP1 – фактор транскрипции, X-box-связывающий белок-1;
АФК – активные формы кислорода; ДТТ – дитиотреитол; СН – селенит натрия; ОУЭ – относительный уровень экспрес-
сии; ПЦP – полимеpазная цепная pеакция; ЭПР – эндоплазматический ретикулум.
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гомеостатического механизма, известного как от-
вет на неправильную упаковку белка (UPR). UPR –
это сложный комплекс взаимосвязанных сиг-
нальных путей, имеющих как адаптационную,
так и проапоптотическую направленность, но
объединенных общим пусковым механизмом,
который представлен триадой трансмембранных
белков – PERK, IRE1 и ATF6. В физиологиче-
ских условиях регуляторные домены этих триг-
герных белков находятся в просвете ЭПР и свя-
заны с иммуноглобулинсвязывающим белком
BiP (BiP/GRP78). С увеличением нагрузки на
ЭПР содержание свободных шаперонов в просве-
те уменьшается, в результате чего происходит дис-
социация BiP от этих белков, активация PERK,
IRE1 и ATF6 и запуск каскада сигнальных путей
UPR.

ЭПР-стресс может индуцироваться как физи-
ческими факторами и соединениями различной
химической природы, так и нарушениями мета-
болизма клетки [5–7]. Среди хорошо известных
индукторов ЭПР-стресса особое место занимают
селенсодержащие соединения. Одно из распро-
страненных соединений селена – селенит натрия
(СН) – широко используется в качестве потенци-
ального противоопухолевого cредства. СН оказы-
вает цитотоксическое, антипролиферативное и
проапоптотическое действие на раковые клетки
разной этиологии [8–16]. Основными механиз-
мами цитотоксического действия СН считаются
продукция активных форм кислорода (АФК),
дисфункция митохондрий с высвобождением ци-
тохрома с, активация каспаз и, как следствие,
окислительный стресс [17], а также образование
дисульфидных мостиков, что приводит к моди-
фикациям структуры белков и изменению их
конформации. Накопление неправильно сверну-
тых белков в просвете ЭПР приводит к стрессу
ЭПР с последующей активацией проапоптотиче-
ского сигнального пути UPR [18–22]. Показано,
что характер воздействия СН на клетки зависит
от концентрации: при низких концентрациях ин-
дуцируется остановка клеточного цикла в S-фазе,
в то время как высокие концентрации СН спо-
собствуют задержке клеточного цикла в фазе
G0/G1 [20]. Описан антиапоптотический эффект
СН, обусловленный ингибированием окисли-
тельного стресса, индуцированного токоферил-
сукцинатом (α-TOS), и стимуляцией механизма
аутофагии [21].

Одним из типичных индукторов ЭПР-стресса
является низкомолекулярный серусодержащий
восстанавливающий агент дитиотреитол (ДТТ).
Цитотоксическое действие ДТТ обусловлено на-
личием тиольной группы, при окислении кото-
рой образуется пероксид водорода. Повышенный
уровень пероксида водорода и других АФК, обра-
зующихся в реакции Фентона, вызывает, в конеч-
ном итоге, окислительный стресс и гибель клетки

[22, 23]. Кроме того, ДТТ приводит к гибели кле-
ток путем активации не связанного с митохон-
дриями пути апоптоза с участием каспазы 3. Это
подтверждается отсутствием деполяризации ми-
тохондриальной мембраны и раннего высвобож-
дения цитохрома с из митохондрий в цитозоль, а
также незначительной ролью каспазы 9 в индуци-
рованном ДТТ апоптозе [22].

Известно, что селенопротеины вовлечены в
процессы канцерогенеза, их рассматривают в
качестве маркеров онкологических заболеваний
[24–28]. Роль этих белков в регуляции стресса
ЭПР активно исследуется, при этом особый ин-
терес представляют селенопротеины, локализу-
ющиеся преимущественно в ЭПР, такие как
SELK, SELN, SELS, SELM, SELT, SEP15 и DIO2
[29–33]. Вклад этих селенопротеинов в гомеоста-
тическую функцию ЭПР становится все более
очевидным: они чувствительны к действию раз-
личных источников ЭПР-стресса, экспрессия
мРНК и количественное содержание самих бел-
ков существенно зависят от природы индуктора и
его концентрации. Подобные исследования про-
ведены нами ранее на раковых клетках линий HT-
1080 (фибросаркома) и DU 145 (карцинома про-
статы). Обнаружено, что уровни экспрессии семи
селенопротеинов-резидентов ЭПР по-разному
изменялись в зависимости от клеточной линии и
концентрации индуктора ЭПР [34–36]. Однако
характеристика некоторых белков in vivo ограни-
чена, а их связь с метаболической дисфункцией
только предполагается, что делает необходимым
изучение функций этих белков, их роли в ЭПР-
стрессе и патофизиологии метаболических забо-
леваний, в том числе в канцерогенезе. В настоя-
щей работе изучены молекулярные механизмы
развития ЭПР-стресса, роль селенопротеинов,
ключевых белков UPR и апоптоза в индукции
ЭПР-стресса посредством СН и ДТТ на примере
аденокарциномы молочной железы человека.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Материалы и реагенты. В работе использова-

