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Введение. Глюкокортикоиды (GC) широко применяются в терапии рака молочной железы (РмЖ) в качестве сред-
ства сопроводительной терапии для снижения побочных действий цитостатических препаратов. при этом они могут 
проявлять антипролиферативное действие на клетки люминального РмЖ. Биологическое действие GC опосредова-
но активацией глюкокортикоидного рецептора (GR) по двум механизмам: трансрепрессии, обусловливающей тера-
певтический эффект GC, и трансактивации, ассоциированной с развитием побочных эффектов, резистентности  
к цитотоксическим препаратам, а также с прогрессией и метастазированием РмЖ. В настоящее время ведется ак-
тивный поиск безопасной альтернативы GC-терапии. Селективные агонисты GC (SEGRA), особенностью механизма 
действия которых является избирательный запуск трансрепрессии, можно рассматривать как перспективную аль-
тернативу GC. Одним из наиболее полно охарактеризованных препаратов группы SEGRA является соединение 
Compound A (CpdA). Нестабильность CpdA ограничивает возможность его применения в клинической практике. 
Ранее наш коллектив синтезировал и охарактеризовал новый SEGRA – производное CpdA CpdA-03.
Цель исследования – сравнение влияния SEGRA CpdA-03, CpdA и дексаметазона на пролиферативную активность 
клеток РмЖ, а также на ядерную транслокацию рецептора и активацию GR-зависимых генов в клетках РмЖ.
Материалы и методы. В работе использовали клеточные линии РмЖ люминального (MCF-7) и трижды негативного 
(ТН, MDA-MB-231) подтипов. Влияние CpdA-03 на пролиферацию оценивали прямым подсчетом живых клеток. 
Распределение клеток по фазам клеточного цикла анализировали с помощью проточной цитофлуориметрии с окра-
шиванием йодистым пропидием. Для оценки изменения экспрессии GR-зависимых генов под действием CpdA-03 
использовали количественную полимеразную цепную реакцию. Способность нового SEGRA индуцировать трансак-
тивацию GR оценивали методом вестерн-блоттинга.
Результаты. Выявлено, что CpdA-03 подавляет пролиферацию клеток люминального и трижды негативного РмЖ  
и при этом не стимулирует ассоциированное с трансактивацией фосфорилирование и транслокацию GR в ядро,  
а также подавляет экспрессию генов белков, регулирующих межклеточную адгезию и миграцию в клетках трижды 
негативного подтипа РмЖ.
Заключение. Наблюдаемое подавление пролиферации клеток, а также способность CpdA-03 регулировать экспрес-
сию ряда GC-индуцируемых генов в клетках трижды негативного РмЖ указывают на актуальность разработки ле-
карственного препарата на основе молекулы CpdA-03 для применения в комплексной терапии злокачественных 
новообразований, в том числе РмЖ. 

Ключевые слова: рак молочной железы, глюкокортикоид, глюкокортикоидный рецептор, метастазирование, селек-
тивный агонист глюкокортикоидного рецептора, химиотерапия, побочный эффект
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Introduction. Glucocorticoids (GC) are widely used in breast cancer (BC) therapy to reduce the side effects of cytostatic 
drugs and may exhibit antiproliferative effects on luminal BC cells. The biological action of GC is mediated  
by glucocorticoid receptor (GR) by two mechanisms: transrepression, which determines the therapeutic effect of GC,  
and transactivation (associated with the development of side effects, resistance to cytotoxic drugs, cancer progression 
and metastasis). Selective GR agonists (SEGRA) which may selective activate transrepression are a promising alternative 
to GC to use in combination cancer therapy. One of the most studied SEGRA is Compound A (CpdA). The instability  
of CpdA limits its use in clinical practice. So recently we performed synthesis and evaluation of biological activities  
of the CpdA analogue, CpdA-03.
Aim. To compare the effects of SEGRA CpdA-03 and CpdA and dexamethasone on proliferative activity of breast cancer 
cells, as well as receptor nuclear translocation and activation of GR-dependent genes in breast cancer cells.
Materials and methods. Luminal (MCF-7) and triple negative (MDA-MB-231) BC cell lines were used. The effect of CpdA-03 
on proliferation was evaluated by direct counting of viable cells with trypan blue staining. The effect of the compound 
on cell distribution by cell cycle phases was assessed by flow cytofluorimetry with propidium iodide staining. Changes 
in the expression of GR-dependent genes after incubation with CpdA-03 were evaluated by quantitative polymerase 
chain reaction. Additionally, the ability of the new SEGRA to induce transactivation-associated translocation  
of the receptor to the nucleus was evaluated by Western blotting.
Results. CpdA-03 was shown to suppress proliferation of luminal and triple negative BC cells. This compound causes 
changes in the expression of a number of GC-inducible genes, but does not stimulate GR phosphorylation and translocation 
to the nucleus in BC cells.
Conclusion. The observed suppression of cell proliferation, as well as the ability of CpdA-03 to reduce gene expression 
of proteins regulating intercellular adhesion and cell migration, intracellular signaling, stress response, and transcription 
in BC cells makes it relevant for further development of the drug for use in the combination therapy of cancers including 
breast cancer.
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chemotherapy, side effect
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ВВЕДЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) в настоящее время 

