
6

М
а

м
м

о
л

о
г

и
я

Ж Е Н С К О Й  Р Е П Р О Д У К Т И В Н О Й  С И С Т Е М Ы 1–2   ’ 2 0 13Актуальная тема

Введение
Рак молочной железы (РМЖ) – наиболее распро-

страненная форма рака у женщин в мире [1, 2]. В на-

стоящее время достигнут значительный прогресс 

в идентификации генетических нарушений, которые 

ведут к развитию РМЖ, а также в выяснении роли бел-

ков этих генов в патофизиологии опухолевой клетки. 

Трансформирующий фактор роста β1 (TGF-β1) явля-

ется одним из важнейших факторов в патогенезе раз-

личных онкологических заболеваний человека, в том 

числе и РМЖ, клетки которого способны продуциро-

вать TGF-β1. Нарушение TGF-β1/SMAD-сигнального 

пути связано с неопластической трансформацией, 

метастазированием и прогрессированием РМЖ [3]. 

В ряде исследований обнаружено, что TGF-β1/

SMAD2/4-сигнальный каскад играет важную роль 

в супрессии роста опухоли путем активации апоптоза 

в клетках РМЖ, имеющих рецепторы к эстрогену [4]. 

Эстроген является митогенным фактором для эстро-

ген-позитивных (ER(+)) линий клеток РМЖ человека. 

Протеин SMAD4 – это TGF-β1-сигнальный трансдук-

тор, он участвует в передаче сигнала от TGF-β1-

рецепторов и одновременно выступает в качестве 

транскрипционного репрессора эстрогена. Белок 

SMAD4 активирует апоптоз в ER(+)-клетках линии 

MCF-7, но не влияет на рост эстроген-независимых 

ER(–)-клеток культуры MDA-MB-231 [4]. Протеин 

SMAD4 ингибирует рост ER(+)-опухолей путем ин-

дукции апоптоза. Тем не менее, недостаточно известна 

роль TGF-β1/SMAD-сигнального пути в регуляции 

экспрессии гена COX-2 в клетках РМЖ. В представлен-

ной работе определены уровни белков SMAD4, 

SMAD7, фосфорилированной формы белка SMAD2 

и экспрессия генов SMAD2, SMAD4, SMAD7 и COX-2 

в опухолевых клетках молочной железы (МЖ) челове-

ка ER(+)-линий MCF-7, BT-474, ZR-75-1 с различ-

ным метастатическим потенциалом. На основании 

анализа полученных данных мы предположили, что 

белки SMAD2 и SMAD4 являются негативными регу-

ляторами метастатического потенциала ER(+)-опухо-
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левых клеток и подавляют экспрессию гена COX-2, 

а SMAD7 стимулирует процессы опухолевого роста, 

инвазии, метастазирования РМЖ и является индукто-

ром экспрессии гена COX-2.

Материалы и методы
Методика работы с культурой клеток
Изучали ER(+)-линии клеток аденокарциномы 

(MCF-7, ZR-75-1) и инфильтрирующей (инвазивной) 

протоковой карциномы (BT-474) МЖ человека из кол-

лекции клеточных культур Института цитологии РАН. 

Культуры опухолевых клеток различались между собой 

по метастатической активности: линия MCF-7 – клет-

ки с низким потенциалом к метастазированию 

(НПМ), линии ZR-75-1 и BT-474 – с высоким потен-

циалом к метастазированию (ВПМ).

Условия культивирования. Все клеточные культуры 

культивировали при 37 °С и 5 % СО
2
. Клетки линии 

MCF-7 культивировали в среде DМЕМ с 10 % эмбри-

ональной телячьей сывороткой (ЭТС) и гентамицином 

(50 мкг/мл); ZR-75-1 – в RPMI-1640 с 10 % ЭТС, пе-

нициллином (100 ед/мл), стрептомицином (100 мкг/мл); 

BT-474 – в RPMI-1640 с 10 % ЭТС, пенициллином 

(100 ед/мл) и стрептомицином (100 мкг/мл) и бычьим 

инсулином (10 мкг/мл).

