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Цель работы – исследование роли межклеточных взаимодействий в развитии резистентности клеток рака молочной железы 
к метформину – антидиабетическому препарату из группы бигуанидов, обладающему выраженным противоопухолевым эф-
фектом.
Результаты. В основу работы легли данные, полученные нами ранее при изучении гормональной резистентности клеток рака 
молочной железы и продемонстрировавшие возможность передачи резистентного фенотипа горизонтальным путем, от клетки 
к клетке, в том числе с участием экзосом.
В настоящей работе мы показали возможность развития устойчивости к метформину горизонтальным путем, как и в случае 
гормональной резистентности. Установлено, что решающим фактором в подобном горизонтальном пути передачи резистент-
ности являются межклеточные взаимодействия, реализуемые в том числе с участием экзосом, продуцируемых метформинрези-
стентными клетками. Анализ протеома экзосом подтвердил присутствие в экзосомах резистентных клеток белков, регулиру-
ющих ответ клеток на действие апоптотических агентов.
Заключение. Полученные данные подтверждают существование неизвестного ранее механизма распространения резистент-
ности, основанного на межклеточных взаимодействиях, и открывают новые возможности в поиске мишеней противоопухоле-
вой терапии.
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Objective: to study the role of the intercellular interactions in the progression of the cancer cells resistance to metformin, a biguanide antidia-
betic drug exhibited the marked anti-tumor activity.
Results. Earlier we have demonstrated the effect of horizontal transferring of hormonal resistance of breast cancer cells � from cell to cell, and 
showed the key role of exosomes on the transferring of the resistance. 
Here we have shown the effect of the horizontal transferring of metformin resistance in breast cancer cells – similar to the progression of hor-
monal resistance. We found that horizontal transferring of the metformin resistance is mediated via exosomes secreted by the resistant cells. 
The proteome analysis of the exosomes revealed several proteins differentially expressed in the exosomes of metformin-resistant cells and 
associated with the regulation of cell response to apoptotic drugs.
Conclusions. Totally, the data presented demonstrate the new mechanism of the development of the cancer cell resistance based on the inter-
cellular interactions, opening the new insights in the target therapy of breast cancer.
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Введение
Известно, что одним из основных факторов, снижа-

ющих эффективность противоопухолевых препаратов, 
является резистентность образований к их действию – 
либо врожденная, либо приобретенная в процессе тера-
пии. В тех случаях, когда речь идет о таргетных средствах, 
на первый план среди причин подобной резистентности 

выходит реаранжировка внутриклеточных сигнальных 
путей, обеспечивающая передачу ростового сигнала 
в обход заблокированных белков.

Сравнительно недавно внимание исследовате-
лей привлек метформин – антидиабетический пре-
парат из группы бигуанидов, с успехом применяю-
щийся для лечения сахарного диабета 2-го типа. 
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Целый ряд клинико-эпидемиологических исследо-
ваний показал, что этот препарат существенно сни-
жает риск развития онкологических заболеваний 
и проявляет высокую противоопухолевую актив-
ность как in vivo, так и in vitro [1, 2]. Более того, 
изучение механизма действия бигуанидов проде-
монстрировало, что их антипролиферативная ак-
тивность реализуется как минимум частично, через 
активацию аденозинмонофосфат-активируемой 
протеинкиназы (adenosine monophosphate-activated 
protein kinase, АМРК) и АМРК-зависимое подав-
ление сигналинга mTOR (мишень рапамицина 
в клетках млекопитающих) [3, 4].

Вопрос о резистентности опухолей к препара-
там, действующим на АМРК / mTOR-сигнальный 
путь, несмотря на очевидную актуальность, практи-
чески не исследован во многом из-за относительно 
непродолжительного опыта их применения в каче-
стве противоопухолевых соединений. Известны 
лишь единичные работы, в которых изучалось раз-
витие устойчивости рака молочной железы (РМЖ) 
к ингибитору mTOR эверолимусу [5] и метформину 
[6] и описывались изменения отдельных сигнальных 
каскадов в основном пролиферативного и проме-
тастатического профилей при развитии резистент-
ности.