занимает 1-е место по распространенности (22,4 % 
случаев) и смертности у женского населения России 
[1, 2]. Современная молекулярная классификация 
РМЖ выделяет 3 основных подтипа РМЖ: люминаль-
ный (гормонозависимый), HER2-положительный 
(HER2 – рецептор эпидермального фактора роста 2-го 
типа) и трижды негативный (ТНРМЖ) [3, 4]. Выявле-
ние молекулярного подтипа опухоли определяет стра-
тегию терапии. При РМЖ люминального подтипа 
наблюдается повышенный уровень экспрессии рецеп-
тора эстрогена (ER), что обусловливает высокую эф-
фективность гормональной терапии. Опухоли HER2-
положительного подтипа характеризуются отсут- 

ствием экспрессии ERα, но в то же время чувствитель-
ны к таргетной анти-HER2-терапии. При ТНРМЖ от-
сутствуют мишени для специфической терапии, поэто-
му назначают адъювантную терапию, которая сочетает 
в себе хирургическое вмешательство и курсовую химио-
терапию производными таксанов, антрациклинов или 
препаратов платины [4]. В случае развития резистент-
ности или рецидива гормонозависимого РМЖ также 
проводят адъювантную химиотерапию [4].

Современные исследования роли ядерных рецеп-
торов в патогенезе РМЖ не ограничиваются анализом 
роли рецепторов эстрогена и прогестерона. Изучение 
действия экспрессии рецептора глюкокортикоидов (GR) 
и его эндо- и экзогенных лигандов на прогрессию РМЖ 
также является актуальным прикладным направлением 
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биомедицинской науки. Прежде всего, это связано  
с тем, что в рекомендуемые режимы адъювантной/
постнеоадъювантной терапии РМЖ включены синте-
тические глюкокортикоиды (GC) [4]. Их применяют 
для снятия побочных эффектов химиотерапии и рас-
ширения терапевтического интервала препаратов.

В настоящее время отсутствует дифференцирован-
ный подход к использованию GC в терапии РМЖ. Их 
назначают симптоматически при люминальном РМЖ 
и в качестве обязательного компонента при проведении 
неоадъювантной химиотерапии ТНРМЖ. Особо стоит 
отметить, что GC в высоких дозах применяются в ка-
честве компонентов местной и общей анестезии при 
проведении биопсии и резекции опухоли. Активация 
GR может подавлять эстрогензависимую пролифера-
цию клеток [5] и увеличивать продолжительность жиз-
ни пациентов с гормонозависимыми опухолями [6, 7]. 
В то же время в клетках HER2-положительного РМЖ 
и ТНРМЖ активация GR ассоциирована с неблаго-
приятным прогнозом [8]. Глюкокортикоиды снижают 
терапевтический эффект доксорубицина, паклитаксе-
ла и трастузумаба за счет ингибирования индуциру-
емого препаратами апоптоза в клетках РМЖ различных 
подтипов [9–13] в связи с активацией киназ SGK-1  
и MKP-1 [9] и аутофагии [14–16].

Реализация биологического действия GR может 
протекать по двум основным механизмам. Доминиру-
ющий механизм, реализуемый при формировании 
комплекса GC-GR, включает стадии образования го-
модимера, фосфорилирования GR по остатку Ser211, 
транслокации комплекса в ядро и связывания с респон-
сивными элементами GR (GRE). Поскольку данный 
механизм ассоциирован с транслокацией рецептора  
в ядро и последующей активацией транскрипции генов, 
он носит название трансактивации [17]. Механизм 
трансрепрессии предполагает образование гетероди-
мерного комплекса GR с другими транскрипционными 
факторами в цитоплазме клеток (например, AP1, транс-
крипционного ядерного фактора κB (NF-κB), STAT). 
Такое белок-белковое взаимодействие (тетеринг) при-
водит к инактивации факторов транскрипции, сниже-
нию экспрессии их респонсивных генов и опосредует 
терапевтическое действие GC [18].