В работе использовали рекомбинантный челове-

ческий фактор некроза опухоли α (TNF-α) (R&D sys-

tems). Влияние TNF-α на продукцию эндогенного 

TGF-β1 опухолевыми клетками линии MCF-7 оце-

нивали через 72 ч после начала культивирования (48 ч 

с 10 % ЭТС + 24 ч без ЭТС), когда клетки контроля 

в среде с 10 % ЭТС достигали 80 % монослоя на 3-и 

сутки роста. Во всех случаях TNF-α добавляли в сре-

ду через 72 ч после начала культивирования, рабочая 

концентрация препарата TNF-α составила 10 нг/мл 

среды.

Получение лизатов клеток. Для анализа уровней 

протеинов методом ELISA клетки лизировали в 0,5 мл 

однократного фосфатного буфера с добавлением 5 мкл 

коктейля ингибиторов протеаз. Образцы лизатов хра-

нили при температуре –80 °С. Концентрации белка 

в пробах измеряли на спектрофотометре NanoDrop 

ND-1000 (Thermo Scientific) с помощью программы 

NanoDrop ND-1000 по методу Бредфорда.

Измерение концентрации уровня белков SMAD4, 
фосфорилированной формы SMAD2, SMAD7, TGF-β1 
методом иммуноферментного анализа (ELISA). В ис-

следовании использовали коммерческие киты ELISA 

kit SMAD4, ELISA kit SMAD7 (Life Science Ins.), ELISA 

kit human TGF-β1 (RnD Systems), SMAD2, SMAD2/

Phospho. Концентрацию белков SMAD4, SMAD2/

Phospho, SMAD7 анализировали на приборе ELISA 

Model 680XR Microplate reader (Bio-Rad).

Выделение РНК из клеток. РНК выделяли с помо-

щью коммерческого кита Perfect Pure RNA Cell and 

Tissue kit на 50 выделений (5PRIME). Для выделения 

РНК брали 1×106 клеток. Выделенные образцы храни-

ли при температуре –80 °С.

Определение концентрации РНК. Измерения кон-

центрации ДНК и РНК в пробах были проведены на 

спектрофотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo Scien-

tific) с помощью программы NanoDrop ND-1000. Для 

высокоочищенной РНК соотношение А
260

/А
280

 со-

ставляло 1,8–2,1.

Метод полимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени (RT-PCA). Обратную транскрипцию проводили 

по стандартному протоколу (Promega) с использова-

нием фермента Reverse Transcriptase (Promega). Экс-

прессию генов изучали с помощью метода RT-PCA 

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

анализа экспрессии генов методом RT-PCA COX-2, 

SMAD2, SMAD4, SMAD7» («ДНК-Синтез»).

В реакции амплификации использовали моди-

фицированный олигонуклеотид, который на 5´-кон-

це содержал флуоресцирующую группу (FAM), а на 

3´-конце – тушитель флуоресценции BQH1. Поли-

меразную цепную реакцию проводили по стандарт-

ному протоколу к набору («ДНК-Cинтез»). В каче-

стве внутреннего стандарта использовали ген 

GAPDH. Результаты анализировали с использовани-

ем программного обеспечения iQ5 Optical System 

Software (Bio-Rad). В серии опытов получена хоро-

шая воспроизводимость результатов, ошибка изме-

рения составила ~ 2 %.

Результаты
Уровень экспрессии белка TGF-β1 в лизатах кле-

ток линии ZR-75-1 составлял 0,747 нг/мл, что в 1,7 ра-

за выше, чем в лизатах культуры MCF-7, в которых 

концентрация TGF-β1 была 0,434 нг/мл (рис. 1).

При стимуляции в течение 24 ч TNF-α (10 нг/мл) 

клеток линии MCF-7 наблюдали увеличение концен-

Рис. 1. Концентрация TGF-β1 в лизатах клеток линий MCF-7 и ZR-75-1
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трации TGF-β1 в 1,7 раза в сравнении с контролем, 

а его уровень достигал 0,729 нг/мл (рис. 2).

Как видно из рис. 3–5, уровни экспрессии белков 

фосфорилированной формы SMAD2, SMAD4, SMAD7 

различались в лизатах линий MCF-7, BT-474, ZR-75-1. 