ны: набор для анализа пролиферации клеток
МТТ (“Abcam”, Великобритания), антитела для
Вестерн-блотинга, включая анти-Gapdh, анти-
ATF4, анти-ATF6, анти-Xbp1 и вторичные анти-
тела, конъюгированные с пероксидазой хрена
(“Abcam”), СН (“Sigma Aldrich”, США), ДТТ
(“Sigma Aldrich”). Cуммарную РНК выделяли с
использованием реагента ExtractRNA (“Евро-
ген”, Россия). Использовали набор для проведе-
ния обратной транскрипции MMLV RT kit (“Ев-
роген”), 5-кратную реакционную смесь для ПЦР
в режиме реального времени qPCRmix-HS SYBR
(“Евроген”).

Культура клеток и реагенты. Работа проведена
на клетках линии MCF7 (аденокарцинома молоч-
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ной железы человека), приобретенных в АТСС
(Американская коллекция типовых культур кле-
ток, Manassas, США). Клетки культивировали в
среде DMEM с добавлением 10%-ной фетальной
сыворотки крупного рогатого скота.

Анализ пролиферации и жизнеспособности клеток.
Количество жизнеспособных клеток MCF7 и
скорость их пролиферации в каждом образце опре-
деляли с помощью МТТ-теста. Клетки высевали на
96-луночный планшет из расчета 5500 клеток/лун-
ку и инкубировали в течение 24 ч с СН (0.01, 0.1 и
1 мкМ) или ДТТ (1, 5 мМ). Далее клетки инкуби-
ровали в течение 3 ч с реагентом МТТ (20 мкл,
5 г/л в фосфатном буфере, pH 7.4) при 37°C. По-
сле инкубации клетки обрабатывали растворите-
лем МТТ в течение 15 мин при комнатной темпе-
ратуре. Оптическую плотность растворов измеря-
ли при λ = 590 нм. Каждое измерение повторяли
трижды.

Выделение РНК, обратная транскрипция и ко-
личественная ПЦР в режиме реального времени.
Клетки MCF7 инкубировали в течение 24 ч с СН
(0.01, 0.1 или 1 мкМ) или ДТТ (1 или 5 мМ), а за-
тем выделяли суммарную РНК с использованием
реагента ExtractRNA, содержащего раствор фено-
ла и гуанидинизотиоцианата, в соответствии с

инструкциями производителя (“Евроген”). Кон-
центрацию РНК определяли спектрофотометри-
чески (NanoDrop ND-1000, “NanoDrop Technolo-
gies”, США) при длине волны 260 нм. Качество
РНК проверяли по сохранности 18S и 28S рРНК с
помощью электрофореза в 1%-ном агарозном ге-
ле. Растворы суммарной РНК хранили при тем-
пературе –75°С.

кДНК первой цепи синтезировали из 2 мкг
суммарной РНК, реакцию проводили в присут-
ствии oligo(dT)-праймеров и обратной тран-
скриптазы MMLV в соответствии с инструкциями
производителя (“Евроген”). Полученную кДНК
использовали в качестве матрицы для ПЦР в ре-
альном времени. ПЦР в реальном времени прово-
дили с помощью смеси qPCRmix-HS SYBR (“Ев-
роген”) на амплификаторе “ДТлайт 5” (“ДНК-
Технология”, Россия). Специфичность праймеров
и чистоту продуктов ПЦР проверяли с помощью
электрофореза в 2%-ном агарозном геле.

Ген GAPDH, кодирующий глицеральдегид-3-
фосфат–дегидрогеназу, использовали в качестве
референсного. Нуклеотидные последовательно-
сти праймеров к исследуемым генам и гену GAPDH
синтезированы фирмой “Евроген” (табл. 1).

Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Прямой праймер 5' → 3' Обратный праймер 5' → 3'