Ранее в экспериментах, выполненных на культи-
вируемых in vitro клетках аденокарциномы молочной 
железы линии MCF-7, мы показали, что длительное, 
в течение 60 сут, культивирование клеток MCF-7 с мет-
формином приводит к развитию их устойчивости к ци-
тостатическому действию метформина, сохраняюще-
муся на протяжении не менее 80 пассажей. Было 
обнаружено, что такие клетки, обозначенные нами 
как MCF-7 / М, отличаются, наряду с активацией не-
которых сигнальных путей (PI3K / Akt, Snail1), замет-
ным снижением транскрипционной активности ре-
цептора эстрогена и, соответственно, частичной 
резистентностью к антипролиферативному действию 
антиэстрогенов [7].

Цель исследования – изучение механизма разви-
тия резистентности клеток РМЖ к метформину, 
в частности, роли межклеточных взаимодействий 
в развитии такой резистентности. В основу работы 
легли данные, полученные нами ранее при изучении 
гормональной резистентности клеток линии MCF-7 
и продемонстрировавшие возможность передачи 
резистентного фенотипа горизонтальным путем, 
от клетки к клетке, в том числе с участием экзосом 
[8]. В настоящей работе мы показали, что устойчи-
вость к метформину может передаваться от резис-
тентных к чувствительным клеткам при их совмест-
ном культивировании, продемонстрировали участие 
экзосом в таком распространении резистентности 
и исследовали основные особенности белкового 
спектра экзосом чувствительных и резистентных 
клеток.

Материалы и методы
Культивирование клеток. Клетки РМЖ человека 

линии MCF-7 культивировали в стандартной среде 
DMEM, содержавшей 7 % эмбриональную сыворотку 
телят (FBS HyClone, США) и гентамицин (50 ед / мл) 
(ПанЭко, Россия), при 37 °С и 5 % СО2. При анализе 
скорости роста и чувствительности к метформину 
и / или тамоксифену количество клеток определяли 
либо при подсчете в камере Горяева, либо с использо-
ванием МТТ-теста, основанного на утилизации жи-
выми клетками реагента МТТ (3-(4,5-диметилтиа-
зол-2)-2,5-дифенилтетразол бромида).

Трансфекция клеток. Трансфекцию клеток плазми-
дой pEGFP-N1 (предоставлена Д. Е. Андреевым, НИИ 
физико-химической биологии им. А. Н. Белозерского 
МГУ им. Ломоносова, Москва) проводили в течение 
4 ч с использованием реагента Metafectene PRO (Biontex 
Laboratories GmbH, Германия) при температуре 
37 °С. Селекцию клеток выполняли в присутствии 
G-418 в течение 14 сут. Эффективность трансфекции 
и последующей селекции оценивали при определении 
количества флуоресцирующих GFP-позитивных кле-
ток с помощью флуоресцентного микроскопа Axioplan 
2 ZEISS (Carl Zeiss, Германия).

Для определения транскрипционной активности 
рецептора эстрогенов проводили трансфекцию клеток 
плазмидой, содержавшей ген-репортер люциферазы 
под контролем промотора с эстроген-респонсивным 
элементом, любезно предоставленной Dr. George Reid 
[9]. Для контроля за эффективностью и потенциальной 
токсичностью процедуры трансфекции применяли 
котрансфекцию клеток плазмидой, содержавшей ген 
β-галактозидазы. Все последующие эксперименты 
на клетках-трансфектантах выполняли в течение 48 ч 
после окончания трансфекции. Активность люцифе-
разы измеряли по стандартному протоколу (Promega, 
США) на люминометре Turner BioSystems 20 / 20n 
(США). Расчет активности люциферазы проводили 
в условных единицах (отношение общей активности 
люциферазы к активности галактозидазы в исследо-
ванных образцах).