При сравнительной оценке уровень экспрессии фос-

форилированной формы белка SMAD2 был в 1,98 

и 1,74 раза выше (см. рис. 3) в лизатах клеток MCF-7 

по сравнению с ВТ-474 и ZR-75-1 соответственно.

В лизате клеток линии MCF-7 концентрация про-

теина SMAD4 составляла 0,459 нг/мл, ZR-75-1 – 0,517 

нг/мл, BT-474 – 0,852 нг/мл. Таким образом, концен-

трация белка SMAD4 в лизатах клеток культур MCF-7 

и ZR-75-1 была ниже, чем в BT-474, в 1,85 и 1,7 раза 

соответственно (см. рис. 4).

Концентрация белка SMAD7 в лизате клеток линии 

MCF-7 составляла 0,247 нг/мл, ZR-75-1 – 0,285 нг/мл, 

BT-474 – 0,733 нг/мл. Следовательно, такая же зависи-

мость, как и для белка SMAD4, наблюдалась и для кон-

центраций протеина SMAD7: в лизатах клеток BT-474 

уровень этого белка был выше в 3 и 2,6 раза по сравне-

нию с MCF-7 и ZR-75-1 соответственно (см. рис. 5).

Анализ экспрессии генов SMAD2, SMAD4, SMAD7, 

COX-2 проводили относительно гена GAPDH, уровень 

экспрессии которого был принят за 1. Экспрессия генов 

COX-2 и SMAD7 в клетках линий MCF-7 и ZR-75-1 не 

обнаружилась данным методом, в отличие от линии BT-

474 (рис. 6). На рис. 7 и 8 представлены относительные 

уровни экспрессии генов SMAD2 и SMAD4. Анализ по-

лученных результатов показал, что в клетках линии ВТ-

474 уровень экспрессии гена SMAD4 был в 12,5 и 3,125 

раза выше, чем в клетках линий MCF-7 и ZR-75-1 со-

ответственно. Уровень экспрессии гена SMAD2 в клет-

ках линии MCF-7 был в 5 раз выше, чем в клетках ли-

ний BT-474 и ZR-75-1. Сравнительный анализ 

экспрессии генов SMAD2 и SMAD4 выявил, что экспрес-

сия SMAD2 в клетках линии MCF-7 была в 9,4 раза вы-

ше, чем SMAD4 (см. рис. 7), тогда как для BT-474 (см. 

рис. 6) и ZR-75-1 (см. рис. 8) наблюдалась другая зави-

симость – уровень экспрессии SMAD4 был в 6,25 и 2 

раза соответственно выше, чем SMAD2, что коррелиро-

вало с данными, полученными в опытах ELISA.

Обсуждение
Недавние исследования показали, что TGF-β1/

SMAD-сигнальный каскад регулирует экспрессию ци-

клооксигеназы-2 (COX-2) в различных типах клеток 

[5, 6]. С ферментом СОХ-2 связывают воспаление 

и нео пластическую трансформацию высокодифферен-

цированных клеток МЖ. Повышенная экспрессия 

COX-2 наблюдается в опухолевой ткани и способствует 

развитию, росту и метастазированию РМЖ. Ингибито-

ры СОХ-2 высокоэффективны при использовании 

Рис. 2. Уровень белка TGF-β1 в лизатах клеток линии MCF-7, культи-

вированных с TNF-α (10 нг/мл), относительно контроля

Рис. 3. Оптическая плотность относительно фосфорилированной фор-

мы SMAD2 в лизатах клеток линий MCF-7, BT-474, ZR-75-1

Рис. 4. Концентрация SMAD4 в лизатах клеток линий MCF-7, BT-474, 

ZR-75-1
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в комбинированной химиотерапии многих опухолей, 

в частности РМЖ. Существуют различные пути пере-

дачи TGF-β1-сигнала в клетке, один из которых подав-

ляет экспрессию гена COX-2, а другой стимулирует. Мы 

предположили, что подавление экспрессии СOX-2 осу-

ществляется через TGF-β1/SMAD2/4-сигнальный кас-

кад, а активация СOX-2 – через TGF-β1/SMAD7. Эти 

2 сигнальных пути связаны и взаимно регулируются. 