В последние десятилетия разрабатывают селектив-
ные модуляторы рецептора GR (SEGRA), которые рас-
сматривают в качестве возможной замены GC в клини-
ческой практике. При связывании с препаратами 
группы SEGRA GR теряет способность формировать 
гомодимер и реализовывать механизм трансактивации. 
В то же время механизм трансрепрессии и терапевти-
ческое действие запускаются в полном объеме [19, 20]. 
Данная группа препаратов не ограничивается структур-
ными аналогами GC. Среди малых молекул выявлен 
ряд соединений с доказанной активностью SEGRA: 
AZD7594, AZD5423, ZK245186 и Compound A (CpdA) 
(рис. 1) [19, 20]. По мнению разработчиков, данные 
препараты следует применять в основном в терапии 

астмы и ревматоидного артрита. Исследования их био-
логического действия в отношении злокачественных 
новообразований проведены лишь для SEGRA CpdA. 
Данная молекула имеет высокое сродство к GR и се-
лективно запускает трансрепрессию в клетках лейко-
зов, лимфом и рака предстательной железы [21–23]. 
Однако исследования стабильности этого соединения 
показали, что в водном растворе структура CpdA под-
вергается конформационным изменениям, которые 
приводят к формированию структурного аналога ази-
ридина – канцерогена группы 2В (см. рис. 1, б) [24].  
В связи с этим проведены синтез ряда производных 
CpdA, а также оценка их лигандных свойств и противо-
опухолевой активности [24]. В ходе работы получена кан-
дидатная молекула 4-[1-гидрокси-2-(пиперидин-1-ил)
этил]фенол (CpdA-03), для которой показано не только 
сродство к GR, но и отсутствие способности индуциро-
вать трансактивацию. Описаны способность CpdA-03 
подавлять экспрессию провоспалительных генов (IL-1, 
IL-6) и активность NF-κB, антипролиферативный  

Рис. 1. Сравнение CpdA и CpdA-03: а – схема синтеза CpdA-03 (адап-
тировано из [25]); б – схема превращений CpdA в растворах (адапти-
ровано из [24)]. T

комн
 – комнатная температура; t

1/2
 – время полурас-

пада молекулы
Fig. 1. CpdA and CpdA-03 comparison: а – scheme of CpdA-03 synthesis 
(adapted from [25]); б – scheme of CpdA degradation in water solution 
(adapted from [24]). T

room
 – room temperature; t

1/2
 – molecule half-life

t1/2 = 10 мин (pH 7,4) / 
t1/2 = 10 min (pH 7.4)

t1/2 = недели-месяцы в воде или PBS /  
t1/2 = Weeks-months in the water or PBS

t1/2 = недели-месяцы 
в воде или PBS /  

t1/2 = weeks-months  
in the water or PBS

Цис-/транс-
азиридин /  

Cis/trans aziridine

Синефрин / 
Synephrine

NaBH4/MeOH

10–22 °С CpdA-03

CpdA

а

б

+AcOH

Стабилен в воде в течение 30 дней при Tкомн / 
Stable in water for 30 days at Troom
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и проапоптотический эффекты на клеточных моделях 
опухолей системы крови in vitro, а также способность 
подавлять прогрессию лимфомы на мышиной модели 
in vivo [25]. Также стоит отметить, что данная молекула 
отличается простотой синтеза и, в отличие от CpdA, вы-
сокой стабильностью при длительном хранении в вод-
ных растворах (рис. 1, а) [25], что делает ее перспектив-
ной для внедрения в клиническую практику. 

Цель исследования – оценка действия синтетиче-
ского SEGRA CpdA-03 на клетки РМЖ. Проведено 
сравнение влияния SEGRA CpdA-03, CpdA и дексаме-
тазона (Dex) на клеточную пролиферацию и прохож-
дение клеток по фазам клеточного цикла, выявлены 
мишени CpdA-03 и CpdA среди GC-регулируемых 
генов в клетках РМЖ. Дополнительно оценена спо-
собность CpdA-03 индуцировать трансактивацию  
и ядерную транслокацию GR.

МАТЕРИАЛы И МЕТОДы
Клеточные культуры. Клеточные линии люминаль-

ного РМЖ (MCF-7) и ТНРМЖ (MDA-MB-231) куль-
тивировали в стандартной среде, как описано ранее 
[26]. Клеточные сублинии с подавленной экспрессией 
GR (MCF-7/shGR и MDA-MB-231/shGR) получены 
путем вирусной трансдукции [27].

Подсчет клеток. Клетки высевали в 24-луночные 
планшеты по 30 тыс. клеток на лунку. После прикреп-
ления клеток к подложке в культуральную среду вноси-
ли 10 нМ CpdA-03; 0,1 % растворителя (диметилсуль-
фоксида, ДМСО) или соединения сравнения (10 нМ 
Dex (Macklin, Китай) или CpdA (Sigma Aldrich, США)) 
и инкубировали в течение 120 ч при 37 °С в атмосфере 
5 % СО

2
. Затем клетки снимали с подложки раствором 

трипсина-ЭДТА и окрашивали 0,4 % раствором три-
панового синего (1:1). Количество живых клеток ре-
гистрировали с помощью автоматического счетчика 
клеток ТС-20 (Bio-Rad, США). Число живых клеток  
в контрольных (обработанных растворителем) образ-
цах принимали за 100 %. 