GAPDH ACATCGCTCAGACACCATG GCCAGTGAGCTTCCCGTT
SELT TCTCCTAGTGGCGGCGTC GTCTATATATTGGTTGAGGGAGG
SELM AGCCTCCTGTTGCCTCCGC AGGTCAGCGTGGTCCGAAG
SEP15 TACGGTTGTTGTTGGCGAC CAAATTGTGCTTCCTCCTGAC
SELK TTTACATCTCGAACGGACAAG CAGCCTTCCACTTCTTGATG
SELS TGGGACAGCATGCAAGAAG GCGTCCAGGTCTCCAGG
SELN TGATCTGCCTGCCCAATG TCAGGAACTGCATGTAGGTGG
DIO2 AGCTTCCTCCTCGATGCC AAAGGAGGTCAAGTGGCTG
CHOP GCTCTGATTGACCGAATGG TCTGGGAAAGGTGGGTAGTG
GADD34 CTCCGAGAAGGTCACTGTCC GACGAGCGGGAAGGTGTGG
PUMA CAGATATGCGCCCAGAGAT CCATTCGTGGGTGGTCTTC
BIM GGACGACCTCAACGCACAGTACGAG GTAAGGGCAGGAGTCCCA
ATF4 GTGTTCTCTGTGGGTCTGCC GACCCTTTTCTTCCCCCTTG
ATF6 AACCCTAGTGTGAGCCCTGC GTTCAGAGCACCCTGAAGA
XBPu ACTCAGACTACGTGCACCTC GTCAATACCGCCAGAATCC
XBPs CTGAGTCCGCAGCGGTGCAGG GGTCCAAGTTGTCCAGAATG
CAS3 GCATTGAGACAGACAGTGGTG AATAGAGTTCTTTTGTGAGCATG
CAS4 CACGCCTGGCTCTCATCATA TAGCAAATGCCCTCAGCG
MAP3K5 AACACCTGAAGCTTAAGTCCC TCAATGATAGCCTTCCACAGTG
MAPK-8 AAAGGGAACACACAATAGAAGAG GCTGCTGCTTCTAGACTG
BAX GGGCTGGACATTGGACTTC AACACAGTCCAAGGCAGCTG
BAK GAGAGTGGCATCAATTGGGG CAGCCACCCCTCTGTGCAATCCA
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Изменение уровня экспрессии мРНК исследу-
емых белков до и после обработки СН и ДТТ
определяли по формуле ОУЭ = 2–ΔΔСt, где ΔΔСt –
разница значений ΔСt для каждого гена до и по-
сле обработки клеток. Каждое значение ΔСt рас-
считывали по формуле ΔСt = Сt (исследуемый
ген) – Сt (референсный ген).

Вестерн-блотинг. Клетки MCF7 после инкуба-
ции СН или ДТТ трижды промывали ледяным
фосфатно-солевым буфером, далее гомогенизи-
ровали с помощью лизирующего буфера, содер-
жащего 100 мМ Трис-HCl pH 8.0, 0.15 мМ NaCl,
1 мМ EDTA, 1 мМ фенилметансульфонилфторид
(PMSF). Лизаты очищали центрифугированием
при 14000 g в течение 10 мин при 4°C. Белки раз-
деляли методом электрофореза в 12%-ном полиа-
криламидном геле (ПААГ) и переносили на нит-
роцеллюлозную мембрану (“GE Healthcare”,
Франция). Неспецифическое связывание анти-
тел предупреждали, блокируя мембраны 5%-ным
обезжиренным молоком на шейкере в течение 1 ч
при комнатной температуре. Затем мембраны ин-
кубировали в течение ночи при 4°C с первичны-
ми антителами (все 1 : 200). После отмывки в
TBST мембраны с образцами инкубировали в те-
чение 1 ч с вторичными антителами, конъюгиро-
ванными с пероксидазой хрена (1 : 5000). Связав-
шиеся антитела, конъюгированные с пероксида-
зой хрена, выявляли с использованием раствора
DAB (0.05% DAB в TBS + 10 мкл 30% Н2О2). Ден-
ситометрический анализ проводили, используя
программу Image J Software.

Статистический анализ. Для анализа данных,
построения графиков и статистической обработ-
ки использовали пакет программ Microsoft Excel
и GraphPadPrism 5. Данные нескольких (не менее
трех) независимых экспериментов объединяли и
анализировали с помощью t-теста Стьюдента. Зна-
чения p < 0.05 рассматривали как статистически зна-
чимые. Количество белка в образцах определяли по
методу Лоури. Уровень экспрессии белка количе-

ственно оценивали с помощью программы ImageJ.
На графиках приведены средние значения ± стан-
дартное отклонение (SD), вычисленные по ре-
зультатам трех независимых экспериментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние СН и ДТТ на пролиферацию

и жизнеспособность клеток MCF7

На первом этапе работы с помощью МТТ-ана-
лиза мы проверили цитотоксические свойства
используемых нами индукторов стресса ЭПР на
клетках MCF7. Показано, что обработка клеток
ДТТ (1 и 5 мМ) и СН (0.01 мкМ) в течение 24 ч
практически не повлияла на их пролиферацию и
жизнеспособность. Оказалось, что СН постепен-
но снижает жизнеспособность клеток MCF7 с 94
до 62% (р < 0.05) по мере увеличения его концен-
трации с 0.01 до 1 мкМ соответственно (рис. 1).

Влияние СН и ДТТ на экспрессию мРНК генов 
селенопротеинов-резидентов ЭПР

Методом ПЦР в реальном времени проанали-
зированы изменения уровней экспрессии генов
семи селенопротеинов, локализующихся преиму-
щественно в ЭПР, в клетках MCF7, обработан-
ных селенсодержащим (СН) и серусодержащим
(ДТТ) индукторами ЭПР-стресса.

