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Наиболее эффективным методом лечения гормонозависимых опухолей молочной железы является использование антиэстрогенов 
группы SERM и ингибиторов ароматазы, однако их применение ограничивается постепенным развитием резистентности опу-
холей к препаратам.
Ранее мы продемонстрировали распространение гормональной резистентности от резистентных к чувствительным клеткам 
рака молочной железы в условиях совместного культивирования in vitro и установили непосредственное участие экзосом в этом 
процессе.
В настоящей работе мы показали, что экзосомы резистентных клеток вызывают существенное подавление эстрогенового сиг-
налинга в клетках-реципиентах, и идентифицировали микроРНК, гиперэкспрессированные в экзосомах резистентных клеток 
и являющиеся ингибиторами рецептора эстрогенов ERα. Полученные результаты свидетельствуют о ключевой роли подавления 
эстрогенового сигналинга в распространении экзосоминдуцированной резистентности и об участии экзосомальных микроРНК 
в негативной регуляции ERα.
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Effect of the exosome-mediated suppression of the estrogen signaling: the role in the progression  
of the hormonal resistance of breast cancer cells
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The most effective treatment of the hormone-dependent breast cancer is based on the antiestrogens SERM and aromatase inhibitor treat-
ment, however its efficiency is limited by the acquired resistance to the drugs.
Previously we have revealed the effect of the transferring of the hormonal resistance from the resistant to the sensitive cells under in vitro cell 
co-cultivation, and demonstrated exosomes involvement in this process. Here we have shown that the exosomes of the resistant cells caused 
the marked inhibition of the estrogen signaling in the recipient cells, and identified microRNAs – ERα suppressors that overexpressed in the 
resistant exosomes.
Taken together, the results obtained demonstrate the important role of the estrogen signaling suppression in the exosome-induced transferring 
of the hormonal resistance, and revealed the involvement of the exosomal microRNA in the ERα down-regulation
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Экзосомы представляют собой микровезикулы 
размером 30–100 нм, продуцируемые клетками в окру-
жающую среду и содержащие целый спектр биологи-
чески активных молекул, включая различные типы 

РНК, ДНК, белков и липидов. Ключевая особенность 
экзосом – их способность проникать внутрь клеток-
реципиентов, вызывая каскад изменений на геномном 
(за счет интеграции ДНК) и эпигеномном (за счет 
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изменения экспрессии / содержания белков, микро-
РНК и др.) уровнях.

Как известно, устойчивость к различного рода по-
вреждающим и цитостатическим агентам является 
одной из универсальных характеристик злокачествен-
ных новообразований. Результаты последних иссле-
дований экзосом показали, что формирование рези-
стентного фенотипа опухолевых клеток происходит 
в том числе с участием экзосом, которые могут обес-
печивать распространение резистентности по всему 
пулу опухолевых клеток [1]. Развитие подобной инду-
цированной de novo резистентности напрямую связано 
с уникальным составом «резистентных» донорских 
экзосом. В разных случаях решающим фактором может 
служить накопление в экзосомах либо АВС-транспор-
теров, либо соответствующих микроРНК и матричных 
РНК, а скорее всего – комплекс этих факторов, 
что в итоге приводит к формированию и поддержанию 
резистентного фенотипа в клетках-реципиентах. 
Как показано в работах последних лет, экзосомы уча-
ствуют в распространении не только множественной 
лекарственной устойчивости, но и в развитии рези-
стентности к препаратам направленного действия, 
в том числе к таргетным препаратам, гормональным 
соединениям.

Ранее мы показали возможность распространения 
резистентности на чувствительные клетки рака молоч-
ной железы в условиях совместного культивирования 
с резистентными клетками и продемонстрировали 
непосредственное участие экзосом в развитии приоб-
ретенной гормональной резистентности. Мы показа-
ли, что регулярное добавление к клеткам эстрогенза-
висимого рака молочной железы MCF-7 экзосом, 
полученных от тамоксифенрезистентных клеток 
MCF-7 / Т, приводит к развитию частичной резистент-
ности клеток MCF-7 к антиэстрогену тамоксифену. 
В то же время экзосомы, полученные от родительских 
клеток MCF-7, не обладают такой активностью, и их 
добавление не приводит к изменению гормональной 
чувствительности клеток [2]. Сравнительный анализ 
карго экзосом родительских и резистентных клеток 
выявил значительные изменения в составе протеома 
и профиля микроРНК экзосом резистентных клеток 
[3], однако вопрос о молекулярном механизме экзосом-
индуцированной резистентности остается открытым.