Проточная цитофлуориметрия . Клетки высевали  
в 24-луночные планшеты, обрабатывали и инкубиро-
вали, как описано выше. Затем их фиксировали  
и окрашивали [26]. Полученные образцы анализиро-
вали на проточном цитофлуориметре FACSCalibur (не 
менее 20 тыс. событий на экспериментальную точку). 
Все эксперименты проведены в 2 технических и 3 био-
логических повторах. 

Количественная полимеразная цепная реакция. Клет-
ки высевали в 6-луночные планшеты (10 тыс. клеток  
в лунке), культивировали в присутствии 10 нМ Dex, 
CpdA или CpdA-03 в течение 24 ч, после чего с помо-
щью реагента ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Россия) по 
протоколу производителя выделяли тотальную РНК  
и с использованием набора MMLV RT (ЗАО «Евроген», 
Россия) проводили реакцию обратной транскрипции.  
В плашку с лиофилизованными праймерами (RT² 

Profiler™ PCR Array Human Glucocorticoid Signaling 
(PAHS-154Z), Qiagen, Германия) вносили 500 мкг ком-
плементарной ДНК и 20 мкл qPCRmix-HS (ЗАО «Евро-
ген», Россия). Амплификацию проводили в соответст-
вии с рекомендациями производителя (95 °С – 15 мин, 
40 циклов: 95 °С – 15 с, 60 °С – 60 с). 

Вестерн-блоттинг. Для сравнения уровня GR в клет-
ках РМЖ 500 тыс. клеток лизировали 60 мин при 4 °С  
и постоянном перемешивании в буфере RIPA (10 мМ 
Трис; рН 7,4; 150 мМ NaCl; 1 мМ ЭДТА; 0,1 % додецил-
сульфат натрия; 0,5 % дезоксихолат натрия; 1 % Тритон-
Х 100; 10 % глицерин) с добавлением ингибитора про-
теиназ (Sigma Aldrich, США) и ингибитора фосфатаз 
(Sigma Aldrich, США). Для оценки влияния лигандов 
на степень ядерной транслокации GR клетки высева-
ли в 6-луночные планшеты по 500 тыс. клеток в лунке, 
инкубировали с 10 нМ Dex, CpdA или CpdA-03 в тече-
ние 2, 4 и 8 ч. Для выделения тотальной фракции клет-
ки лизировали буфером RIPA. Для выделения ядерной 
фракции их ресуспендировали в буфере FB (10 мМ 
HEPES (рН 7,4); 10 мМ KCl; 1,5 мМ MgCl

2
; 1 мМ ЭДТА; 

1 мМ EGTA, ингибитор протеинкиназ), лизировали 
путем продавливания через иглу калибра 26, инкуби-
ровали на льду 20 мин и центрифугировали (720 g,  
4 °С, 20 мин). Осадок ресуспендировали в буфере FB 
и продавливали 10 раз через иглу калибра 23. Центри-
фугировали в тех же условиях, осадок ресуспендиро-
вали в трис-солевом буфере (рН 7,4) и обрабатывали 
ультразвуком (3 с, 4 °С, мощность 2 амплитуды).

Концентрацию белка измеряли классическим ме-
тодом Бредфорда [28]. Разделение белков проводили 
в полиакриламидном геле с последующим переносом на 
нитроцеллюлозную мембрану. Затем мембрану гибри-
дизировали 16 ч с антителами к pGR-Ser211 (PA5-
17668, Invitrogen, США), GR (sc-12763, Santa Cruz 
Biotechnology, США), гистону Н3 (A16235, Abclonal, 
Китай) или глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназе 
GAPDH (Abcam, Великобритания). Далее проводили 
гибридизацию со вторичными антителами (Abcam, 
Великобритания). Количественный анализ выполня-
ли с помощью набора Clarity™ Western ECL Substrate 
(BioRad, США) с последующей обработкой изображе-
ний в программе ImageJ.

Статистическая обработка данных. Все эксперименты 
выполнены в 3 биологических повторах. Для проверки 
на нормальность применяли критерий Колмогорова–
Смирнова. По полученным с помощью вестерн-блот-
тинга и проточной цитофлуориметрии данным вычисле-
ны средние значения (М) и стандартная ошибка 
среднего (SEM). Результаты представлены в формате 
M ± SEM. Статистические различия вычислены с помо-
щью пакета программ GraphPad Prizm 8 с применением 
t-критерия Стьюдента. Для статистической обработки 
результатов количественной полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) использовали программное обеспечение 
GeneGlobe (Qiagen, Германия). 
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РЕзУЛьТАТы
Оценка антипролиферативного действия CpdA-03. 