Результаты, представленные на рис. 2а, б, поз-
воляют считать, что при обработке клеток СН в
минимальной концентрации (0.01 мкМ) количе-
ство мРНК SELS, SELТ и SELN не меняется су-
щественно по сравнению с интактными клетка-
ми. Значительно увеличилась экспрессия гена
SELК (в 2 раза, р < 0.05), а уровни мРНК SELМ,
SEР15 и DIO2, наоборот, уменьшились. Повыше-
ние концентрации СН до 0.1 мкМ привело к значи-
тельному росту уровня экспрессии генов всех ис-
следуемых белков, что особенно заметно для DIO2
(в 3.2 раза, р < 0.05) и SELT (в 2.5 раза, р < 0.05). Вы-

Рис. 1. Цитотоксический эффект СН и ДТТ на линию клеток MCF7. Клетки инкубировали с СН и ДТТ в разных кон-
центрациях в течение 24 ч и определяли их жизнеспособность с помощью МТТ-теста. За 100% принимали значения,
полученные для необработанных клеток. Стандартные отклонения рассчитывали по результатам не менее трех неза-
висимых экспериментов.
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сокая концентрация СН (1 мкМ) практически не
повлияла на экспрессию генов SELT, SELK, SELS,
SEP15, но значительно усилила экспрессию мРНК
SELM (в 2.6 раза, р < 0.05), SELN (в 2.1 раза, р <
< 0.05) и DIO2 (в 1.9 раза, р < 0.05).

Воздействие ДТТ в концентрации 1 и 5 мМ на
клетки в течение 24 ч повысило экспрессию генов
почти всех исследуемых селенопротеинов по
сравнению с интактными клетками, за исключе-
нием DIO2 и SEP15, уровень экспрессии которых
не изменялся статистически значимо (рис. 2б).

Изменение экспрессии генов ключевых участников 
ЭПР-стресса при обработке клеток MCF7 СН

и ДТТ в разных концентрациях
С помощью ПЦР в реальном времени выявле-

ны значимые различия в уровнях мРНК исследу-
емых белков в клетках MCF7, обработанных в те-
чение 24 ч СН или ДТТ в разных концентрациях
(рис. 3а, б)

Интересно, что СН в низкой концентрации
(0.01 мкМ) вызывает значительное снижение
мРНК всех исследуемых генов, ассоциированных
с ЭПР-стрессом (рис. 3а). Добавка СН в более
высокой концентрации – 0.1 мкМ, приводит к ин-
версии описанного эффекта, уровень мРНК воз-

растает по сравнению с контрольными клетками.
Выявлено значительное увеличение экспрессии
следующих генов: CHOP (3.6 раза, р < 0.05),
GADD34, BIM, XBSs, BAK и MAPK8 примерно в
3 раза (р < 0.05) (рис. 3а).

Увеличение концентрации СН до 1 мкМ при-
водит к максимальному росту уровня мРНК
GADD34 – в 5 раз (р < 0.05), BAK и PUMA – в
4 раза (р < 0.05), а уровень мРНК MAP3K5, наобо-
рот, значительно снизился. Стоит отметить, что
при воздействии 1 мкМ СН на клетки в течение
24 ч экспрессия генов CHOP, ATF4, ATF6, XBP,
CAS3, CAS4 практически не отличалась от значе-
ний в контроле (рис. 3а).

ДТТ стимулировал усиление экспрессии по-
чти всех изученных генов в клетках MCF7: мРНК
XBPu – в 3 раза при добавке 1 и 5 мМ, MAP3K5 –
в 4 раза, при добавке 1 мМ ДТТ, CHOP, CAS4 и
GADD34 – более чем в 2 раза в присутствии 5 мМ
ДТТ. Исключение составили гены CHOP, BAX,
ATF4 – уровень их экспрессии снизился почти в
2 раза при инкубации клеток с 1 мМ ДТТ в тече-
ние 24 ч по сравнению с интактными клетками
(рис. 3б).

Рис. 2. Экспрессия мРНК селенопротеинов, резидентных в ЭПР – SELT, SELM, SEP15, SELК, SELS, SELN и DIO2 –
в линии клеток MCF7 после обработки различными концентрациями СН (а) и ДТТ (б) в течение 24 ч. Данные полу-
чены с помощью ПЦР в реальном времени и представлены как среднее значение ± стандартное отклонение, вычис-
ленные по результатам не менее трех независимых экспериментов. В качестве внутреннего контроля для нормирова-
ния использовали ген GAPDH. За единицу (черная пунктирная линия) принят уровень каждой из исследуемых мРНК
в необработанных клетках.
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Изменение экспрессии на уровне белка ключевых 
маркеров ЭПР-стресса (ATF4, ATF6, XBP1s, 

XBP1u) при обработке клеток MCF7 СН и ДТ
в разных концентрациях в течение 24 ч

Так как белки ATF4, ATF6, XBP1s, XBP1u явля-
ются ключевыми маркерами основных сигнальных
путей UPR, мы изучили изменение их уровня при
добавлении СН и ДТТ к клеткам MCF7.