Выделение и характеристика препаратов экзосом. 
Экзосомы выделяли из кондиционированной культу-
ральной среды по стандартной методике, описанной 
C. Thery и соавт. [10]. Клетки культивировали в течение 
4 сут в стандартной среде, затем культуральную жид-
кость в равных объемах с каждой линии собирали и по-
следовательно центрифугировали 30 мин при 300 g 
и 6000 g, и 2 ч при 100 000 g. После каждого центрифу-
гирования супернатант переносили в новые пробирки, 
конечный осадок растворяли в 500 мкл PBS. Все рабо-
ты выполняли с соблюдением стерильных условий. 
Для проведения иммуноблоттинга препараты экзосом 
лизировали в буфере следующего состава: 50 мM Tris-
HCl pH 7,4, 1 % Igepal CA-630, 150 мM NaCl, 1 мM 
EDTA, 1 мМ DTT, 1 мкг / мл апротинина, лейпептина 
и пепстатина, 1 мM NaF и 1 мM ортованадат Na. Образ-
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цы центрифугировали (10 000 g, 10 мин, 40 °С) и про-
водили стандартный электрофорез и иммуноблоттинг 
как описано ранее [8], с использованием антител 
к CD81 (BioLegend, США) и β-актину (Cell Signaling, 
США).

Протеомный анализ. Масс-спектрометрический ана-
лиз LC–МАЛДИ проводили на приборе AB Sciex 5800 
TOF / TOF (AB Sciex, Германия) в режиме рефлектрона 
(МС) и тандемной масс-спектрометрии (МС / МС). Дан-
ные о масс-спектрах направляли в программу Protein 
Pilot v. 4.0, использующую поисковую машину Mascot 
для анализа масс-спектров с помощью международных 
баз данных (SwissProt, UniProt, NCBI) для идентифи-
кации пептидов и определения белков.

Хроматографическое разделение пептидов выпол-
няли в системе высокоэффективной жидкостной хро-
матографии на приборе Милихром (Россия), совме-
щенном с МАЛДИ-споттером. Использовали колонку 
с обращенной фазой Jupiter Proteo С12, мертвый объ-
ем колонки 350 мкл (7 мин). Пептиды с колонки смы-
вали градиентом ацетонитрила (от 10 до 50 %) с 0,1 % 
трифторуксусной кислоты в объеме 2,3 мл.

Статистическую обработку данных осуществляли 
с помощью программы Microsoft Excel. Во всех случа-
ях статистические критерии считали достоверными при 
p <0,05.

Результаты
Развитие резистентности клеток к метформину: роль 

межклеточных взаимодействий. Эксперименты прово-
дили на клетках РМЖ линии MCF-7 и метформинре-
зистентной сублинии MCF-7 / М, полученной в резуль-
тате длительного культивирования родительских 
клеток MCF-7 с метформином.

Клетки MCF-7 / М были трансфецированы плазми-
дой pEGFP-N1, кодирующей зеленый флуоресцентный 
белок (green fluorescent protein, GFP), с после дующей 
селекцией GFP-позитивных клонов. В результате се-
лекции были выделены стабильные клоны с содержа-
нием GFP-позитивных клеток ≥98 %, достаточным 
для проведения дальнейших экспериментов. Экспрес-
сия GFP сохранялась на высоком уровне, достаточном 
для детекции клеток, на протяжении не менее 2 мес 
культивирования (рис. 1а). В дальнейших эксперимен-
тах по совместному культивированию родительских 
клеток MCF-7 (GFP-негативных) с резистентными 
(GFP-позитивными) клетками MCF-7 / М и определе-
нию чувствительности обеих линий к метформину мы 
обнаружили, что кокультивирование этих 2 линий в те-
чение 10 сут приводит к развитию частичной резистент-
ности к метформину у родительских клеток MCF-7 
(рис. 1б). Примечательно, что уровень чувствительнос-
ти резистентных клеток MCF-7 / M / GFP в этих усло-
виях не изменяется (рис. 1в).

