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Оценивали роль карбонилирования белков в молекулярных механизмах регуляции пролиферации опухолевых 
клеток линии МСF-7 при действии росковитина – селектиного ингибитора циклинзависимых киназ. 
Росковитин приводил к снижению редокс-потенциала системы глутатиона, увеличению карбонильных 
производных белков и способствовал остановке клеточного цикла в G0/G1 и G2/М фазах за счет взаимодействия 
с циклин-зависимыми киназами, а также мог способствовать карбонилированию ферентов.
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Tumor progression is accompanied by dysregulation of cell proliferation and apoptosis, which plays an essential role 
in breast cancer pathogenesis and cell resistance to chemotherapy. The role of protein carbonylation in molecular 
mechanisms of regulating MCF-7 breast cancer cell proliferation under the effect of roscovitine, a selective inhibitor 
of cyclin-dependent kinases, was evaluated. The cells were grown in adherent cell culture with or without roscovitine. 
The levels of reduced/oxidized glutathione and the concentration of protein carbonyl derivatives were determined by 
spectrophotometry. The cell cycle was evaluated by the flow cytometry; the same technique was used to measure the 
reactive oxygen species (ROS) concentration. Cell culture with roscovitine resulted in a decrease in the redox potential 
of the glutathione system and a rise in the ROS and protein carbonyl derivative concentrations. Roscovitine contributed 
to the G0/G1 and G2/М phase arrest due to its interaction with ATP-binding sites of cyclin-dependent kinases. Roscovitine 
could also promote enzyme carbonylation. The obtained results can be further used for development of personalized 
approaches to breast cancer therapy.
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В настоящее время исследования в области мо-
лекулярно-клеточных взаимодействий позволяют 
выявить фундаментальные механизмы развития 
различных патологических состояний. Актуальность 
данного исследования обоснована тем, что опухоле-
вая прогрессия сопровождается дизрегуляцией про-
лиферации и апоптоза на фоне развития окислитель-
ного стресса, выражающегося в дисбалансе процессов 
образования и утилизации активных форм кислорода, 
изменении состояния антиоксидантной системы 
защиты и активации окислительной модификации 
макромолекул, что играет важную роль в патогенезе 
злокачественных новообразований молочной железы 
и их устойчивости к химиотерапии. Оценка вклада 
окислительно модифицированных форм белков в 
регуляцию пролиферации опухолевых клеток пред-
ставляется весьма перспективным направлением 
поиска молекулярных мишеней социально значимых 
заболеваний, в том числе злокачественных новооб-
разований молочной железы, являющихся ведущими 
в структуре онкологической заболеваемости у жен-
щин. Цель работы: оценить роль карбонилирования 
белков в молекулярных механизмах регуляции проли-

ферации клеток аденокарциномы молочной железы 
линии МСF-7 при действии селективного ингибитора 
циклин-зависимых киназ – росковитина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования были выполнены с использовани-
ем опухолевой клеточной линии МСF-7 (аденокар-
цинома молочной железы человека), полученной из 
Российской коллекции клеточных культур Института 
цитологии РАН (г. Санкт-Петербург). Опухолевые 
клетки линии МСF-7 культивировали адгезионным 
методом в полной питательной среде. Жизнеспособ-
ность клеток оценивали микроскопическим методом 
с трипановым синим (Serva, США). Клетки линии 
МСF-7 инкубировали в отсутствии или присутствии 
селективного ингибитора циклин-зависимых киназ 
– росковитина (ROSC, «Sigma Aldrich», США) – в ко-
нечной концентрации 20 мкМ [7] в течение 18 ч при 
37 °C и 5%-м CO2.

Интенсивность необратимой окислительной 
модификации протеинов в клетках линии МСF-7 
определяли по содержанию карбонильных произ-
водных белков методом, основанным на реакции 
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взаимодействия окисленных аминокислотных остат-
ков с 2,4-динитрофенилгидразином с образованием 
2,4-динитрофенилгидразонов, которые регистри-
ровали спектрофотометрически [1]. Содержание 
восстановленного (GSH) и окисленного (GSSG) глу-
татиона в клетках линии МСF-7 оценивали методом, 
предложенным М. Андерсон (1985) в модификации 
И. Рахмана с соавт. (2006) [6]. В результатах иссле-
дования приводили только величину отношения 
GSH/GSSG, поскольку она отражает редокс-статус 
клетки. Содержание активных форм кислорода (АФК) 
определяли методом проточной цитофлуориметрии 
на проточном лазерном цитометре «FaCSCanto II» 
(Becton Dickinson, США). Оценку распределения 
клеток линии МСF-7 по фазам клеточного цикла 
проводили методом проточной цитофлуориметрии 
по протоколу Cycle Test Plus (Becton Dickinson, США). 
Статистическую обработку полученных результатов 
проводили при помощи программы SPSS 11.0. Провер-
ка на соответствие выборок нормальному закону рас-
пределения проводилась критерием Шапиро – Вилка. 
В связи с отсутствием согласия данных с нормальным 
распределением на уровне значимости p < 0,01 и 
р < 0,05 вычисляли средневыборочные характеристи-
ки: медиана (Ме), первый и третий квартили (Q1–Q3). 
Статистическую значимость различий независимых 
выборок оценивали с помощью непараметрического 
критерия Манна – Уитни для малых групп.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Культивирование клеток линии MCF-7 в при-
сутствии ROSС вызывало развитие окислительного 
стресса, сопровождающегося увеличением внутри-
клеточной продукции АФК в 1,6 раза (р < 0,01) и 
снижением величины отношения GSH/GSSG в 2,1 раза 
(р < 0,01), по сравнению с интактной культурой 
(табл. 1). 