Показано, что TGF-β1 может быть как супрессором 

опухолевого роста, так и прометастатическим фактором 

при смещении равновесия в системе TGF-β1/SMAD-

сигнальной регуляции в ту или иную сторону [7, 8]. 

TGF-β1 и СOX-2 вовлечены в регуляцию пролиферации 

клеток и контролируют процессы опухолевого роста, 

инвазии и метастазирования [9–14].

TGF-β1 является важным регулятором роста нор-

мальных эпителиальных клеток МЖ человека. Тем не 

менее, данные о влиянии TGF-β1 на развитие и про-

грессирование РМЖ противоречивы. Рост многих 

опухолевых линий РМЖ подавляется TGF-β1 [15, 16] 

в связи с торможением деления клеток и индукцией 

апоптоза. Гипотеза о влиянии TGF-β1 на клетки РМЖ 

как опухолевого супрессора согласуется с эксперимен-

тальными данными, полученными при воздействии 

TGF-β1 на дифференцированные опухолевые клетки 

МЖ человека [17, 18]. Обнаружена способность неко-

торых опухолевых клеток продуцировать собственный 

TGF-β1, что и было показано нами в представленной 

работе. Уровень эндогенного TGF-β1 в клетках линии 

ZR-75-1 был в 1,7 раза выше, чем в клетках линии 

MCF-7 (см. рис. 1).

По нашим данным, TNF-α увеличивает продук-

цию эндогенного TGF-β1 опухолевыми клетками 

РМЖ линии MCF-7 (см. рис. 2): в стимулированных 

TNF-α клетках линии MCF-7 уровень эндогенного 

TGF-β1 возрастал в 1,7 раза в сравнении с контролем. 

Таким образом, TNF-α стимулирует образование клет-

ками опухоли эндогенного TGF-β1 и одновременно 

является индуктором COX-2. В работе показано, что 

уровень экспрессии TGF-β1 коррелирует с потенциа-

лом опухолевых клеток МЖ к метастазированию. 

Гиперэкспрессия эндогенного TGF-β1 клетками ли-

нии ZR-75-1, обладающими повышенной метастати-

ческой активностью, подтверждает гипотезу о том, что 

опухолевые клетки на более поздних стадиях РМЖ 

могут трансформироваться и приобретать чувствитель-

ность к прометастатическому эффекту TGF-β1 [19, 20].

Следует отметить, что уровни белков SMAD2 

и SMAD4 коррелируют с экспрессией мРНК SMAD2 

и SMAD4 в ER(+)-клетках РМЖ. По данным ряда авто-

ров, гены SMAD2 и SMAD4 являются негативными регу-

ляторами экспрессии некоторых онкогенов: p38, MAPK, 

ERK, PI3K, JNK, Rho и подавляют экспрессию гена COX-2 

[21, 22]. На основании полученных нами результатов 

можно предположить, что SMAD4 связан с регуляцией 

метастатической активности опухолевых клеток, 

а SMAD2 является супрессором опухолевого роста.

Белки SMAD являются основными преобразовате-

лями сигналов TGF-β1. TGF-β1 связывается с гомоди-

мером рецептора TGF-β II типа (TGF-βRII), который 

активизирует гомодимеры рецептора TGF-β I типа 

(TGF-βRI). Активированный TGF-βRI фосфорилирует 

SMAD2 [23, 24], который активирует SMAD4. Эти ак-

тивные гетерокомплексы находятся в клеточном ядре, 

где они связываются с ДНК и регулируют экспрессию 

TGF-β1-зависимых генов [25]. TGF-β1-сигнализация 

изменяется в различных типах опухолей, отсутствие 

экспрессии TGF-βRII достоверно коррелирует с луч-

шим прогнозом у ER(–)-больных РМЖ [26], однако 

очень мало известно о влиянии TGF-β1-сигнального 

пути на прогноз при различных типах РМЖ. Делеция 

или мутация гена SMAD4 (также известная как DPC4, 

Рис. 5. Концентрация SMAD7 в лизатах клеток линий MCF-7, BT-474, 

ZR-75-1

Рис. 6. Анализ уровня экспрессии генов SMAD2, SMAD4, COX-2, SMAD7 

в клетках линии BT-474
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делеция при раке поджелудочной железы (РПЖ)) об-

наружена в различных типах эпителиальных опухолей, 

в том числе РПЖ [27, 28], раке пищевода [29], колорек-

тальном раке [30], почечно-клеточном раке [31], а так-

же РМЖ [32–34]. Тем не менее, мало данных о роли 

SMAD4 в регуляции экспрессии COX-2 или его прогно-

стическом значении при РМЖ.