Для оценки влияния уровня экспрессии GR на ответ 
клеток проведен сравнительный анализ уровня экс-
прессии GR в клетках РМЖ, а также получены субли-
нии с нокдауном GR (MCF-7/shGR и MDA-MB-231/
shGR). Экспрессия GR в линии MDA-MB-231 оказа-
лась в 1,5 раза выше, чем в MCF-7 (рис. 2, а). В полу-
ченных сублиниях подавление GR составило 75 ± 5% 
для линии MCF-7/shGR и 66 ± 5 % для MDA-MB-231/
shGR (рис. 2, б). Визуальные наблюдения свидетель-
ствовали о том, что нокдаун GR не способствовал ги-
бели или снижению пролиферативной активности 
клеток РМЖ.

Глюкокортикоиды, как и SEGRA, обладают анти-
пролиферативным действием на клетки РМЖ [26, 29], 
при этом они применяются курсами в качестве вспо-
могательных, но не цитотоксических агентов в тера-
пии РМЖ. В связи с этим мы сравнили антипролифе-
ративное влияние CpdA-03, Dex и CpdA путем 
прямого подсчета жизнеспособных клеток при дли-
тельной (120 ч) инкубации в нецитотоксичных дозах 
(10 нМ), моделируя таким образом курсовое воздей-
ствие GC и SEGRA. Выявлено, что за 120 ч CpdA-03 
снижает пролиферацию клеток MCF-7 и MDA-MB-231 
на 31 ± 15 и 21 ± 8 % соответственно (рис. 3, а). В то же 

время пролиферативная активность клеток указанных 
линий с подавленной экспрессией GR (MCF-7/shGR 
и MDA-MB-231/shGR) остается неизменной. Соеди-
нение CpdA-03 индуцирует накопление клеток РМЖ 
в стационарной (G1) фазе клеточного цикла (рис. 3, б). 
Доля клеток линий MCF-7 и MDA-MB-231 в фазе G1 
увеличилась с 60 ± 0,4 до 78 ± 2,0 % и с 49 ± 1,9  
до 69 ± 0,4 % соответственно

Анализ влияния CpdA-03 на экспрессию зависимых 
от глюкокортикоидного рецептора генов. Оценка влия-
ния CpdA-03 на уровень экспрессии GR-зависимых 
генов в клетках РМЖ проведена с использованием 
панели лиофилизованных праймеров с помощью ко-
личественной ПЦР (рис. 4). Панель генов включает 
широкий спектр GC-регулируемых генов, степень ак-
тивации/подавления которых может зависеть от кон-
центраций и времени воздействия. Для сравнительной 
оценки изменения профилей экспрессии панели генов 
мы выбрали время инкубации 24 ч. В линии MCF-7 Dex, 
CpdA и CpdA-03 регулируют экспрессию 18, 19 и 61 гена 
соответственно, в линии MDA-MB-231 – 77, 82 и 53 
генов соответственно. CpdA-03 оказывает ингибирую-
щее действие на гены, кодирующие белки межклеточ-
ной адгезии и миграции клеток (HAS2, RHOB, RHOJ, 
SNTA1, PLEKHF1, EHD3), участвующие в передаче 
внутриклеточных сигналов (BMPER, PLD1, SPHK1, 

Рис. 2. Относительная экспрессия глюкокортикоидного рецептора (GR) в клетках рака молочной железы. Анализ проведен методом вестерн-
блоттинга с использованием антител к GR и GAPDH: а – сравнение уровня экспрессии GR в клетках рака молочной железы. Экспрессия GR  
в MCF-7 принята за 100 %; б – относительная экспрессия GR в сублиниях MCF-7/shGR и MDA-MB-231/shGR. Клетки с нокаутом GR получены 
путем лентивирусной трансдукции вектора, несущего короткую шпилечную РНК к матричной РНК рецептора. Результаты представлены  
в процентах относительно контроля
Fig. 2. The relative expression of glucocorticoid receptor (GR) in breast cancer cells. The analysis was performed using Western blotting with antibodies to GR 
and GAPDH: a – comparison of the GR expression level in breast cancer cells. Glucocorticoid receptor expression in MCF-7 is assumed to be 100 %; б – relative 
expression of GR in the MCF-7/shGR and MDA-MB-231/shGR. Glucocorticoid receptor knockout cells were obtained by lentiviral transduction of a short 
hairpin RNA to GR matrix RNA vector. The results are presented as a percentage relative to the control
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TNF, USP2), ответе на стресс (DDIT4, PDCD7, SESN1), 
процессинге РНК (ADARB1), а также факторы транс-
крипции (FOSL2, TBL1XR1, TNFAIP3, TSC22D3, VDR, 
ZFP3, ZHX3). 