Для того чтобы исключить артефакты, вызванные 
возможной контаминацией пула родительских клеток 
клетками MCF-7 / M / GFP, потерявшими способность 
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Рис. 1. Кокультивирование метформинчувствительных и резистент-
ных клеток MCF-7 и MCF-7 / М: клетки MCF-7 / М, трансфецирован-
ные плазмидой pEGFP-N1. Доля GFP-позитивных клеток в популяции 
составляет ≥98 %. I – общий вид клеток MCF-7 / М при световой 
микроскопии; II – флуоресценция GFP-позитивных клеток MCF-
7 / М / GFP через 1 и 60 сут после клонирования (а). Влияние на чувст-
вительность к метформину совместного культивирования клеток 
MCF-7 и MCF-7 / М / GFP. Клетки MCF-7 и MCF-7 / М / GFP кокульти-
вировали в течение 10 сут в стандартной среде. Затем добавляли 
метформин в концентрации 5 мкМ на 3 сут и определяли количество 
нефлуоресцирующих клеток MCF-7 (б) и флуоресцирующих клеток 
MCF-7 / М / GFP (в) в камере Горяева. Представлены средние значения 
± стандартное отклонение значений, полученных в 4 независимых 
экспериментах
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к экспрессии GFP, проведены перекрестные экспери-
менты, в которых уже родительские клетки MCF-7 бы-
ли трансфецированы GFP-плазмидой, и полученные 
клетки MCF-7 / GFP кокультивировали с нетрансфеци-
рованными клетками MCF-7 / M. В результате этих экс-
периментов были получены сходные результаты: через 
10 сут кокультивирования в клетках MCF-7 / GFP раз-
вивалась резистентность к метформину (рис. 2а). Со-
ответственно, уровень чувствительности к метформину 
у резистентных клеток MCF-7 / M в этих условиях также 
не изменяется (рис. 2б). Все дальнейшие эксперименты 
проводили с использованием первого варианта кокуль-
тивирования: MCF-7 + MCF-7 / M / GFP.

Эффект перекрестной резистентности к метформину 
и тамоксифену. Как уже отмечалось, исходная сублиния 
MCF-7 / M, резистентная к метформину, отличается 
перекрестной резистентностью к метформину и тамок-
сифену. Этот эффект предположительно связан с по-
давлением активности рецептора эстрогенов в клетках 

MCF-7 / M [7]. Мы обнаружили, что клетки MCF-7 
с резистентностью к метформину, приобретенной 
в процессе кокультивирования с клетками MCF-7 / M, 
также характеризуются перекрестной резистентностью 
к тамоксифену (рис. 3а).

С учетом того, что перекрестная резистентность 
клеток MCF-7 / M к метформину развивается на фоне 
активированного mTOR / PI3K / Akt-сигналинга [7], 
в следующей серии экспериментов исследовали роль 
PI3K в развитии резистентности, приобретенной 
при кокультивировании клеток. Было обнаружено, 
что кокультивирование родительских и метформинре-
зистентных клеток в присутствии ингибитора PI3K 
вортманина полностью блокирует распространение 
резистентности на родительские клетки, что свидетель-
ствует о ключевой роли mTOR / PI3K / Akt-сигналинга 
в развитии приобретенной резистентности (рис. 3б).

Рис. 2. Перекрестный эксперимент: влияние совместного культиви-
рования клеток MCF-7/GFP и MCF-7/М на чувствительность к мет-
формину. Предварительно клетки MCF-7 были трансфецированы 
плазмидой pEGFP-N1, затем клетки MCF-7/GFP и MCF-7/М кокуль-
тивировали в течение 10 сут с последующим определением чувстви-
тельности к метформину клеток MCF-7/GFP (а) и MCF-7/М (б). 
Представлены средние значения ± стандартное отклонение значений, 
полученных в 3 независимых экспериментах
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Рис. 3. Эффект кокультивирования клеток MCF-7 и MCF-7 / М: чув-
ствительность к тамоксифену и вортманину: а – влияние на чувст-
вительность к тамоксифену совместного культивирования клеток 
MCF-7 и MCF-7 / М / GFP. К клеткам MCF-7 и MCF-7 / М / GFP после 
совместного культивирования добавляли тамоксифен в концентрации 
5 мкМ на 3 сут и определяли количество клеток как описано выше; 
б – влияние вортманина на эффективность совместного культивиро-
вания клеток MCF-7 и MCF-7 / М. Клетки MCF-7 и MCF-7 / М / GFP 
кокультивировали в течение 10 сут в присутствии 5 мкМ вортмани-
на и без него с последующим определением чувствительности клеток 
MCF-7 к метформину. Представлены средние значения ± стандартное 
отклонение значений, полученных в 3 независимых экспериментах
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Роль экзосом в развитии резистентности к метфор-
мину. Экзосомы – везикулы или мультивезикулярные 
комплексы, секретируемые клетками в окружающую 
среду, одним из важнейших свойств которых является 
их способность перемещаться между клетками, про-
ходить в кровяное русло, достигая самых различных 
тканей, и в итоге проникать внутрь клеток-реципиен-
тов. Задачей настоящего этапа исследования стало 
изучение роли экзосом в межклеточной коммуникации 
и распространение резистентности горизонтальным 
путем – от клетки к клетке.

