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Рак молочной железы (РМЖ) – наиболее распро-

страненная форма онкологических заболеваний у жен-

щин в мире [1, 2]. Это важнейшая медицинская и со-

циальная проблема современного общества. Одной 

из основных причин высокой смертности больных 

является позднее выявление РМЖ. Метастатический 

РМЖ все еще остается инкурабельным заболеванием. 

В связи с этим актуальной задачей является исследо-

вание молекулярных механизмов метастазирования, 

конечной целью которого должно стать создание но-

вых препаратов направленного действия в лечении 

РМЖ. В последнее 10-летие благодаря развитию 

и внедрению в практику новых технологий значитель-

ный успех достигнут в идентификации генетических 

нарушений, которые ведут к развитию РМЖ. Извест-

но, что простагландин Е
2
 (PGE

2
) стимулирует рост 

опухолевых клеток, а фермент циклооксигеназа-2 

(СOX-2), регулирующий его синтез, часто избыточно 

экспрессируется в ткани РМЖ [3]. Протеин 15-ги-

дроксипростагландин дегидрогеназа (15-PGDH) – 

ключевой фермент катаболизма PGE
2
 – является су-

прессором опухолевого роста и подавляет способность 

клеток к метастазированию. Мало данных о роли гена 

15-PGDH в патогенезе РМЖ. По данным I. Wolf et al., 

обнаружены низкие концентрации данного фермента 

в линиях клеток РМЖ с высоким потенциалом к мета-

стазированию (ВПМ) в сравнении с нормальной тка-

нью молочной железы (МЖ) [4]. Анализ экспрессии 

15-PGDH показал снижение его уровня в 40 % случаев 

первичного РМЖ и выявил корреляцию между низкой 

экспрессией 15-PGDH и гормональным рецепторным 

статусом опухоли [5]. Опыты с трансфекцией гена 

15-PGDH в клетки РМЖ, не синтезирующие в норме 

фермент 15-PGDH, показали, что экспрессия транс-

фицированного гена 15-PGDH приводит к снижению 

клонального роста и значительно снижает способность 

этих клеток к метастазированию. Блокирование гена 

15-PGDH в линии MCF-7 в опытах привело к усилен-

ной пролиферации, значительно возросла способность 

клеток РМЖ образовывать метастазы опухоли у бес-

тимусных мышей. В ряде исследований показано, 

что 15-PGDH значительно ингибирует эстроген-зави-

симый сигнальный каскад, стимулируя экспрессию 

ароматазы [6]. Тем не менее недостаточно известна 

роль 15-PGDH в регуляции экспрессии гена COX-2 

в клетках РМЖ. В представленной работе определены 

уровни экспрессии генов 15-PGDH, COX-1, COX-2 

в опухолевых клетках эстроген-позитивных линий 

МЖ человека с различным метастатическим потенци-

алом MCF-7, BT-474, ZR-75-1.

В данной работе проведен анализ экспрессии 

гена 15-PGDH в зависимости от потенциала опухо-

левых клеток к метастазированию, выявлены моле-

кулярные механизмы регуляции синтеза фермента 
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15-PGDH в клетках РМЖ. На основании наших 

собственных результатов и данных других исследо-

вателей мы показали, что 15-PGDH является но-

вым супрессором опухолевого роста и метастазиро-

вания.

Материалы и методы

Работа с культурой клеток. Изучали эстроген-по-

зитивные линии клеток аденокарциномы (MCF-7, 

ZR-75-1) и инфильтрирующей (инвазивной) протоко-

вой карциномы (BT-474) МЖ человека из коллекции 

клеточных культур Института цитологии РАН. Куль-

туры опухолевых клеток различались между собой 

по метастатической активности: линии MCF-7 (клет-

ки с низким потенциалом к метастазированию), 

ZR-75-1 и BT-474 (клетки с ВПМ).

Условия культивирования. Все линии культивиро-

вали при 37 °С и 5 % СО
2
. Линию MCF-7 культивиро-

вали в среде DМЕМ с 10 % эмбриональной телячьей 

сывороткой (ЭТС) и гентамицином (50 мкг / мл); 

ZR-75-1 – в RPMI-1640 с 10 % ЭТС, пенициллином 

(100 ед / мл) и стрептомицином (100 мкг / мл); BT-474 – 

в RPMI-1640 с 10 % ЭТС, пенициллином (100 ед / мл) 

и стрептомицином (100 мкг / мл), бычьим инсулином 

(10 мкг / мл).