Исследование влияния CpdA-03 на динамику транс-
локации глюкокоротикоидного рецептора в ядро и фос-
форилирование по Ser211. В отличие от Dex исследу-
емый SEGRA CpdA-03 не индуцирует ассоциированное 
с запуском трансактивации фосфорилирование GR  
по Ser211 (рис. 5). В линии МСF-7 наиболее высокий 
уровень pGR-Ser211 в ядре и цитоплазме наблюдали 
через 2 ч инкубации с Dex. При этом через 4 ч актив-
ный GR находился только в ядре клеток, в тотальной 
фракции уровень pGR-Ser211 снижался до базального. 
В то же время в линии ТНРМЖ (MDA-MB-231)  
наблюдалось времязависимое увеличение pGR-Ser211 
в ядерной фракции. 

ОбСУжДЕНИЕ
Стандартные протоколы терапии РМЖ включают 

высокие дозы Dex. Этот препарат обладает антипро-
лиферативным действием в отношении опухолевых 
клеток, а также способностью снижать побочные эф-
фекты цитостатических препаратов. Однако примене-
ние GC ассоциировано с возникновением большого 
количества нежелательных явлений начиная от дис-
баланса всех метаболических систем организма  

и заканчивая усилением метастазирования. Активация 
транскрипции GR-зависимых генов в клетках РМЖ 
приводит к инвазии и миграции опухолевых клеток, 
развитию резистентности клеток РМЖ к противоопу-
холевым препаратам, а также к ряду метаболических 
осложнений [5–14]. Препараты класса SEGRA обла-
дают терапевтическим действием, сравнимым с дейст-
вием классических GC, при этом их применение  
не вызывает трансактивацию GR и реализацию свя-
занных с ней нежелательных явлений. Эффективность 
препаратов класса SEGRA показана для многих нозо-
логий, включая опухоли системы крови [19–25]. 

Результаты нашего исследования показали, что 
новый препарат класса SEGRA (CpdA-03) обладает 
сравнимым с CpdA и Dex цитостатическим действием 
на клетки люминального РМЖ и ТНРМЖ. Необходи-
мо отметить, что данный эффект зависел от количест-
ва активного GR в клетках, поскольку на пролифера-
тивную активность клеток с подавленной экспрессией 
GR (MCF-7/shGR и MDA-MB-231/shGR) CpdA  
и CpdA-03 не влияли. Дексаметазон снижал пролифе-
рацию клеток люминального РМЖ с подавленной экс-
прессией GR (MCF-7/shGR), поскольку GC обладают 
способностью регулировать ERα [30]. Отсутствие подоб-
ной корреляции в цитостатических эффектах SEGRA 
косвенно свидетельствует о том, что они не являются 
лигандами ERα. Данное наблюдение подтверждает, что 

Рис. 3. Антипролиферативное действие CpdA-03 на клетки рака молочной железы: а – результаты прямого подсчета клеток. Клетки инкуби-
ровали 120 ч с 10 нМ дексаметазона (Dex), CpdA, CpdA-03 или диметилсульфоксида (ДМСО). Затем проводили подсчет живых клеток методом 
исключения с использованием красителя трипанового синего. Результаты представлены в виде % от числа клеток в контрольных образцах;  
б – результаты проточной цитофлуориметрии. Клетки инкубировали 120 ч с 10 нМ Dex, CpdA, CpdA-03 или ДМСО. Затем фиксировали в эта-
ноле, проводили отмывку центрифугированием в PBS, ресуспендировали в PI-буфере и анализировали на проточном цитофлуориметре. *Различия 
статистически значимы по сравнению с группой контроля (р <0,05). #Статистически значимое различие с соответствующим образцом на линии 
с нокдауном глюкокортикоидного рецептора 
Fig. 3. Antiproliferative effect of CpdA-03 in breast cancer cells: a – live cell count. Cells were cultivated in the presence of 10 nM dexamethasone (Dex), CpdA, 
CpdA-03 or dimethyl sulfoxide (DMSO) for 120 h, then cells were collected and stained with trypan blue and live cell were counted. Data are presented  
as % of cells from control; б – cytometry with PI staining. Cells were cultivated in the presence of 10 nM Dex, CpdA, CpdA-03 or DMSO for 120 h, then cells 
were fixed with ethanol. Then cell were washed and stained with PI and analyzed by flow cytometry. *A statistically significant difference from the control  
(p <0.05). #A statistically significant difference between results for wild type and shGR cell lines
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Рис. 4. Оценка экспрессии глюкокортикоид-респонсивных генов в клетках рака молочной железы. Клетки инкубировали с 10 нМ CpdA-03, CpdA 
или дексаметазона (Dex) в течение 24 ч. Относительное изменение экспрессии оценивали с помощью набора RT2 Profiler™ PCR Array Human 
Glucocorticoid Signaling PAHS-154Z (Qiagen, Германия). Результаты анализа представлены в виде тепловой диаграммы, иллюстрирующей отно-
сительное изменение экспрессии генов 
Fig. 4. Analysis of glucocorticoid-response genes expression. Cells were cultivated in the presence of 10 nM CpdA-03, CpdA or dexamethasone (Dex) for 24 h. 
Relative fold change were evaluated by RT2 Profiler™ PCR Array Human Glucocorticoid Signaling PAHS-154Z (Qiagen, Germany) assay. Data were presented 
as heat map of relative fold change