Препараты экзосом получали из кондициониро-
ванной культуральной среды метформинчувствитель-
ных клеток MCF-7 и резистентных клеток MCF-7 / M 
методом высокоскоростного центрифугирования. 
Присутствие экзосом в полученных препаратах было 
верифицировано с помощью иммуноблоттинга с ан-
тителами к специфическому маркеру экзосом CD81 
и методом линии просвечивающей электронной ми-

кроскопии, как описано в разделе «Материалы и ме-
тоды».

Для изучения роли экзосом в развитии резистент-
ности к метформину клетки MCF-7 культивировали 
в присутствии экзосом, полученных от метформинре-
зистентных клеток MCF-7 / M. В качестве контроля 
использовались экзосомы родительских клеток MCF-7. 
Обнаружено, что регулярное добавление (в течение 
14 сут) к клеткам MCF-7 экзосом, полученных от ре-
зистентных клеток MCF-7 / M, приводит к выражен-
ному снижению чувствительности клеток MCF-7 
к метформину (MCF-7 / exoR). В то же время экзосомы, 
полученные от родительских клеток MCF-7, не обла-
дают такой активностью, и их добавление не приводит 
к изменению метода чувствительности клеток (MCF-
7 / exoC) (рис. 4а). Отмена экзосом сопровождается 
постепенным восстановлением чувствительности кле-
ток MCF-7 к метформину (рис. 4б).

Выше уже отмечалось, что для метформинрези-
стентных клеток MCF-7 / M характерны снижение 
транскрипционной активности рецептора эстрогена 
и частичная резистентность к антипролиферативному 
действию тамоксифена. Изучение клеток, полученных 
после обработки экзосомами, показало, что длительное 
культивирование клеток MCF-7 с экзосомами резис-
тентных клеток вызывает сходные изменения эстро-
генового сигналинга: снижение активности рецептора 
эстрогенов и частичную резистентность к тамоксифе-
ну – в отличие от клеток, обработанных контрольны-
ми экзосомами (рис. 5).

Сравнительный масс-спектрометрический анализ 
протеома экзосом клеток MCF-7 и MCF-7 / M. Цель 
настоящего эксперимента – сравнительный анализ 
протеома экзосом родительских клеток MCF-7 и мет-
форминрезистентных клеток MCF-7 / М. Протеомный 
анализ проводили на тандемном времяпролетном масс-
спектрометре AB Sciex 5800 TOF / TOF (AB Sciex, Гер-
мания) с последующим анализом идентифицирован-
ных пептидов с помощью программного обеспечения 
Protein Pilot v.4.0 c использованием международных баз 
данных (SwissProt, UniProt, NCBI).

Всего в экзосомах клеток MCF-7 были идентифи-
цированы 57 белков, в экзосомах клеток MCF-7 / М – 
48 белков. Среди последних выявлены 7 белков, диффе-
ренциально экспрессированных в экзосомах клеток 
MCF-7М по сравнению с клетками MCF-7, в их числе 
3 белка с выраженными антиапоптотическими / цито-
протективными свойствами: Complement C1q tumor 
necrosis factor-related protein 3 [11], Hornerin [12], myosin 
4 [13].