Настоящие эксперименты были выполнены на 
культивируемых in vitro клетках рака молочной железы 
MCF-7 и резистентной сублинии MCF-7 / T, получен-
ной в результате длительного культивирования клеток 
родительской линии с антиэстрогеном тамоксифеном. 
Экзосомы выделяли из кондиционированной среды 
стандартным методом ультрацентрифугирования, 
для характеристики полученных препаратов применя-
ли методы электронной микроскопии, анализ нано-
частиц (nanoparticle tracking analysis, NTA) и иммуно-
блоттинг, как было описано [2]. Транскрипционную 
активность рецептора эстрогенов ERα определяли 

методом репортерного анализа с использованием 
плазмиды, содержавшей ген люциферазы под конт-
ролем эстроген-респонсивного элемента (ERE) [4]. 
Анализ экзосомальной микроРНК был проведен ЗАО 
«Геноаналитика» (Москва, Россия) на секвенаторе 
HiSeq2500, минимальное число прочтений составило 
5 млн на образец. Для экстракции микроРНК применяли 
набор реактивов PureLink RNA Micro Kit (#12183-016), 
подготовку библиотеки проводили с использованием 
NEBNext Small RNA Library Prep Set for Illumina (E7330S). 
Синтез микроРНК-миметиков был выполнен ЗАО 
«Синтол», трансфекцию осуществляли стандартным 
методом в присутствии метафектена.

Мы показали, что культивирование клеток MCF-7 
с экзосомами, полученными от резистентных клеток 
MCF-7 / T, вызывает заметное подавление транскрип-
ционной активности ERα, определяемого методом 
репортерного анализа, при этом экзосомы родитель-
ских клеток не приводят к подобным изменениям 
(рис. 1а). Эффект экзосомзависимого подавления ER 
был подтвержден независимым методом, по анализу 
экспрессии рецептора прогестерона – одного из клю-
чевых эстрогензависимых белков: экзосомы резистент-
ных, но не родительских клеток вызывали существен-
ное снижение уровня прогестеронового рецептора 
в клетках (рис. 1б).

Для исследования возможного механизма экзосом-
индуцированного подавления ERα был проведен срав-
нительный анализ профиля микроРНК экзосом роди-
тельских и резистентных клеток. В результате анализа 
идентифицировано более 400 микроРНК, гиперэкс-
прессированных в экзосомах резистентных клеток 
(табл. 1). Мы предположили, что одними из факторов, 
определяющих подавление эстрогенового сигналинга 
под действием «резистентных» экзосом, могут являть-
ся микроРНК, гиперэкспрессированные в экзосомах 
резистентных клеток и относящиеся к группе негатив-
ных регуляторов ERα. Действительно, биоинформа-
тический анализ 471 микроРНК, гиперэкспресси-
рованной в экзосомах резистентных клеток, выявил 
6 микроРНК – супрессоров ERα (табл. 2). Методом ре-
портерного анализа идентифицированные микро РНК 
были исследованы на предмет способности подавлять 
активность ERα. Полученные данные (рис. 2) проде-
монстрировали высокую ингибирующую активность 
как минимум 5 из 6 исследованных микроРНК.

Можно предположить, что экзосомы резистент-
ных клеток, обогащенные микроРНК – супрессорами 
ER, вызывают развитие резистентности в клетках-ре-
ципиентах по такому же принципу, что и известные 
антигормональные препараты (антиэстрогены, инги-
биторы ароматазы [5–7]). Действительно, хорошо из-
вестно, что длительное воздействием на опухоль таких 
препаратов приводит к развитию приобретенной ре-
зистентности, во многом как результат компенсатор-
ной активации эстрогеннезависимых путей в условиях 
длительного блока эстрогенового сигналинга [8–10]. 
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Собственно, именно так и была получена тамокси-
фенрезистентная сублиния MCF-7 / T, на которой про-
водились настоящие эксперименты [11]. В данной 
работе мы показали, что экзосомы резистентных кле-
ток вызывают существенное подавление эстрогеново-
го сигналинга, и выявили микроРНК, гиперэкспрес-
сированные в резистентных экзосомах и являющиеся 
ингибиторами ERα. Полученные результаты свиде-
тельствуют в пользу предположения об универсальном 
механизме развития приобретенной резистентности, 
в основе которого как в случаях с резистентностью 
к антигормональным препаратам, так и в случаях с эк-
зосоминдуцированной резистентностью лежит подав-
ление эстрогенового сигналинга. С учетом известной 
плейотропности, многообразия мишеней  микроРНК 
можно предположить, что микроРНК экзосом резис-
тентных клеток не только подавляют эстрогеновый 