M
CF

-7
 D

ex

M
CF

-7
 C

pd
A

M
CF

-7
 C

pd
A

-0
3

M
D

A
-M

B-
23

1 
D

ex

M
D

A
-M

B-
23

1 
Cp

dA

M
D

A
-M

B-
23

1 
Cp

dA
-0

3

Цитокины и хемокины / 
Cytokines and chemokines 

Адгезия, миграция 
клеток / Adhesion, cell 
migration 

Передача сигнала / Signal 
transduction

Ответ на стресс / Stress 
responses

Факторы транскрипции / 
Transcription factors

Процессинг РНК /  
RNA processing

Относительное 
изменение 

экспрессии / 
Relative fold change

0–0,3

0,3–0,5

0,5–0,7

0,8–1,3

1,3–1,5

1,5–1,7

1,8–2,1

2,1–2,5

2,5–3,1

3,1–3,5

5,1–10,1

10,1–20,1

20,1–99,0

AFT4
CEBPA
CEBPB
CREB1
CREB3

CREB3L4
NR3C1

POU2F1
POU2F2
STAT5A
STAT5B

ASPH
GDPD1

GLUL
GOT1
H6PD
PDP1
EDN1

IL10
IL1RN

Il6
IL6R
TNF

ANGPTL4
CCN2

COL4A2
HAS2

LOX
PLEKHF1

RHOB
RHOJ

SNTA1
ANXA4

EHD3
MERTK

PLEKHF1 
CALCR

GHRHR
PDGFRB

VLDLR
AQP1

SLC10A6
SLC19A2
SLC22A5

BMPER
DIRAS2
DUSP1

NFKB1A
PIK3R1

PLD1
RASA3

RGS2
SESN1

SGK1
SPHK1

TNF
USP2
BCL6

DDIT4
PDCD7
SESN1

SGK1
ARID5B

CEBPB
FOSL2
KLF13

KLF9
NFKB1A 

TBL1XR1
TNFA1P3
TSC22D3

VDR
ZFP36
ZHX3
PER1
PER2

ADARB1
AFF1

HNRNPLL
FKBP5

LOX
MT1E
MT2A

AK2
AMPD3

XDH
CYB561
ERRF11

SPSB1
USP54

ZNF281



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
CE

S 
IN

 M
O

LE
CU

LA
R

 O
N

CO
LO

G
Y 

   
3

, 
2

0
2

4

99ТОМ 11 / VOL. 11  ЭкспериМенТальнЫе сТаТьи | EXPERIMENTAL REPORTS

Рис. 5. Динамика транслокации и фосфорилирования глюкокортикоидного рецептора (GR). Клетки инкубировали с 10 нМ CpdA-03, CpdA и дек-
сометазона (Dex) в течение 2, 4 или 8 ч. Уровень экспрессии белков определяли методом вестерн-блоттинга с использованием специфичных ан-
тител к GR или pGR-Ser211. Представлена интенсивность полос в долях единицы, нормализованная относительно уровня гистона Н3  
или GAPDH. *Различия статистически значимы по сравнению с группой контроля (р <0,05)
Fig. 5. Glucocorticoid receptor (GR) nuclear translocation and phosphorylation. Cells were cultivated in the presence of 10 nM dexamethasone (Dex), CpdA, 
CpdA-03 for 2, 4 or 8 h, then western blot analysis of GR and pGR-Ser211 in total and nuclear protein fraction were performed. GAPDH or histone H3 served 
as loading control. *A statistically significant difference from the control (p <0.05)
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антипролиферативное действие CpdA-03 в клетках 
РМЖ различных биологических подтипов реализует-
ся посредством активации GR. Результаты цитофлуо-
риметрического анализа распределения клеток  
по фазам клеточного цикла продемонстрировали,  
что CpdA-03 вызывает арест клеток РМЖ в фазе G1 
клеточного цикла. В целом показано, что клетки линии 
ТНРМЖ (MDA-MB-231) более восприимчивы к ли-
гандам GR, чем клетки люминального РМЖ (MCF-7). 
Стоит отметить, что клетки MCF-7 изначально обла-
дают менее агрессивным фенотипом, меньшим миг-
рационным потенциалом и слабой подвижностью  
по сравнению с линией MDA-MB-231 [31].

