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Введение. в комбинированной терапии рака молочной железы в качестве адъюванта для расширения терапевти-
ческого интервала основного цитотоксического препарата и снижения побочных эффектов химиотерапии приме-
няют глюкокортикоиды. однако они вызывают развитие серьезных осложнений и могут способствовать прогрессии 
опухоли. в последнее десятилетие появились данные о том, что побочные эффекты глюкокортикоидов опосредо-
ваны активацией экспрессии гена REDD1. на их основе мы разработали новую стратегию химиотерапии злокачест-
венных новообразований кроветворной системы, направленную на уменьшение нежелательных явлений при при-
менении данных препаратов. Успешное тестирование комбинаций глюкокортикоидов и ингибиторов экспрессии 
REDD1 на моделях опухолей кроветворной системы позволило использовать данную схему в лечении определенных 
подтипов рака молочной железы.
Цель исследования – оптимизация условий обработки клеток рака молочной железы комбинацией глюкокорти-
коидов и ингибиторов экспрессии REDD1 на примере рапамицина.
Материалы и методы. в работе использовались клетки рака молочной железы MCF-7 и MDA-MB-231. антипроли-
феративную активность определяли путем прямого подсчета клеток, экспрессию REDD1 – методами вестерн-блот-
тинга и количественной полимеразной цепной реакции.
Результаты. Было показано, что рапамицин может подавлять базальную и индуцированную глюкокортикоидами экспрессию 
REDD1 в клетках рака молочной железы люминального и тройного негативного подтипов. способность этого препарата по-
давлять жизнеспособность клеток рака молочной железы была гораздо менее выражена, чем клеток лейкозов и лимфом.
Заключение. наблюдаемое подавление пролиферации клеток рака молочной железы после их инкубации с рапа-
мицином и дексаметазоном, а также способность рапамицина снижать базальную и индуцированную глюкокорти-
коидами экспрессию REDD1 в клетках рака молочной железы обусловливают актуальность исследования влияния 
комбинаций глюкокортикоидов и ингибиторов экспрессии REDD1 класса модуляторов сигнального пути PI3K / Akt / mTOR 
(фосфоинозитид-3-киназа / α-серин-треониновая киназа / мишень рапамицина млекопитающих) на клетки рака 
молочной железы.
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Introduction. Glucocorticoids are often used in combination therapy for breast cancer as an adjuvant to increase thera-
peutic effects of the main cytotoxic drug and to reduce side effects of chemotherapy. However, glucocorticoids can cause 
serious complications and trigger tumor progression. In the last decade, it was found that side effects from glucocorti-
coids are mediated by an increase in REDD1 gene expression. Using this knowledge, we have developed a new chemo-
therapeutic strategy for blood cancers aimed at reducing adverse events from glucocorticoids. Successful experiments 
with a combination of glucocorticoids and REDD1 expression inhibitors on the models of blood tumors allowed us to use 
this regimen for the treatment of certain subtypes of breast cancer.
Objective: to optimize the algorithm of breast cancer cell treatment with a combination of glucocorticoids and REDD1 
expression inhibitors on the example of rapamycin.
Materials and methods. We used the MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. The antiproliferative activity was 
estimated by direct cell count; REDD1 expression was measured using western blotting and quantitative polymerase 
chain reaction.
Results. We found that rapamycin can inhibit both baseline and glucocorticoids induced REDD1 expression in the cells 
of luminal and triple negative breast cancer. The drug demonstrated lower ability to inhibit the viability of breast cancer 
cells than that of leukemia and lymphoma cells.
Conclusion. Inhibited proliferation of breast cancer cells after their incubation with rapamycin and dexamethasone, as 
well as the ability of rapamycin to reduce basal and glucocorticoid-induced REDD1 expression in breast cancer cells 
suggest the importance of studies analyzing the impact of combinations that include glucocorticoids and REDD1 expres-
sion inhibitors from the class of PI3K / Akt / mTOR signaling pathway modulators (phosphoinositide-3-kinase / α-serine-threonine 
kinase / mammalian rapamycin target) on breast cancer cells.
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ВВЕдЕНИЕ
Для расширения терапевтического интервала 

и снижения побочных эффектов генотоксичных про-
тивоопухолевых препаратов в терапии рака молочной 
железы (РМЖ) применяют глюкокортикоиды (ГК) [1, 2]. 
Однако высокие дозы и длительные курсы этих препа-
ратов, используемые при разных подтипах РМЖ, могут 
способствовать прогрессии опухоли [1, 2].