Белки, дифференциально экспрессированные  
в клетках MCF-7/M

Белок Ген
Tubulin alpha 4A chain TUBA4A
Actin, alpha cardiac muscle 1 ACTC1
Myosin 4 MYH4
Myosin 13 MYH13

0

50

100

MCF-7 MCF-7/exoC MCF-7/exoR

Ко
ли

че
ст

во
 к

ле
то

к,
 %

Метформин

0

50

100

1-е сутки 3-и сутки 7-е сутки

Ко
ли

че
ст

во
 к

ле
то

к,
 %

Метформин

MCF-7/exoRб

а

Рис. 4. Экзосомы и резистентность к метформину. Клетки MCF-7 
культивировали в присутствии экзосом, полученных от клеток 
MCF-7(exoС) и MCF-7/M(exoR), в течение 14 сут и определяли чув-
ствительность к метформину как описано выше (а). Параллельно 
продолжали культивирование клеток в среде без экзосом и опреде-
ляли чувствительность к метформину на 1, 3 и 7-е сутки после от-
мены экзосом (б). Представлены средние значения ± стандартное 
отклонение значений, полученных в 4 независимых экспериментах
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Hornerin HRNR
Complement C1q tumor necrosis factor-related  
protein 3 C1QTNF3
Phosphoglycerate kinase 2 PGK2

Мы рассчитываем, что продолжение этих иссле-
дований, в том числе дальнейшее изучение роли 
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Рис. 5. Экзосомы и гормональная зависимость: а – транскрипционная 
активность рецептора эстрогенов. Клетки MCF-7 культивировали  
в присутствии экзосом, полученных от клеток MCF-7 и MCF-7/М,  
в течение 14 сут. Активность рецептора эстрогенов определяли ме-
тодом репортерного анализа в отсутствие экзогенного эстрогена  
и после стимуляции клеток 17β-эстрадиолом (Е2) в концентрации 
10–8 М в течение 24 ч. Результаты для каждого образца представле-
ны как отношение активности люциферазы к активности галакто-
зидазы; б – чувствительность клеток MCF-7 к тамоксифену после 
культивирования с экзосомами. К клеткам MCF-7 после культивиро-
вания с экзосомами добавляли тамоксифен в концентрации 5 мкМ  
на 3 сут и определяли количество клеток, как описано выше. Пред-
ставлены средние значения ± стандартное отклонение значений, по-
лученных в 3 независимых экспериментах

идентифицированных выше белков в формировании 
резистентного фенотипа клеток, позволит установить 
некоторые из путей передачи резистентности с помо-
щью экзосом.

Заключение
Выше уже отмечалось, что при исследовании меха-

низма развития резистентности клеток РМЖ к эстро-
генам/антиэстрогенам мы продемонстрировали возмож-
ность распространения гормональной резистентности 
от клетки к клетке при совместном культивировании 
чувствительных и резистентных клеток и показали учас-
тие экзосом в этом процессе. Следующий вопрос был 
вполне логичным: характерны ли обнаруженные зако-
номерности только для случая гормональной резистент-
ности, или подобный путь может распространяться 
и на другие варианты резистентности? В настоящей 
работе мы исследовали механизм формирования рези-
стентности клеток РМЖ к метформину – соединению 
из группы бигуанидов. Выбор для работы именно этого 
соединения был обусловлен 2 основными факторами. 
С одной стороны, метформин принадлежит к совершен-
но отличному от стероидов классу соединений, и его 
противоопухолевая активность ассоциирована, преиму-
щественно, с подавлением АМРК и mTOR-сигналинга 
[14]. С другой стороны, в основе приобретенной рези-
стентности к метформину лежит компенсаторная реак-
тивация сигнальных путей [7], как и в случае гормо-
нальной резистентности, что могло свидетельствовать 
о существовании общих механизмов распространения 
обоих видов резистентности.

В результате проведенных исследований мы 
продемонстрировали возможность развития рези-
стентности к метформину горизонтальным путем, 
от клетки к клетке, как и в случае гормональной 
резистентности. Установлено, что решающим фак-
тором при подобном пути передачи резистентности 
являются межклеточные взаимодействия, реализу-
емые в том числе с участием экзосом, продуцируе-
мых резистентными клетками. Анализ протеома 
экзосом подтвердил присутствие в экзосомах резис-
тентных клеток белков, регулирующих ответ клеток 
на действие апоптотических агентов. Мы полагаем, 
что дальнейшее изучение способов развития и пе-
редачи резистентности, а также механизмов сооб-
щения клеток друг с другом позволит установить 
пути и механизмы формирования резистентного 
фенотипа клеток и выявить новые мишени действия 
противоопухолевых препаратов.
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