Известно, что фосфорилирование в положении 
Ser211 является основным маркером трансактивации 
GR [32], которая связана с реализацией основных по-
бочных эффектов GC. В клетках РМЖ Dex индуцирует 
фосфорилирование довольно быстро (за 2–4 ч), в то 
время как при действии соединений класса SEGRA уро-
вень фосфорилирования рецептора остается неизмен-
ным относительно контроля. Результаты нашего иссле-
дования показали, что CpdA и CpdA-03 не индуцируют 
не только ядерную транслокацию, но и трансактиваци-
онное фосфорилирование GR. CpdA и его синтетичес-
кий аналог CpdA-03 также не приводят к увеличению 
транскрипции GC-зависимых транскрипционных 
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факторов (NFKBIA, KLF9, KLF13, FOSL2) и кофакторов 
GR (семейство CREB). Более того, SEGRA снижают 
экспрессию гена NR3C1, кодирующего GR, в клетках 
ТНРМЖ. 

Реализация антипролиферативных и иных эффек-
тов SEGRA CpdA и CpdA-03, вероятно, не связана  
с ядерной транслокацией GR и опосредуется тетерин-
гом (белок-белковым взаимодействием комплекса ли-
ганда с GR и других транскрипционных факторов). 
Индукция фосфорилирования и ядерной транслока-
ции, а также запуск GC-зависимых генов при действии 
Dex наиболее выражены в клетках ТНРМЖ, что, веро-
ятно, связано с разницей в базальном уровне экспрес-
сии GR в клетках. Изменение профиля экспрессии 
GR-зависимых генов в клетках MDA-MB-231 после 
воздействия препаратов группы SEGRA также более 
выражено по сравнению с ответом клеток люминаль-
ного РМЖ (MCF-7) (затрагивает большее число генов, 
уровень изменений также более выражен). 

Стоит отметить, что SEGRA, в отличие от Dex, не вы-
зывают активации гена DDIT4, опосредующего развитие 
GC-индуцированного остеопороза и атрофии кожи [33]. 
Также CpdA и CpdA-03 снижают уровень экспрессии ки-
наз RHOB и RHOJ, гиперэкспрессия которых коррели-
рует с неблагоприятным прогнозом и высоким риском 
метастазирования РМЖ [34, 35]. В целом под действием 
CpdA наблюдается подавление большей части исследу-
емых GR-зависимых генов (81 из 83), при этом CpdA-03 
ингибирует 52 из 83 исследуемых генов или не влияет  
на их экспрессию. Данные различия связаны с более вы-
соким сродством CpdA к GR, что показано нами ранее 
in vitro [25]. Поскольку в литературе описаны связь экс-
позиции GC и усиление метастатического потенциала 
РМЖ [7, 8, 36], наблюдаемые различия во влиянии GC 

и изучаемых SEGRA на группу генов, регулирующих 
адгезию и миграцию клеток ТНРМЖ, представляют осо-
бый интерес. В частности, в настоящее время назначение 
GC пациенткам с РМЖ проводится на основании симп-
томов без учета молекулярного подтипа опухоли  
и уровня экспрессии GR. Более широкое исследование 
влияния GC и SEGRA на экспрессию генов и белков 
данной группы позволит выявить молекулярные меха-
низмы GR-опосредованного метастазирования РМЖ, 
ввести в диагностическую практику определение статуса 
GR у пациенток с данной патологией и персонализиро-
вать лечение.

Также стоит отметить, что ниша противовоспали-
тельных лекарственных препаратов на основе SEGRA 
довольно широка, а исследования их активности  
в отношении опухолей проведены только для неста-
бильного низкомолекулярного соединения CpdA. По-
лученные нами данные продемонстрировали GR-за-
висимое антипролиферативное действие нового 
соединения класса SEGRA CpdA-03 в отношении 
клеток РМЖ in vitro. Показан избирательный запуск 
трансрепрессии GR, опосредующий снижение жизне-
способности клеток. Высокая стабильность молекулы 
CpdA-03 и ее селективность в отношении активации 
GR делают ее первым перспективным препаратом 
класса SEGRA, способным заменить GC в онкологи-
ческой практике.

зАКЛючЕНИЕ
Клеточные линии РМЖ с высоким базальным 

уровнем экспрессии GR чувствительны к действию 
SEGRA CpdA-03. Новый SEGRA CpdA-03 потенци-
ально является более безопасной альтернативой клас-
сическим GC в терапии ТНРМЖ.
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