Обнаружено повышение экспрессии мРНК и
количественного содержания ATF4, ATF6 и XBP1s в
клетках MCF7, обработанных 0.1 и 1 мкМ СН
(рис. 4в). Уровни экспрессии генов ATF4 и ATF6 и
сплайсированных форм XBP1 возрастали стати-
стически значимо (примерно в 2 раза по сравнению
с контролем), что подтверждено данными Вестерн-
блотинга (рис. 4а). При воздействии СН во всех ис-
пользованных концентрациях уровень экспрессии
белка XBP1s значимо не менялся (рис. 4а).

Влияние ДТТ (1 и 5 мM) на уровень экспрес-
сии белков отличалось от воздействия СН на
клетки MCF7. Уровень мРНК ATF4, ATF6, XBP1s
при инкубации клеток с 1 и 5 мМ ДТТ практиче-
ски не изменялся и не отличался от уровня в кон-
троле (рис. 4г). Исключением стал белок XBP1u,

уровень экспрессии которого увеличился почти в
2 раза при воздействии 5 мМ ДТТ. Таким обра-
зом, мы обнаружили противоположное действие
СН (во всех концентрациях) и ДТТ на уровень
экспрессии белка XBP1u – незначительное сни-
жение в случае СН и повышение в случае ДТТ,
что подтверждено результатами Вестерн-блотин-
га (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Нарушение состояния и нормального функцио-
нирования клеток приводит к развитию стресса
ЭПР, который инициирует UPR-ответ, направлен-
ный на восстановление гомеостаза ЭПР, т.е. в
клетке начинают работать адаптивные сигналь-
ные пути, способствующие выживанию клеток,
в противном случае происходит переключение с
адаптивных процессов на проапоптотические.

Эти процессы происходят как в нормальных,
так и в онкотрансформированных клетках. Сле-
довательно, блокирование адаптивного пути
стресса ЭПР или стимуляция пути апоптоза мож-
но рассматривать как потенциальную противо-

Рис. 3. Экспрессия мРНК ключевых участников ЭПР-стресса и апоптоза в линии клеток MCF7, обработанных СН (а) и
ДТТ (б) в течение 24 ч. Данные получены с помощью ПЦР в реальном времени и представлены как среднее значение ± стан-
дартное отклонение, вычисленное по результатам не менее трех независимых экспериментов. Данные нормировали с
использованием GAPDH в качестве внутреннего контроля. За единицу (черная пунктирная линия) принят уровень
каждой из мРНК в необработанных клетках.
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опухолевую стратегию. Раковые клетки активи-
руют UPR для облегчения стрессового состояния
ЭПР как стратегию выживания и прогрессии
канцерогенеза. UPR играет важную роль в обес-
печении устойчивости опухолевых клеток к хи-
мио- или лучевой терапии [37, 38]. По-видимому,
существует возможность терапии рака, направ-
ленной на индукцию ЭПР-стресса, а также путем
ингибирования компонентов, участвующих в
адаптивном пути UPR и стимуляции апоптотиче-
ского пути. В нашей работе мы использовали хо-
рошо известные индукторы ЭПР-стресса – СН,

одно из наиболее распространенных соединений
селена, которое используют в качестве потенци-
ального противоопухолевого препарата, и ДТТ.
Оба индуктора ЭПР-стресса обладают высокой
активностью, благодаря чему вызывают глобаль-
ные модификации, изменяют конформацию бел-
ков и, как следствие, приводят к накоплению не-
правильно свернутых белков в просвете ЭПР. Мы
сравнили влияние СН и ДТТ на развитие ЭПР-
стресса. Эти вещества вызывают противополож-
ные модификации белков: так, СН образует в бел-
ках дисульфидные связи, а ДТТ, наоборот, восста-