В ряде исследований было показано, что ГК вы-
зывают повышение экспрессии REDD1 – консерва-
тивного индуцируемого стрессом ингибитора mTOR 
[3]. Биоинформатический скрининг предполагаемых 
ингибиторов REDD1 позволил выявить группу препа-
ратов, для которых на моделях опухолей кроветворной 
системы были показаны подавление базальной и ГК-
индуцированной экспрессии REDD1 на уровне белка 
и мРНК in vitro, а также синергизм противоопухоле-
вого действия при их комбинировании с ГК и подав-
ление ГК-индуцированного остеопороза и атрофии 
кожного покрова in vivo [4, 5].

Cвязь подавления экспрессии REDD1 и снижения 
атрофических эффектов ГК была показана и на других 
моделях. Это позволяет предположить, что данный 
эффект является воспроизводимым вне зависимости 
от органа или ткани, на которые направлено действие 
ГК [3, 5, 6]. Стоит отметить, что роль REDD1 в ре-
гуляции пролиферации клеток РМЖ изучена мало 
и данные о ней весьма противоречивы. Так, в ряде 

исследований было показано, что повышение экс-
прессии REDD1 после использования химиопрепара-
тов коррелирует со снижением жизнеспособности 
клеток РМЖ [7, 8]. Однако в других работах проде-
монстрирована взаимосвязь повышения экспрессии 
REDD1 c неблагоприятным прогнозом при тройном 
негативном РМЖ [9]. В то же время ингибирование 
REDD1 в условиях гипоксии приводит к гиперактива-
ции mTOR и пролиферации опухолевых клеток [10].

В качестве ингибитора REDD1 в данной работе ис-
пользован рапамицин, зарекомендовавший себя как 
эффективный ингибитор экспрессии REDD1 в иссле-
дованиях на модельных системах опухолей кроветвор-
ной системы [4, 5]. Задачи представленного исследо-
вания:

• определить влияние рапамицина на уровень белка 
REDD1 с помощью вестерн-блоттинга;

• оценить активность транскрипции REDD1 с помо-
щью количественной полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР);

• определить влияние комбинации ГК и рапамици-
на на жизнеспособность клеток.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Культуры клеток. Клеточные линии РМЖ люми-

нального MCF-7 и тройного негативного подтипа 
MDA-MB-231 культивировали в стандартной среде 
в условиях, описанных ранее [11].
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Обработка клеток. Клетки рассеивали в 6-луноч-
ные планшеты (по 500 тыс. клеток в лунку). После 
прикрепления клеток к подложке в среду вносили 100 нМ 
рапамицина (Rapa, LC Labs, США), инкубировали 4, 8 
или 24 ч, затем добавляли 100 нМ дексаметазона (Dex, 
KRKA, Чехия) и инкубировали 24 ч при 37 °С при 
5 % СО

2
.

Вестерн-блоттинг. Лизис клеток проводили в буфе-
ре RIPA с добавлением ингибитора протеиназ (Roche, 
Швейцария). Уравновешивание концентраций белка 
осуществляли по методу Бредфорда [12]. Электро-
форез проводили в 10 % полиакриламидном геле 

в Tris-глициновом буфере с 0,1 % додецилсульфата 
натрия (SDS). Перенос на нитроцеллюлозную мем-
брану осуществляли мокрым способом.

Для предотвращения неспецифической сорбции 
мембрану инкубировали с 5 % раствором сухого мо-
лока в Tris-буферном солевом растворе (Tris-buffered 
saline, TBS), затем гибридизовали с первичными анти-
телами к белку REDD1 (ProteinTech Group, США) или 
к глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназе (GAPDH) 
(Abcam, Великобритания) 16 ч. Далее проводили гибри-
дизацию со вторичными антителами (Abcam, Великоб-
ритания). Количественный анализ осуществляли при 