Ряд авторов указывают, что гены SMAD2, SMAD4, 

белки SMAD4, SMAD2, фосфорилированный SMAD2 

являются негативными регуляторами метастатической 

активности неопластических клеток [35, 36]. Гены SMAD2 

и SMAD4 экспрессированы в ER(+)-опухолях МЖ чело-

века, что служит благоприятным прогностическим фак-

тором для больных [35]. Из литературных источников 

известно, что в ER(–)-клетках РМЖ гены SMAD2 

и SMAD4 неактивны и это является негативным прогно-

стическим фактором при метастазировании РМЖ [36].

Экспериментальные исследования [37] показали вы-

сокий уровень активности белка SMAD4 в ER(+)-клет-

ках и слабую его экспрессию в ER(–)-клетках. Низкий 

уровень экспрессии SMAD4 коррелирует с высоким по-

тенциалом опухолевых клеток к метастазированию и ин-

вазивностью ER(–)-линий РМЖ человека. Также 

в ER(–)-линиях РМЖ обнаружена высокая активность 

СOX-2 по сравнению с ER(+)-линиями, в которых фер-

мент СOX-2 неактивен [38]. Гены COX-2 и SMAD7 гипер-

экспрессированы в ER(–)-линиях и неактивны в ER(+)-

линиях РМЖ MCF-7, ZR-75-1, BT-474 [39]. Эти данные 

согласуются с полученными нами результатами: в ER(+)-

клетках линий MCF-7 и ZR-75-1 экспрессия генов СOX-2 

и SMAD7 практически не определялась. Для высокоин-

вазивной линии BT-474 наблюдалась обратная 

зависимость – в клетках данной линии уровень экспрес-

сии SMAD2 был в 5 раз ниже, чем в клетках линии MCF-

7, и в отличие от линий MCF-7 и ZR-75-1 определялась 

экспрессия генов SMAD7 и СOX-2.

По данным ряда авторов, гены SMAD2 и SMAD4 яв-

ляются супрессорами гена COX-2 [40]. В нашем исследо-

вании эти результаты подтвердились (см. рис. 6–8). В ли-

нии опухолевых клеток ZR-75-1 экспрессировалась 

мРНК генов SMAD2 и SMAD4 (см. рис. 8), тогда как 

мРНК COX-2 и SMAD7 не определялась. Таким образом, 

уровень экспрессии мРНК SMAD2 и SMAD4 обратно кор-

релирует с экспрессией мРНК COX-2, что доказывает 

наличие возможной взаимной регуляции генов. 

Очевидно, что один из механизмов антиметастатической 

активности генов SMAD2 и SMAD4 связан с подавлением 

ряда промета статических генов, в том числе и COX-2; 

следствие этого – прекращение выработки PGE
2
, 

важнейшего регулятора опухолевой инвазии, прогрессии 

и метастазирования.

Известно, что белки SMAD2 и SMAD4, индуцируе-

мые TGF-β1, в ряде случаев подавляют метастатическую 

активность клеток опухоли [41]. Уровень фосфорилиро-

ванной формы SMAD2 был максимальным в клетках 

линии MCF-7 с НПМ в сравнении с клетками линий 

BT-474 и ZR-75-1 с ВПМ. Белок SMAD2 и его 

фосфорилированная форма подавляют выработку фер-

мента СOX-2. Анализ экспрессии генов SMAD2 и SMAD4 

показал, что она ярко выражена в ER(+)-культурах 

MCF-7, ZR-75-1, BT-474, это объясняет отсутствие ак-

тивности генов SMAD7 и COX-2.