Рис. 4. Экспрессия генов ключевых маркеров ЭПР-стресса: ATF4, ATF6, XBP1s, XBP1u в клетках MCF7, обработанных
СН и ДТТ в течение 24 ч. а – Вестерн-блот-анализ содержания белков ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u в клетках MCF7,
обработанных СН (0.01, 0.1 или 1 мкМ). б – Вестерн-блот-анализ содержания белков ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u в
клетках MCF7, обработанных 1 или 5 мМ ДТТ. в – Уровень экспрессии мРНК ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u относи-
тельно мРНК GAPDH (отн. ед.) в клетках MCF7, обработанных СН в разной концентрации. г – Уровень экспрессии
мРНК ATF4, ATF6, XBP1s и XBP1u относительно мРНК GAPDH (отн. ед.) в клетках MCF7, обработанных ДТТ в раз-
ной концентрации. Представлены средние значения ± стандартное отклонение (SD), вычисленные по результатам
трех независимых экспериментов.
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навливает их. Важно подобрать такие концентра-
ции индукторов ЭПР, которые способствовали бы
пролонгированному ЭРП-стрессу и гибели рако-
вых клеток, не оказывая при этом цитотоксическо-
го эффекта на здоровые клетки, окружающие опу-
холь. В качестве раковых клеток мы выбрали
клетки линии MCF7, эпителиоподобной клеточ-
ной линии, полученной из инвазивной аденокар-
циномы протоков молочной железы человека.
Клетки линии MCF7 часто используют для изуче-
ния молекулярной биологии рака и цитотоксич-
ности противоопухолевых фармпрепаратов in vitro.
Цитотоксические свойства СН и ДТТ в возраста-
ющих концентрациях мы определяли при помо-
щи МТТ-анализа, который показал, что обработ-
ка опухолевых клеток 1 и 5 мМ ДТТ, а также
0.01 мкМ СН в течение 24 ч практически не влия-
ет на их пролиферацию и жизнеспособность.
Дальнейшее увеличение концентрации СН при-
водило к снижению выживаемости клеток MCF7.
Критической концентрацией СН, близкой к
LD50, оказалась 1 мкМ, так как мы наблюдали ги-
бель около 40% клеток. Очевидно, что именно эта
доза СН приводит к однозначному переключе-
нию механизмов ЭПР-стресса с адаптивных на
проапоптические и вызывает гибель опухолевых
клеток, предположительно по пути апоптоза. Да-
лее мы анализировали молекулярные механизмы
наблюдаемых явлений.

Большой интерес представляет роль селено-
протеома, т.е. совокупности всех селенсодержа-
щих белков организма, в развитии, росте и про-
грессии рака [25, 27, 28]. Мы сделали акцент на
семи селенопротеинах, резидентно присутствую-
щих в ЭПР, проанализировав изменение их экс-
прессии при воздействии на клетки MCF7 двух
индукторов ЭПР-стресса. Эти селенопротеины,
несмотря на сходное строение, обладают струк-
турными особенностями, различиями в тополо-
гии и выполняют различные функции: участвуют
в распознавании и регуляции окислительно-вос-
становительного статуса и правильного фолдинга
белков, в контроле потока Ca2+ и регуляции Са2+-
зависимой передачи сигналов и др. [29, 39]. Сни-
женная экспрессия селенопротеинов-резидентов
ЭПР связана с повышенным клеточным стрессом
и воспалением. Нами показано, что экспрессия
мРНК практически всех исследуемых селенопро-
теинов увеличивается как при воздействии 1 и
5 мМ ДТТ, так и 0.1 мкМ СН. Вероятно, эта кон-
центрация СН ассоциирована с развитием ЭПР-
стресса по адаптивному сигнальному пути UPR,
как и обе концентрации ДТТ.

Воздействие СН в низкой концентрации
(0.01 мкМ) приводило к снижению уровня экс-
прессии генов трех селенопротеинов – SELМ,
SEР15, DIO2. Единственным селенопротеином,
уровень мРНК которого значительно увеличил-

ся, был SELК (в 2 раза, р <0.05). Это позволяет
предположить, что большую роль в развитии
адаптационного пути на начальных стадиях ини-
циации ЭПР-стресса играет именно SELК. Пока-
зано, что подавление экспрессии SELK путем
РНК-интерференции усугубляло гибель клеток
HepG2 и апоптоз. Предполагается, что белок
SELК регулируется ЭПР-стрессом и играет важ-
ную роль в защите клеток HepG2 от апоптоза, вы-
званного индукторами стресса ЭПР [40]. Показано
также, что подавление экспрессии белка SELK со-
провождается окислительным стрессом и апопто-
зом в мышцах курицы [41]. Напротив, избыточная
экспрессия SELK защищает кардиомиоциты от
апоптоза благодаря своим антиоксидантным свой-
ствам [42]. Кроме того, SELK относится к тем се-
ленопротеинам, которые сами не обладают фер-
ментативной активностью, но используют остаток
селеноцистеина альтернативным образом, в основ-
ном при взаимодействии с другими белками ЭПР
[43]. Основные клеточные функции SELK – уча-
стие в пути деградации белка, связанного с ЭПР
(ERAD), регуляция потока Са2+ из ЭПР, а также
восстановление мембраны ЭПР. SELK входит в
состав мембранных комплексов ЭПР, связывает-
ся с SELS, валозин-содержащим белком (VCP; p97)
и Derlin, компонентами комплекса ERAD, кото-
рый облегчает транслокацию неправильно свер-
нутых белков из ЭПР в процессе UPR. SELK об-
ладает более высоким сродством к трансмем-
бранному белку Derlin-1, в то время как SELS
имеет более высокое сродство к Derlin-2, что ука-
зывает на потенциальную способность этих селе-
нопротеинов распознавать и регулировать транс-
локацию различных субстратов через канал Derlin в
мембране ЭПР [44, 45]. SELK также важен для го-
меостаза кальция, так как участвует в высвобож-
дении внутриклеточного кальция из ЭПР. Мож-
но предположить, что те селенопротеины, экс-
прессия которых снизилась при воздействии на
клетки MCF7 0.01 мкМ СН, незначимы на дан-
ном этапе, и клетка экономит свои метаболиче-
ские и энергетические ресурсы, чтобы макси-
мально быстро и безболезненно восстановить го-
меостаз ЭПР.

