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Исследование взаимосвязи между циркадным ритмом 
и лекарственной устойчивостью на примере клеточных 

линий рака молочной железы
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Белки циркадных ритмов контролируют транскрипцию около 10 % генов клетки, вызывая ритмичность экспрессии так назы-
ваемых clock-контролируемых генов в течение цикла приблизительно в 24 ч. Эпидемиологические исследования подтверждают 
существование связи между нарушениями циркадных ритмов и развитием злокачественных опухолей, в том числе и рака молочной 
железы. Задачей настоящего исследования было на примере клеточных линий рака молочной железы человека MCF-7, ZR-75-1 
и BT-474 определить, существуют ли различия в уровне экспрессии генов циркадного ритма в сравнении с линией условно нормальных 
эпителиальных клеток молочной железы MCF10A; а также выяснить, возможна ли корреляция между уровнем экспрессии цир-
кадных генов в клетках рака молочной железы и их устойчивостью к противоопухолевым соединениям. В работе показано 
существенное снижение уровня экспрессии циркадного гена Per1 в опухолевых линиях. Однако предположение о возможном влиянии 
Per1 на устойчивость к противоопухолевым соединениям статистически не подтвердилось. Интересно, что при уста новлении 
фенотипа множественной лекарственной устойчивости в опухолевой клеточной сублинии MCF-7_D отмечается повышение 
уровня экспрессии Bmal1, Per1 и Cry1. Однако возможная связь между уровнем циркадных генов и устойчивостью к противоопу-
холевым соединениям не очевидна. Результаты этих пилотных экспериментов требуют дальнейших подтверждений.

Ключевые слова: циркадные ритмы, рак молочной железы, множественная лекарственная устойчивость, цитотоксичность, 
противоопухолевые препараты
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10 % of genome mRNA expression is rhythmic and these 24-hrs rhythms are under control of the circadian clock. Epidemiologic studies 
have revealed a clear link between the disruption of circadian rhythms and cancer development in humans. Growing evidence shows that 
circadian disruption is associated with development of malignant tumors, including breast cancer. Aim of this study was to investigate: the 
expression of circadian clock genes in human mammary epithelial cell line MCF10A and breast cancer cell lines MCF-7, ZR-75-1, BT-474 
and if the multidrug resistance phenotype of cancer cells is associated with changes in circadian clock genes expression. We have found that 
Per1 expression significantly reduced in cancer cells. No correlation was detected between the expression of circadian clock genes and cancer 
breast cell lines drug resistance. Interestingly, the expression of Bmal1, Per1 and Cry1 were increased in multi-drug resistant MCF-7_D cells 
compare with the parent cells MCF-7 cells, however, if these changes in the expression contribute to the drug-resistance or not is not clear. 
These results argue for further study.
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Введение
Молекулярная основа циркадных ритмов заклю-

чается в колебаниях транскрипции и трансляции цир-
кадных генов. Белки циркадных ритмов контролируют 
транскрипцию около 10 % генов клетки, вызывая рит-
мичность экспрессии так называемых clock-контроли-
руемых генов, большинство из которых тканеспеци-
фичны [1, 2]. Нарушение экспрессии циркадных генов 

изменяет не только ритмичность экспрессии clock-
контролируемых генов, но и влияет на уровень их экс-
прессии [3]. Получены экспериментальные и эпидеми-
ологические данные, подтверждающие, что нарушения 
в циркадных ритмах предрасполагают к появлению 
и развитию рака молочной железы (РМЖ), колорек-
тального рака, рака матки и предстательной железы 
[4–10]. В ряде работ обсуждается роль белков циркад-

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

https://core.ac.uk/display/230395339?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


УС
П

ЕХ
И

 М
О

Л
ЕК

УЛ
Я

Р
Н

О
Й

 О
Н

К
О

Л
О

ГИ
И

  
/ 

 A
D

VA
N

C
ES

 I
N

 M
O

LE
C

U
LA

R
 O

N
C

O
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
1

5

61ТОМ 2 / VOL. 2  ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ного ритма как маркеров прогрессии опухоли и мише-
ни противоопухолевой терапии [3, 11].

В настоящей работе предпринята попытка найти 
взаимосвязь между уровнем экспрессии циркадных 
генов и устойчивостью клеток РМЖ к воздействию 
противоопухолевых соединений.

Материалы и методы
Для исследования были отобраны клеточные ли-

нии РМЖ человека: MCF-7, ZR-75-1, BT-474, которые 
сравнивались с условно нормальной линией MCF10A 
(нормальные эпителиальные клетки молочной желе-
зы; клетки получены от пациентки с фиброзно-кис-
тозной болезнью) [12].

В целях выявления возможного участия циркад-
ных генов в развитии резистентности к химиопре-
паратам мы сопоставили экспрессию данных генов 
и чувствительность клеточных линий к токсическому 
действию противоопухолевых соединений, исполь-
зуемых при лечении РМЖ. Методом МТТ оценивали 
цитотоксичность следующих химиопрепаратов: па-
клитаксела (стабилизатор микротрубочек); винбластина 
(препарат, влияющий на денатурацию микротрубочек); 
цисплатина (алкилирующий агент); доксорубицина 
(антрациклиновый антибиотик) и 5-фторурацила (ан-
тиметаболит урацила).