Полученные нами результаты и данные литерату-

ры позволяют заключить, что гиперэкспрессия гена 

SMAD2 в ER(+)-клетках линии MCF-7 и слабая его 

активность в ER(–)-клетках (по данным литературы) 

обратно коррелируют с повышенной метастатической 

активностью и инвазивностью ER(–)-опухолей и экс-

прессией SMAD7 и COX-2. Анализ белка SMAD4 пока-

зал, что его экспрессия ярко выражена в ER(+)-клет-

ках линий ZR-75-1 и BT-474 с ВПМ. Таким образом, 

белок SMAD4, возможно, связан с регуляцией опухо-

левой прогрессии и метастазирования, а нарушение 

работы и мутации гена SMAD4 в ряде случаев могут 

быть связаны с возникновением и развитием РМЖ. 

Рис. 7. Анализ уровня экспрессии генов SMAD2 и SMAD4 в клетках 

линии MCF-7

Рис. 8. Анализ уровня экспрессии генов SMAD2 и SMAD4 в клетках ли-

нии ZR-75-1
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По данным литературы, белки SMAD2 и SMAD4 по-

давляют экспрессию фермента COX-2, что объясняет 

отсутствие экспрессии этого фермента в исследуемых 

линиях клеток.

Известно, что в некоторых случаях TGF-β1/SMAD-

сигнальный каскад способен трансформироваться из 

опухолевого супрессора в индуктор неопластической 

трансформации, инвазии, прогрессии и метастазиро-

вания РМЖ. Протеин SMAD7 связан с регуляцией 

TGF-β1-сигнального пути и эпителиально-мезенхи-

мальным переходом опухолевых клеток [42]. Белок 

SMAD7 – регулятор прогрессии, инвазии и метастази-

рования РМЖ [43], ассоциированный с негативным 

прогнозом у больных РМЖ и рассматриваемый рядом 

авторов в качестве потенциального маркера [44]. Белок 

SMAD7, тормозящий SMAD-сигнальный путь, высту-

пает в качестве ключевого регулятора формирования 

обратной связи в механизмах TGF-β1-сигнального пу-

ти. Протеин SMAD7, индуцируемый TGF-β1-сигналом, 

является антагонистом и супрессором белков SMAD2 

и SMAD4. Белок SMAD7 блокирует апоптоз опухоле-

вых клеток [45], тормозит деятельность протеинов 

SMAD2 и SMAD4, тем самым индуцируя рост опухоли, 

ангиогенез и метастазирование в кости РМЖ. Анализ 

содержания белка SMAD7 в клетках показал его повы-

шенную экспрессию в линии BT-474, обладающей бо-

лее высоким метастатическим потенциалом в сравне-

нии с низкометастатической линией MCF-7, в которой 

уровень этого протеина был ниже в 3 раза. Также в клет-

ках линии BT-474, в отличие от MCF-7 и ZR-75-1, 

определялась экспрессия генов COX-2 и SMAD7. Это 

подтверждает гипотезу, что SMAD7 стимулирует экс-

прессию COX-2. Таким образом, белок SMAD7 стиму-

лирует опухолевый рост и метастазирование, индуци-

рует COX-2, ассоциирован с негативным прогнозом 

у больных и рассматривается нами в качестве потенци-

ального маркера РМЖ. Протеин SMAD7 в будущем 

может быть эффективной мишенью для новых таргет-

ных препаратов в терапии РМЖ [46].

Заключение
Нарушение  регуляции TGF-β1/SMAD-

сигнального пути связано с неопластической транс-

формацией, метастазированием и прогрессией РМЖ. 

Обнаружена корреляция уровня эндогенного TGF-β1 

с потенциалом опухолевых клеток к метастазирова-

нию. Белки SMAD2 и SMAD4 являются негативными 

регуляторами экспрессии COX-2 в ER(+)-клетках 

РМЖ, SMAD7 стимулирует СOX-2 и запускает про-

цессы опухолевого роста, инвазии и метастазирова-

ния. Фосфорилированная форма белка SMAD2 явля-

ется супрессором опухолевого роста. Нарушение 

регуляции генов SMAD2 и SMAD4 связано с развитием 

РМЖ, и в ряде случаев гиперэкспрессия SMAD4 при-

водит к индукции метастатической активности опухо-

левых клеток. Белки SMAD2, SMAD4 и SMAD7 мож-

но рассматривать в качестве новых потенциальных 

мишеней для таргетной терапии РМЖ.
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