Селенопротеины М и N, как следует из харак-
тера изменения их экспрессии, вовлечены в эти
процессы, развиваемые как по адаптивному сце-
нарию, так и по апоптическому пути. Мы наблю-
дали повышение уровня мРНК в клетках MCF7,
обработанных как ДТТ (1 и 5 мМ), так и 1 мкМ
СН, при котором происходит гибель около 40%
клеток. Активно обсуждается участие SELМ и
SELN в проапоптическом пути развития ЭПР-
стресса. Увеличение экспрессии этих белков спо-
собствует выживаемости клеток, обеспечивая ан-
тиоксидантную защиту и регулируя гомеостаз
кальция [46–49]. Особый интерес представляет
повышение экспрессии DIO2 (в 3 и 2 раза) при
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обработке клеток 0.1 и 1 мкМ СН соответственно.
Объяснить этот результат довольно сложно, так
как подробно описана в основном роль данного
селенопротеина в активации тиреоидных гормо-
нов [50, 51]. Показано, что экспрессия DIO2 у
грызунов наиболее высока вскоре после рожде-
ния, что указывает на его потенциальное участие
в развитии мышц. DIO2 действует под контролем
фактора транскрипции Forkhead box O3 (FoxO3),
который регулирует такие клеточные функции,
как рост, развитие и метаболизм мышц. Интерес-
но, что FoxO3 играет важную роль в метаболизме
скелетных мышц, регулируя гликолитический и
липолитический поток, а также метаболизм ми-
тохондрий [42]. Дозозависимое усиление экс-
прессии мРНК DIO2 сложно объяснить исходя из
функциональной роли этого белка. Этот феномен
требует дальнейшего изучения. Экспрессия клю-
чевых участников ЭПР-стресса и маркеров апо-
птоза на уровне как мРНК, так и белка суще-
ственно менялась в зависимости от природы ин-
дуктора ЭПР-стресса и его концентрации.

Учитывая данные ПЦР в реальном времени и
Вестерн-блотинга, мы можем предположить, что
1 мМ ДТТ активирует сигнальные пути IRE1 и
ATF6 UPR с участием ASK1 (MAP3K5) киназы,
которая способствует увеличению экспрессии
белков апоптоза – BIM, PUMA и BAK. IRE1,
один из трех основных сенсорных белков UPR,
представляет собой бифункциональную молеку-
лу, содержащую в своей цитоплазматической ча-
сти домен с киназной активностью и С-концевой
домен с РНКазной активностью. Активация IRE1
включает ее олигомеризацию и трансаутофосфо-
рилирование киназных доменов. IRE1, после его
активации по каноническому пути, удаляет с по-
мощью РНКазного домена интрон из полнораз-
мерной мРНК XBP1, образуя фактор транскрип-
ции XBP1s, который активирует гены шаперонов.
Кроме того, IRE1 способен взаимодействовать с
адаптерным белком TRAF2 (фактор 2, ассоции-
рованный с рецептором фактора некроза опухо-
ли). Это взаимодействие инициирует каскад фос-
форилирования киназой ASK1 и завершается ак-
тивацией N-концевой киназы c-JUN (JNK).
Воздействие на клетки 5 мМ ДТТ приводило к ак-
тивации PERK сигнального пути UPR. Это под-
тверждается увеличением экспрессии мРНК ATF4
и нижерасположенных белков-маркеров апоптоза.
Так ATF4 обеспечивает индукцию CHOP, активи-
рованный CHOP индуцирует ряд генов, кодирую-
щих белки, участвующие в процессах апоптоза,
такие как GADD34, PUMA, BIM, BAX, CAS4
[52–54]. Также, вероятно, запускается путь IRE1,
что подтверждается возросшим уровнем мРНК
сплайсированной формы XBP. Следует отметить
довольно странные результаты, полученные нами
при анализе экспрессии мРНК ключевых участ-
ников UPR в клетках, обработанных низкой до-