Выделение РНК из клеток. Выделение РНК прово-

дили с помощью коммерческого кита Perfect Pure RNA 

Cell and Tissue kit на 50 выделений (5PRIME). Для вы-

деления РНК брали количество клеток 1 × 106. Выде-

ленные образцы хранили при температуре –80 °С.

Определение концентрации РНК. Измерения кон-

центрации ДНК и РНК в пробах были проведены 

на спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo 

Scientific) с помощью программы NanoDrop ND-1000. 

Для высокоочищенной РНК соотношение А
260

 / А
280

 

составляло 1,8–2,1.

Праймеры для анализа экспрессии гена 15-PGDH 

были разработаны с использованием Primer Express 

версии 1.0, компьютерных программ Applied 

Biosystems, Foster City, CA [7] (таблица).

Метод полимеразной цепной реакции в реальном вре-

мени (RT-PCR). Обратную транскрипцию проводили 

по стандартному протоколу (Promega) с использова-

нием фермента Reverse transcriptase (Promega). Экс-

прессию генов изучали с помощью метода RT-PCR 

с использованием системы iQ5 (Bio-Rad) и «Набора 

для анализа экспрессии генов методом RT-PCR COX-

2 и COX-1» («ДНК-Cинтез»), 15-PGDH («Cинтол»). 

В качестве внутреннего стандарта использовали ген 

β-actin. Результаты анализировали с использованием 

программного обеспечения iQ5 Optical System Software 

(Bio-Rad). В серии опытов получена хорошая воспро-

изводимость результатов, ошибка измерения состави-

ла ~ 2 %.

Результаты

Исследовали экспрессию гена 15-PGDH в клетках 

РМЖ с разным потенциалом к метастазированию. 

Проанализировали уровни ядерной РНК – предше-

ственника функциональной матричной РНК 

15-PGDH hnRNA, синтезируемой в ядре клетки (рис. 

1). Максимальный среди исследуемых линий опухо-

левых клеток уровень экспрессии 15-PGDH hnRNA 

наблюдался в клетках линии BT-474, обладающей 

наибольшим потенциалом к метастазированию (см. 

рис. 1). Экспрессия 15-PGDH hnRNA в линии BT-474 

была в 7 раз выше, чем в MCF-7 и ZR-75-1. В работе 

проанализирован уровень функциональной цито-

плазматической матричной РНК (functional 

15-PGDH mRNA), по которой оценивалась актив-

ность синтеза белка 15-PGDH на рибосомах (рис. 2). 

В результате показано, что наибольшая экспрессия 

functional 15-PGDH mRNA наблюдается в линии 

МCF-7, а наименьший уровень экспрессии обнару-

жен в линии BT-474 (см. рис. 2). Причем в линии 

MCF-7 экспрессия functional 15-PGDH mRNA была 

Праймеры для анализа экспрессии генов 15-PGDH и β-аctin

№ Название праймера Forward primer (5'–3') Reverse primer (5'–3') 

1 15-PGDH hnRNA ATTGTTTGTCCGTCTATTTCGTGA GCGCTACαCTATAGACAAGAGGAGAG

2 Total 15-PGDH mRNA GCAACAACTGAGAGβACACTTTTAGAAA AAATGTCCAGTCTTCCAAAGTGGT

3 Functional 15-PGDH mRNA TGGAATTTTGGAcCCCACCAT TCATCTTCAATGAGTGTTATCAATCCAT

4 Variant1 15-PGDH mRNA TCAGCAGCdGCCCACCAT TCATCTTCAATGAGTGTTATCAATCCAT

5 Variant2 15-PGDH mRNA TCATCTTTAGCAGeCCCACCAT TCATCTTCAATGAGTGTTATCAATCCAT

6 β-аctin mRNA GGCCGCGGTGTACGCCAACACAGTGCTC CCCGGGGCCGTCATACTCCTGCTTGCTG

Примечание. α – intron 1 – exon 2 junction in the 15-PGDH hnRNA primers; β – exon 2–3 junction in the total 15-PGDH mRNA primers; c – exon 6–7 

junction in the functional 15-PGDH mRNA primers; d – exon 5–7 junction in the variant 1 15-PGDH mRNA primers; e – exon 4–7 junction in the variant 2  

15-PGDH mRNA primers.
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в 3 и 2 раза выше, чем в BT-474 и ZR-75-1 соответст-

венно.