В клетках аденокарциномы молочной железы при 
действии ROSС нами выявлено повышение уровня 
окислительно модифицированных белков. При этом 

альдегидфенилгидразоны, регистрируемые при 
длине волны 274 нм, являются ранними маркерами 
окислительного повреждения протеинов, кетонди-
нитрофенилгидразоны, регистрируемые при 363 нм 
– маркерами поздней деструкции белков. На фоне 
развития окислительного стресса при действии ROSС 
в клетках линии MCF-7 нами выявлено увеличение 
(р < 0,01) уровня карбонильных производных белков в 
условиях спонтанного и катализируемого металлами с 
переменной валентностью окисления протеинов при 
длинах волн 274 нм и 363 нм, по сравнению с уровнем 
окислительной модификации белков в интактной 
культуре (табл. 1). Полученные результаты пока-
зывают, что белки выступают в роли эффективных 
ловушек генерируемых активных форм кислорода. 
Окислительная модификация белковых молекул с 
образованием карбонильных производных – необра-
тимый процесс, репарации могут подвергаться лишь 
окисленные тиоловые группы протеинов. Белки, под-
вергшиеся карбонилированию, образуют агрегаты, а 
также фрагментируются. Продукты свободноради-
кального окисления белков способны потенцировать 
окислительные повреждения других макромолекул, 
в частности ДНК [3, 4, 8]. Окислительная модифика-
ция белков также приводит к снижению активности 
ферментов в цепи переносчиков электронов, АТФ-
синтазы, нарушает избирательность транспортных 
белков и тем самым потенцирует наработку АФК [2, 5].

Росковитин, действуя на клетки аденокарциномы 
молочной железы, способствовал снижению прогрес-
сии фаз клеточного цикла. Мы установили уменьше-
ние числа клеток линии MCF-7 в 1,4 раза (р < 0,01) 
в G0/G1 фазах и в 2,5 раза (р < 0,01) – в G2/М фазах, 
по сравнению с соответствующими показателями в 
интактной культуре (табл. 1). Остановка клеточного 
цикла в G0/G1 и G2/М фазах реализовывалась за счет 
способности ROSС по конкурентному механизму вза-
имодействовать с АТФ-связывающими участками ци-
клин-зависимых киназ (cdc2/циклин B, cdk2/циклин 
A, cdk2/циклин E, cdk5/p35), контролирующих пере-

Таблица 1
Изменение пролиферации клеток линии MCF-7, редокс-статуса, окислительной модификации белков и 

концентрации активных форм кислорода при действии селективного ингибитора циклин-зависимых киназ 
росковитина (ROSK), Ме (Q

1
–Q

3
)

Показатели 
Группы 

Интактные MCF-7 MCF-7 + ROSС 

Активные формы кислорода, условные единицы 0,81 (0,80–0,83) 1,27 (1,26–1,28)* 

Величина отношения GSH/GSSG 9,71 (9,55–9,73) 4,69 (4,67–5,54)* 

Количество клеток в G0/G1 фазе, % 56,37 (55,89–56,57) 41,70 (40,86–42,91)* 

Количество клеток в G2/М фазе, % 7,92 (5,82–10,11) 20,11 (18,90–20,58)* 

Количество клеток в S фазе, % 36,40 (34,43–37,67) 39,03 (37,51–39,33) 

Карбонильные 
производные белков, 
условные единицы/мг 
белка 

Спонтанная окислительная 
модификация белков 

λ = 274 нм 4,52 (3,26–7,34) 11,36 (10,98–12,00)* 

λ = 363 нм 5,48 (5,01–6,28) 8,81 (8,70–9,37)* 

Металл–катализируемая 
окислительная модификация 
белков 

λ = 274 нм 16,34 (15,27–19,38) 23,77 (21,28–26,13)* 

λ = 363 нм 20,22 (20,09–20,84) 28,00 (27,32–28,95)* 
 

Примечание. * – различия статистически значимы, по сравнению с интактными клетками MCF-7, при р < 0,01.
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ход клеток по фазам цикла [7]. Кроме того, конфор-
мационные изменения различных белковых молекул 
(в том числе циклинзависимых киназ), вызванные 
карбонилированием, при действии ингибитора могли 
привести к нарушению выполняемых ими функций, 
что привело к остановке пролиферации клеток линии 
MCF-7. Таким образом, полученные результаты могут 
использоваться в дальнейшем для разработки персо-
нифицированных подходов терапии злокачественных 
новообразований молочной железы.
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