зой СН (0.01 мкМ). Эти результаты, а именно,
снижение уровней мРНК всех исследуемых бел-
ков, участников ЭПР-стресса, сложно объяснить.
Можно предположить, что СН в концентрации
0.01 мкМ запускает IRE1-сигнальный путь UPR.
При этом IRE1 способен расщеплять множество
мРНК без специфичной выборки, в том числе и
мРНК изучаемых нами белков. Этот процесс из-
вестен как IRE1α-зависимый регулируемый рас-
пад (RIDD) [54, 55]. Другим возможным объяс-
нением снижения уровня мРНК, как это не уди-
вительно, может быть увеличение количества
селенопротеина К, которое мы наблюдали при
воздействии 0.01 мкМ СН. Это воздействие при-
водило к значительному увеличению в клетках
MCF7 уровня мРНК ATF4 и всех исследуемых
селенопротеинов, локализующихся в ЭПР. Воз-
можно, фактор транскрипции ATF4 в данном
случае стимулирует транскрипцию генов селено-
протеинов ЭПР, неактивных в нормальном фи-
зиологическом состоянии, но транскрибируемых
в условиях стресса, что мы и наблюдали. Воздей-
ствие на клетки MCF7 как 0.1, так и 1 мкМ СН
приводило к увеличению экспрессии ключевых
маркеров ЭПР-стресса на уровне как белка, так и
мРНК. Мы предполагаем, что СН в этих концен-
трациях способствует активации сразу двух проа-
поптотических сигнальных путей UPR: PERK и
IRE1. Это подтверждается увеличением уровня
мРНК таких маркеров апоптоза, как PUMA,
BIM, BAX и BAК. Если сравнить использованные
нами индукторы ЭПР-стресса (СН и ДТТ), мож-
но сделать следующие выводы. Используемые на-
ми соединения имеют разное строение, одно из
них содержит селен, другое серу, но оба действу-
ют сходным образом, провоцируя стресс ЭПР:
вызывают продукцию АФК, нарушают конфор-
мацию белков. Конформационные изменения в
случае СН возникают за счет образования ди-
сульфидных связей, в случае ДТТ – их восстанов-
ления. Нами показано, что данные соединения
затрагивают различные адаптивные и проапопто-
тические пути UPR. Для развития ЭПР-стресса
имеет значение также концентрация индуктора.
Нами показано, что СН является более сильным
стрессором, нарушающим гомеостаз ЭПР, а ДТТ –
более слабым. Таким образом, полученные нами
данные важны для понимания молекулярных ме-
ханизмов регуляции ЭПP-cтресса, вызванного
индукторами разной природы, и роли в этих про-
цессах селенопротеинов, локализующихся строго
в ЭПР. Мы полагаем, что подобные исследования
позволят проводить поиск потенциальных мише-
ней для онкотерапевтических препаратов и страте-
гий воздействия при онкологических заболеваниях.
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EFFECTS OF SODIUM SELENITE AND DITHIOTRITOL ON EXPRESSION
OF ER SELENOPROTEINS AND APOPTOSIS MARKERS

IN THE BREAST ADENOCARCINOMA CELLS MCF 7
V. N. Mal’tseva1, *, M. V. Goltyaev1, S. V. Novoselov1, and E. G. Varlamova1

1 Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia
*e-mail: mvn3@mail.ru

This work is devoted to the study of the molecular mechanisms of the development of endoplasmic reticulum
(ER) stress and to the participation of ER selenoproteins in it, which are key proteins of the response to pro-
tein misfolding (UPR) and apoptosis, upon induction of ER stress by sulfur and selenium containing com-
pounds, dithiotreitol (DTT) and sodium selenite (SS), in breast adenocarcinoma cells (MCF 7). It was shown
that DTT at concentrations of 1 and 5 mM does not affect the survival of MCF 7 breast carcinoma cells.
Based on the real time PCR data and the protein expression level of the studied ER stress markers, we assume
that when MCF 7 cells were treated by 1 and 5 mM DTT, ER stress evolves along an adaptation pathway,
mainly with the participation of IRE1 and ATF6, aimed at restoring the metabolism and homeostasis of the
cell, without leading to its death. Our results confirm that ER selenoproteins are actively involved in these
processes, in particular – SELS, SELK, SELT, SELM, SELN. Treatment of MCF 7 cells with 0.01 μM SS
led to a decrease in mRNA of all studied genes. With an increase in the SS concentration to 0.1 μM, we ob-
served an increase in the expression level of all key ER stress genes and apoptosis markers: CHOP, GADD34,
PUMA, BIM, ATF4, sXBP, uXBP, AKT1, BAX, BAK. According to the obtained results, it can be assumed
that high concentrations of SS leads to the development of UPR via a proapoptic signaling pathway involving
PERK and an alternative IRE1 signaling pathway. 1 μM SS promoted the development of apoptosis, which
was confirmed by a significant increase in the level of mRNA markers of apoptosis, an increase in the expres-
sion of the spliced form of XBP1 and, as a consequence of these processes, a decrease in the survival of car-
cinoma cells by almost half. The results of this work demonstrate that the mechanisms of regulation of ER
stress and the role of ER selenoproteins in them depend on the nature and concentration of the ER stress in-
ducer, and lead to the activation of various UPR signaling pathways, both adaptive and proapoptic.

Keywords: stress of the endoplasmic reticulum, selenoproteins, sodium selenite, dithiothreitol, apoptosis
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