Анализировали уровни экспрессии 2 регуляторных 

матричных РНК, образующихся в процессе альтерна-

тивного сплайсинга из предшественника матричной 

РНК, – variant 1 15-PGDH mRNA (рис. 3) и variant 2 

15-PGDH mRNA (рис. 4). Показано, что экспрессия 

variant 1 15-PGDH mRNA максимальна в линии кле-

ток, обладающих наименьшим потенциалом к мета-

стазированию, MCF-7; а в ZR-75-1 ее уровни оказа-

лись ниже на 35 %, в клетках линии BT-474 уровни 

были на 86 % ниже, чем в MCF-7 (см. рис. 3). Экспрес-

сия variant 2 15-PGDH mRNA оказалась максимальной 

в линии, обладающей наименьшим потенциалом 

к метастазированию, MCF-7. В линии ZR-75-1 уровни 

variant 2 15-PGDH mRNA оказались ниже на 44 %, 

а в линии клеток с максимальным потенциалом 

к метастазированию BT-474 уровни были на 82 % ни-

же, чем в MCF-7 (см. рис. 4). В данной работе мы про-

анализировали экспрессию общей суммарной цито-

плазматической матричной РНК (total 15-PGDH 

mRNA). В результате выяснили, что уровни ее экс-
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Рис. 1. Сравнительный анализ уровня экспрессии ядерной РНК – пред-

шественника матричной РНК 15-PGDH hnRNA в опухолевых клетках 

линий MCF-7, ZR-75-1, BT-474
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Рис. 2. Сравнительный анализ уровня экспрессии functional 15-PGDH 

mRNA в опухолевых клетках линий MCF-7, ZR-75-1, BT-474
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Рис. 3. Сравнительный анализ относительного уровня экспрессии 

variant 1 15-PGDH mRNA в опухолевых клетках линий MCF-7, 

ZR-75-1, BT-474
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Рис. 4. Сравнительный анализ относительного уровня экспрессии 

variant 2 15-PGDH mRNA в опухолевых клетках линий MCF-7, 

ZR-75-1, BT-474
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прессии статистически не различаются в линиях MCF-

7 и ZR-75-1, но достоверно выше (в 12,5 раза), 

чем в линии BT-474 (рис. 5). Таким образом, на осно-

вании данных об экспрессии различных РНК мы ана-

лизировали активность гена 15-PGDH в клетках РМЖ 

с разным потенциалом к метастазированию.

В данной работе исследовали экспрессию генов 

COX-1 и COX-2 в клетках РМЖ с разным потенциалом 

к метастазированию. Обнаружено, что в линии BT-474 

экспрессия COX-2 в 5 раз выше, чем в линии MCF-7 

(рис. 6). В линии ZR-75-1 экспрессия COX-2 в 3,5 раза 

выше, чем в линии MCF-7 (cм. рис. 6). Анализ экс-

прессии гена COX-1 показал, что его активность в ли-

нии BT-474 в 3 раза, а в ZR-75-1 в 2 раза выше, 

чем в линии MCF-7 (cм. рис. 6)

Обсуждение

В данной работе были проанализированы уровни 

предшественника матричной РНК 15-PGDH hnRNA, 

синтезируемого в ядре клетки (см. рис. 1). Известно, 

что предшественник матричной РНК 15-PGDH 

hnRNA является предшественником зрелой function-

al 15-PGDH mRNA, а уровень 15-PGDH hnRNA слу-

жит мерой активности гена 15-PGDH в свежей ткани. 

Мы обнаружили, что среди исследуемых линий мак-

симальный уровень экспрессии 15-PGDH hnRNA 

наблюдался в линии BT-474, обладающей наиболь-

шим потенциалом к метастазированию (см. рис. 1). 

Концентрация 15-PGDH hnRNA в линии BT-474 бы-

ла в 7 раз выше, чем в MCF-7 и ZR-75-1. Это указы-

вает на то, что ген 15-PGDH активен в линии опу-

холевых клеток с ВПМ BT-474. Однако даже при вы-

соких концентрациях ядерного предшественника 

15-PGDH hnRNA экспрессия functional 15-PGDH 

mRNA, отвечающей за синтез белка на рибосомах, 

подавлена, следовательно, синтеза белка 15-PGDH 

не происходит (см. рис. 2). Причем обнаружено, 

что уровни total 15-PGDH mRNA в линии BT-474 

в 12,5 раза ниже, чем в линиях MCF-7 и ZR-75-1 (см. 

рис. 5). Таким образом, очевидно, что синтез фермен-

та 15-PGDH в линии BT-474 заблокирован на уровне 

процессинга ядерного незрелого предшественника 

матричной РНК, который в большом количестве на-

капливается в ядре клетки, однако он не созревает 

в функционально зрелую матричную молекулу РНК, 

с которой считывается (транслируется) белок 15-PGDH. 