  Контроль / Control

  Dex

  Rapa

       Dex + Rapa

Рис. 1. Влияние рапамицина и дексаметазона на базальный уровень экспрессии REDD1 и предобработки рапамицином на индуцированный глюко-
кортикоидами уровень экспрессии REDD1 в клетках MCF-7 и MDA-MB-231: а – анализ изменения экспрессии гена REDD1 методом количест-
венной полимеразной цепной реакции с нормализацией по количеству ПЦР-продукта гена RPLP; б – анализ изменения экспрессии белка REDD1 
методом вестерн-блоттинга с нормализацией по количеству белка GAPDH. Клетки культивировали в течение 4, 8 или 24 ч в присутствии ра-
памицина (100 нМ) или растворителя и затем в течение 24 ч с дексаметазоном (100 нМ) или растворителем. Данные представлены как M ± SD 
(n = 3). Dex – дексаметазон; Rapa – рапамицин; Q-PCR – количественная полимеразная цепная реакция; WB – вестерн-блоттинг; a – стати-
стически значимое отличие от контроля; b – статистически значимое отличие от образцов, обработанных дексаметазоном
Fig. 1. Effect of rapamycin and dexamethasone on basal REDD1 expression and effect of rapamycin pretreatment on glucocorticoid-induced REDD1 expression 
in MCF-7 and MDA-MB-231 cells: а – changes in REDD1 gene expression evaluated using quantitative polymerase chain reaction with normalization to the 
RPLP gene; б – changes in REDD1 protein expression evaluated using western blotting with normalization to the GAPDH protein. Cells were cultured for  
4, 8 or 24 hours with rapamycin (100 nM) or solvent, and then for 24 hours with dexamethasone (100 nM) or solvent. Data are presented as M ± SD (n = 3). 
Dex– dexamethasone; Rapa – rapamycin; Q-PCR – quantitative polymerase chain reaction; WB – western blotting; a – significant difference compared  
to controls; b – significant difference compared to samples treated with dexamethasone
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Rapa     –            +             –     4 ч / 4 h   8 ч / 8 h   24 ч / 24 h

Dex       –                         –             +             +            +             +
Rapa     –                        +              –      4 ч / 4 h    8 ч / 8 h   24 ч / 24 h

Dex     –               –             +             +            +             +
Rapa   –               +             –        4 ч / 4 h    8 ч / 8 h   24 ч / 24 h

a (p = 0,051)

a (p = 0,034)

a (p = 0,05)

a (p = 0,039)
a (p = 0,045)

a (p = 0,048)
b (p = 0,043)
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a (p = 0,049)
a (p = 0,041)
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a (p = 0,031)

a (p = 0,012)

a (p = 0,03)
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b (p = 0,038)
a (p = 0,045)
b (p = 0,033)

a (p = 0,012)
b (p = 0,025)

MDA-MB-231, REDD1, Q-PCR                                                              MCF-7, REDD1, Q-PCR

MDA-MB-231, REDD1, WB                                                                 MCF-7, REDD1, WB

REDD1

GAPDH

Денситометрический анализ, MDA-MB-231 /  
Densitometric analysis, MDA-MB-231
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Densitometric analysis, MCF-7
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Рис. 2. Антипролиферативный эффект рапамицина при самостоятельном использовании и в комбинации с дексаметазоном на клетки MCF-7 (a) 
и MDA-MB-231 (б). Клетки культивировали в присутствии растворителя, дексаметазона в концентрации 100 нМ и рапамицина в концентрации 
1 мкМ, а также при их комбинации. Подсчет клеток проводили через 24 и 120 ч. Данные представлены как M ± SD (n = 3). Dex – дексаметазон; 
Rapa – рапамицин; a – статистически значимое отличие от контроля; b – статистически значимое отличие от образцов, обработанных дек-
саметазоном
Fig. 2. Antiproliferative effect of Rapamycin individually and in combination with dexamethasone on MCF-7 and MDA-MB-231 (B). Cells were cultured with 
the solvent, dexamethasone (100 nM) and rapamycin (1 uM) and their combination. Cells were counted 24 and 120 h after the treatment. Data are presented 
as M ± SD (n = 3). Dex – dexamethasone; Rapa – rapamycin; a – a statistically significant difference from the control, b – a statistically significant difference 
from the samples treated with dexamethasone
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а б

помощи набора Clarity™ Western ECL Substrate 
(BioRad, США) путем денситометрического скани-
рования и обработки изображений в программе 
ImageJ.