Для всех клеточных линий исследовали уровень 
экспрессии циркадных генов Bmal1, Clock1, Cry1, Cry2, 
Per1 методом полимеразной цепной реакции в реаль-
ном времени. Для количественной оценки изменения 
уровня экспрессии был использован метод определе-
ния по пороговому циклу [13]. Нормализация образ-
цов проводилась по отношению к количеству мРНК 
гена домашнего хозяйства Rpl27 [14].

На следующем этапе работы получена устойчивая 
сублиния MCF-7_D путем длительного культивиро-
вания клеток линии MCF-7 с высокими дозами док-
сорубицина. Клетки этой линии приобрели 20-крат-
ную устойчивость к доксорубицину по сравнению 
с родительской линией MCF-7. Также они отличались 
перекрестной устойчивостью к паклитакселу, циспла-
тину, 5-фторурацилу (таблица). Можно заключить, что 
в полученных клетках наблюдается феномен множест-
венной лекарственной устойчивости (МЛУ). Пред-
ставлялось интересным сравнить экспрессию генов 
циркадного ритма в клетках линии MCF-7_D и роди-

тельской линии MCF-7 и попытаться определить, су-
ществует ли взаимосвязь между уровнем экспрессии 
циркадных генов и установлением резистентности 
к препаратам.

Результаты
Получены данные о снижении экспрессии Per1 в опу-

холевых клеточных линиях по сравнению с контроль-
ной MCF10A, что согласуется с данными литературы 
(рис. 1). Чувствительность клеток MCF10A к доксору-
бицину и винбластину была снижена по сравнению 
с клетками опухолевого происхождения. Мы проана-
лизировали возможную связь между уровнем устойчи-
вости клеточных линий к противоопухолевым соеди-
нениям и уровнем экспрессии гена Per1. Коэффициент 
корреляции Спирмена для доксорубицина составил 
r = –0,6 (p = 0,35); для цисплатина – r = 0,7 (p = 0,23); 
для паклитаксела – r = –0,89 (p = 0,08); для винбласти-
на – r = –0,3 (p = 0,68); для 5-фторурацила – r = –0,2 
(p = 0,78); т. е. мы не выявили статистически значимых 
корреляций.

Цитотоксичность и уровень экспрессии циркадных 
генов в линиях MCF-7 и MCF-7_D. Нами отмечена тен-
денция к росту экспрессии генов Bmal1, Per1 и Cry1 
в устойчивой линии MCF-7_D по сравнению с клетками 
родительской линии MCF-7 (рис. 2). При этом наблю-
далось повышение резистентности клеток к пакли-

Значения IC
50

 для клеточных линий MCF-7, MCF10A и MCF-7_D при воздействии химиопрепаратов

Клеточная линия Паклитаксел, нM Цисплатин, мкМ Доксорубицин, мкМ Винбластин, нМ 5-Фторурацил, мкг/мл

MCF10A 2,0 ± 0,2 6,6 ± 0,5 0,030 ± 0,003 1,0 ± 0,1 2,00 ± 0,09

MCF-7 2,0 ± 0,13 6,8 ± 0,4 0,13 ± 0,08 8,0 ± 0,9 0,50 ± 0,04

MCF-7_D 70,0 ± 3,1 19,0 ± 1,2 2,500 ± 0,013 5,6 ± 0,3 2,50 ± 0,13

Примечание. Приведены данные типичного эксперимента. IC
50

 – концентрация полумаксимального ингибирования.

Рис. 1. Относительные уровни экспрессии циркадного гена Per1 в кле-
точных линиях РМЖ. * – уровень экспрессии данного гена статисти-
чески значимо отличается от уровня экспрессии этого же гена в линии 
MCF10A (p ≤ 0,05)
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Рис. 2. Относительные уровни экспрессии циркадных генов в клеточных линиях MCF10A, MCF-7, MCF-7_D. * – уровень экспрессии данного гена 
статистически значимо отличается от уровня экспрессии этого же гена в линии MCF10A (p ≤ 0,05)

такселу, цисплатину, доксорубицину и 5-фторурацилу, 
однако не отмечалось изменения устойчивости к вин-
бластину.

Заключение
Таким образом, резистентность клеток к винбла-

стину, по-видимому, не связана с уровнем экспрессии 
циркадных генов в устойчивой сублинии MCF-7_D. 

Связь между МЛУ и экспрессией циркадных генов воз-
можна в отношении устойчивости к доксорубицину, 
паклитакселу, 5-фторурацилу и цисплатину, но необ-
ходимы дополнительные экспериментальные подтвер-
ждения. В дальнейшем мы планируем сравнить уро-
вень экспрессии генов-транспортеров в клетках линий 
MCF-7 и MCF-7_D, чтобы понять, есть ли связь меж-
ду МЛУ и уровнем экспрессии циркадных генов.
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