Очевидно, что синтез фермента 15-PGDH не проис-

ходит, так как заблокирован один из этапов процес-

синга матричной РНК: кэпирование, сплайсинг 

или полиаденилирование. Ген 15-PGDH, работая 

по принципу обратной связи, продолжает нарабаты-

вать большое количество 15-PGDH hnRNA, которая 

не подвергается процессингу и в результате накапли-

вается в ядре клетки в большом количестве. Function-

al 15-PGDH mRNA быстро разрушается в цитоплазме 

опухолевой клетки, и уровень ее снижается. Таким 

образом, проанализировав суммарную экспрессию 

functional 15-PGDH mRNA в клетках линий MCF-7, 

ZR-75-1, BT-474, мы пришли к выводу, что потенци-

альная способность синтезировать фермент 15-

PGDH в популяции клеток линии BT-474, обладаю-

щих наибольшим потенциалом к метастазированию, 

достоверно снижается в сравнении с линией MCF-7, 

обладающей низкой метастатической активностью 

(см. рис. 5).

В данной работе показано, что экспрессия 

functional 15-PGDH mRNA уменьшается с увеличени-
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ем метастатического потенциала опухолевых клеток 

(см. рис. 2).

В работе проанализирована экспрессия генов 

COX-1 и СОХ-2 в клетках с разным потенциалом 

к метастазированию и показано, что уровни их актив-

ности обратно пропорциональны экспрессии func-

tional 15-PGDH mRNA (см. рис. 6).

По данным современной литературы, фермент 

15-PGDH активно вовлечен в процесс регуляции мета-

статической активности клеток РМЖ, однако меха-

низм участия 15-PGDH в метастазировании и роль 

этого белка в супрессии различных прометастатиче-

ских сигнальных путей в клетке до конца не выяснены. 

Белок 15-PGDH рассматривается как физиологиче-

ский антагонист СOX-2 и активный супрессор опухо-

левого роста [8]. Известно, что PGE
2
 стимулирует рост 

опухолевых клеток, его синтез регулируется СOX-2, 

COX-1 и 15-PGDH [9]. Фермент COX-2 играет ключе-

вую роль в биосинтезе PGE
2
, который стимулирует 

пролиферативную активность и инвазивные свойства 

опухолевых клеток, их устойчивость к апоптозу и мета-

стазирование в отдаленные органы, также ускоряет 

ангиогенез в опухоли. Показано, что высокие дозы 

селективных ингибиторов COX-2 могут снизить риск 

рецидивирования РМЖ [10]. По данным V. Ashok et al., 

фермент СOX-2 связан с метастазированием РМЖ 

[11]. В недавно опубликованном исследовании 

M. H. Cho et al. указано на статистически значимое 

увеличение 8-летнего риска развития инвазивного 

РМЖ у женщин с протоковой карциномой in situ, у ко-

торых опухоли одновременно экспрессировали COX-

2, p16 и Ki-67. Выявлена прямая связь между экспрес-

сией COX-2 и HER-2 в клетках опухоли протоковой 

карциномы [12].

PGE
2
 подвергается метаболической инактивации 

под действием 15-PGDH. Супрессорная роль в регу-

ляции опухолевого роста 15-PGDH обнаруживается 

в опытах на различных клеточных линиях [13]. Опти-

мальная экспрессия 15-PGDH вносит свой вклад 

в подавление злокачественного фенотипа опухоли. 

Трансфекция гена 15-PGDH у мышей приводит к за-

медлению роста опухоли ксенотрансплантата. Этот 

фермент подавляет ангиогенез и инвазию опухоли пу-

тем модуляции PGE
2
. Кроме того, гиперэкспрессия 

15-PGDH ускоряет индукцию апоптоза с помощью 

протеолитического расщепления прокаспазы-3 

и поли(АДФ-рибозо)полимеразы в опухолевых клет-

ках. Фермент 15-PGDH играет важную роль в регуля-

ции местного противоопухолевого иммунного ответа 

[14]. Введение гена 15-PGDH в опухолевые клетки су-

щественно уменьшает секрецию PGE
2
 и иммуносу-

прессивных цитокинов: ИЛ-10, ИЛ-13, ИЛ-6. Экс-

прессия 15-PGDH также влияет на чувствительность 

опухолевых клеток к химиотерапевтическим агентам. 

N. Wakimoto et al. показали, что ингибиторы 15-PGDH 

вызывают ослабление антипролиферативного эффек-

та нестероидных противовоспалительных препаратов 

[15]. Аденовирусная вектор-опосредованная гиперэкс-

прессия гена 15-PGDH значительно ингибирует рост 

клеток РМЖ и рака толстой кишки в ксенотрансплан-

татах бестимусных голых мышей [16]. В эксперименте 

на животных было показано, что противоопухолевый 

эффект 15-PGDH при использовании генной терапии 

возрастал при одновременном применении препарата 

авастин – ингибитора ангиогенеза [17]. Химиотера-

певтическая активность, вызываемая целекоксибом, 

требует сопутствующей экспрессии 15-PGDH, а сни-

жение ее уровня придает опухолевым клеткам устой-

чивость к селективным ингибиторам СOX-2 [18].