Количественная полимеразная цепная реакция. Сум-
марную РНК выделяли при помощи реагента ExtractRNA 
(«Евроген», Россия) по протоколу производителя. К 2 нг 
кДНК, полученной при помощи реакции обратной 
транскрипции («Синтол», Россия), добавляли по 500 нМ 
смеси праймеров (см. таблицу) и реакционную смесь 
для количественной ПЦР в присутствии EvaGreen 
(«Синтол», Россия) и проводили амплификацию: 95 °С, 
15 с; 72 °С, 30 с; 59,5 °С, 30 с (43 цикла). Относитель-
ное изменение экспрессии мРНК REDD1 вычисляли 
методом ΔΔCt [11]. Нормализацию проводили по ко-
личеству ПЦР-продукта гена RPLP0.

Последовательности праймеров, используемых в работе

Sequences of primers used in the study

Ген 
Gene

Последовательность 
Sequence

REDD1 5’-GCCTTTGGCCTCTCGATACA-3’ 
For5’-GCCTTTGGCCTCTCGATACA-3’ Rev

RPLP0
5’-CCTTCTCCTTTGGGCTGGT 
CATCCA-3’ For5’-CAGACACTGGCAACA 
TTGCGG ACAC-3’ Rev

Статистическая обработка данных. Все экспери-
менты выполнены в 3 биологических повторах. Сред-
ние значения и среднеквадратичные отклонения рас-

считывали с помощью пакета программ Microsoft 
Excel. Для определения статистической значимости 
выявленных различий использовали Student’s t-test 
для независимых выборок.

РЕзУЛьТаТы
С помощью количественной ПЦР было показано, 

что дексаметазон за 24 ч повышает REDD1 в клеточ-
ных линиях MDA-MB-231 и MCF-7 РМЖ в среднем 
в 1,6 и 3,4 раза соответственно (рис. 1). Для линии 
MDA-MB-231 индукция REDD1 была выражена слабее. 
Рапамицин при 24-часовой инкубации не оказывал 
влияния на базальный уровень мРНК REDD1 в клет-
ках РМЖ, однако подавлял экспрессию REDD1 на 
уровне белка.

Был исследован цитотоксический эффект рапами-
цина как индивидуально, так и в сочетании с декса-
метазоном (рис. 2). Число жизнеспособных клеток 
подсчитывали через 24 и 120 ч после обработки. Рапа-
мицин слабо подавлял пролиферацию клеток обеих ли-
ний через 24 ч. Однако при обработке в течение 5 сут 
число жизнеспособных клеток линии MCF-7 составило 
38 % от контроля (рис. 2,а), а линии MDA-MB-231 – 
59 % (рис. 2,б). В случае обработки клеток MCF-7 рапа-
мицином в сочетании с дексаметазоном в течение 24 ч 
наблюдали кооперацию цитотоксических эффектов.

ОбСУждЕНИЕ
В данной работе были определены эффективные 

концентрации и временные интервалы обработки кле-
ток РМЖ рапамицином для ингибирования базальной 
и дексаметазон-индуцированной экспрессии REDD1 
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на уровне мРНК и белка. Было продемонстрировано, 
что для предобработки рапамицином клеток РМЖ 
наиболее оптимален 4-часовой интервал, что согла-
суется с полученными ранее нами и другими иссле-
дователями данными на клетках злокачественных 
новообразований кроветворной системы и имморта-
лизованных кератиноцитах [4–6]. В отличие от данных, 
полученных на трансформированных лимфобластах, 
Rapa и Dex оказывают умеренный антипролифера-
тивный эффект на клетки РМЖ [4, 5]. Связи экспрес-
сии REDD1 с пролиферативной активностью клеток 
не выявлено.

заКЛючЕНИЕ
Согласно полученным результатам рапамицин мо-

жет подавлять базальную и ГК-индуцированную экс-
прессию REDD1 в клетках РМЖ люминального и трой-
ного негативного подтипов. Способность данного 
препарата снижать жизнеспособность клеток РМЖ 
была гораздо менее выражена, чем клеток лейкозов 
и лимфом. Однако наблюдаемое подавление пролифе-
рации клеток РМЖ после их инкубации с рапамицином 
свидетельствует о перспективности исследования при-
менения этого препарата и других ингибиторов REDD1 
в качестве адъювантных препаратов в химиотерапии.
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