Рис. 2. Влияние микроРНК на транскрипционную активность ERα. 
Активность ERα определяли методом репортерного анализа, как опи-
сано в подписи к рис. 1. Через 3 ч после трансфекции ERE-плазмидой 
клетки трансфецировали соответствующими микроРНК-миметика-
ми, культивировали 24 ч в присутствии 10 наноM 17β-эстрадиола 
и определяли относительную активность люциферазы в клетках
Fig. 2. MicroRNA influence on the ERα transcriptional activity. ERα activity 
was determined by the reporter analysis as described to Fig. 1. 3 hours after 
ERE plasmid transfection the cells were transfected with the respective 
microRNA mimetics following with the cultivation within 24 hours in the pre-
sence of 10 nM 17β-estradiol, and relative luciferase activity in the cells was 
measured according to manual
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Рис. 1. Влияние экзосом клеток MCF-7 (exoС) и MCF-7 / T (exoT) 
на транскрипционную активность ERα (а) и экспрессию рецептора 
прогестерона PRB (б). Активность ERα определяли методом репор-
терного анализа. Клетки трансфецировали ERE-плазмидой, содержав-
шей ген люциферазы под контролем эстроген-респонсивного элемента 
[4], для контроля эффективности трансфекции использовали плазми-
ду, содержавшую ген β-галактозидазы. Через 3 ч после трансфекции 
к клеткам добавляли препарат экзосом до концентрации 2 мкг / мл 
в присутствии 10 наноM 17β-эстрадиола и через 24 ч определяли от-
носительную активность люциферазы. Содержание рецептора проге-
стерона определяли методом иммуноблоттинга с антителами к ре-
цептору прогестерона, для контроля содержания белка использовали 
гибридизацию с антителами к α-тубулину
Fig. 1. Influence of the exosomes of MCF-7 cells (exoС) and MCF-7 / T cells 
(exoT) on the ERα transcriptional activity (a) and progesterone receptor PRB 
expression (б). ERα activity was determined by reporter analysis. Briefly, the 
cells were transfected with the ERE-plasmid encoding the luciferase gene 
under estrogen-responsive element [4], the efficiency of the transfection was 
controlled by the β-galactosidase plasmid transfection. After 3 hours the cells 
were treated with exosome preparations in the final concentration 2 μg/ml in 
the presence of 10 nM 17β-estradiol within 24 hours, and relative luciferase 
activity was measured according to manual. Progesterone receptor expression 
was determined by immunoblotting with antibody against progesterone receptor, 
the protein loading was controlled by the hybridization with tubulin antibody

Таблица 1. Сравнительный анализ микроРНК в клетках MCF-7 / T 
и MCF-7

Table 1. Comparative analysis of the microRNA in the MCF-7 / T and MCF-7 cells

Характеристика 
Characteristic

MCF-7 / T vs MCF-7

Экзосомы 
Exosomes

Клетки 
Cells

Суммарный пул микроРНК 
Total microRNA

2589 2653

МикроРНК, гиперэкспрессирован-
ные в MCF-7 / T vs MCF-7 
MicroRNA overexpressed in MCF-7 / T 
vs MCF-7

471 146

Гиперэкспрессированные микроРНК, 
общие для экзосом и клеток MCF-7 / T 
Common microRNA overexpressed in the 
MCF-7 / T exosomes and cells

21

Таблица 2. Экзосомальные микроРНК – супрессоры ERα
Table 2. Exosomal microRNA – ERα suppressors

МикроРНК – супрессоры ERα, гипер-
экспрессированные в экзосомах MCF-7 / T 

MicroRNA – ERα suppressors overexpressed  
in the MCF-7 / T exosomes

Уровень 
активации 
микроРНК 

MicroRNA fold 
activation

142-3р 2

203а-3р 2

219b-5p 3

520a-3p 5

874-3р 4

181а 2
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сигналинг, но и участвуют в активации эстрогеннеза-
висимого ростового сигналинга. В пользу такого пред-
положения свидетельствует ранее продемонстриро-
ванная нами и другими авторами способность 
микроРНК-181, одного из супрессоров ER, одновре-
менно активировать PI3K / Akt-сигнальный путь [12–14].

Вопрос о том, каким образом формируется столь 
специфический состав экзосом резистентных клеток, 
во многом остается открытым. При сравнении про-
филя микроРНК экзосом и самих клеток-продуцен-

тов оказалось, что из 471 микроРНК, гиперэкспресси-
рованной в экзосомах резистентных клеток, только 
21 ми кроРНК отличается повышенным содержанием 
в резистентных клетках, что свидетельствует о специ-
фическом сортинге микроРНК в экзосомы (см. табл. 1). 
Мы рассчитываем, что последующие исследования 
позволят установить механизм специфического отбо-
ра микроРНК в экзосомы и оценить роль каждой из 
микроРНК – супрессоров ER в развитии экзосомин-
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