О роли фермента 15-PGDH в патогенезе РМЖ из-

вестно мало, однако в нашей работе эксперименталь-

но показано, что экспрессия фермента 15-PGDH сни-

жена в клетках с ВПМ линии BT-474. В линии 

опухолевых клеток MCF-7, обладающей низким по-

тенциалом к метастазированию, экспериментально 

определяются высокие уровни 15-PGDH. Опыты дру-

гих исследователей показали, что искусственная сти-

муляция экспрессии гена 15-PGDH в клетках линии 

MDA-MB-231 приводит к снижению клонального ро-

ста и значительно уменьшает способность клеток 

к метастазированию у бестимусных мышей [19]. Бло-

кирование гена 15-PGDH в клетках линии MCF-7 по-

средством малых интерферирующих РНК стимулиро-

вало рост клеток, возрастало количество делящихся 

клеток, увеличивалась их подвижность и возрастала 

метастатическая активность опухоли. Искусственное 

подавление экспрессии 15-PGDH в линии MCF-7 

приводило к активации деления клеток и повышению 

туморогенности в естественных условиях [19]. Резуль-

таты различных экспериментов показывают, 

что 15-PGDH является супрессором опухолевого роста 

и может модулировать путь эстрогена в клетках РМЖ. 

Стимуляция экспрессии 15-PGDH тормозит пути 

эстрогена и стимулирует экспрессию ароматазы [20]. 

Гиперэкспрессия 15-PGDH подавляет эксперимен-

тально индуцированный канцерогенез и делает рако-

вые или трансформированные клетки чувствительны-

ми к апоптозу [15]. Недавние исследования показали, 

что подавление экспрессии гена 15-PGDH наблюдает-

ся в некоторых опухолевых клетках, что связано с эпи-

генетическими модификациями, такими как метили-

рование ДНК и дезацетилирование гистонов 

в промоторной области гена 15-PGDH. Различные 

соединения способны вызывать гиперэкспрессию 

15-PGDH – это ингибиторы дезацетилазы гистонов, 

нестероидные противовоспалительные препараты, 

а также активатор пролиферации пероксисом, агони-

сты гамма-рецепторов. Хотя большинство исследова-

ний доказывают подавляющее влияние 15-PGDH 

на рост опухоли, однако высокие уровни экспрессии 
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15-PGDH и COX-2 наблюдались в злокачественной, 

а также нормальной ткани яичников [21]. Повышение 

экспрессии 15-PGDH в экспериментах вызывали не-

которые цитокины, половые гормоны и опухолевые 

промоторы (форбол 12-миристат-13-ацетат), предпо-

лагается возможность участия 15-PGDH в канцеро-

генных процессах при РМЖ. В данной работе мы об-

наружили, что экспрессия фермента 15-PGDH 

обратно пропорциональна метастатическому потен-

циалу опухолевых клеток и экспрессии генов СOX-1 

и COX-2.

Таким образом, исследования с использованием 

различных клеточных линий и экспериментальных 

животных обеспечивают основу понимания роли 

15-PGDH как супрессора опухолевого роста [22]. 

Обнаружено нарушение регуляции 15-PGDH как 

на уровне синтеза матричной РНК, так и на уровне 

работы самого фермента в различных злокачествен-

ных опухолях человека [23]. Уровень экспрессии 

15-PGDH высок в нормальной ткани по сравнению 

со злокачественной тканью опухоли МЖ, толстой 

кишки, желудка, легких, кожи, почек, тонкой кишки, 

поджелудочной железы и печени [24]. Генетические 

нарушения 15-PGDH блокируют образование мета-

болитов PGE
2
. Вероятно, что инактивация гена 

15-PGDH значительно повышает риск развития РМЖ 

[25].

Заключение

В данной работе проведен анализ экспрессии гена 
15-PGDH в зависимости от потенциала опухолевых 

клеток к метастазированию, выявлены молекулярные 

механизмы регуляции синтеза фермента 15-PGDH 

в клетках РМЖ. На основании наших собственных 

результатов и данных других исследователей мы пока-

зали, что 15-PGDH является новым супрессором опу-

холевого роста и регулирует метастатический потен-

циал клеток РМЖ.
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