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Рак молочной железы (РМЖ) – одна из са-
мых актуальных проблем современной онколо-
гии. В большинстве экономически развитых стран 
РМЖ занимает первое место в структуре онколо-
гической заболеваемости и смертности женско-
го населения и является одной из главных при-
чиной смерти среди женщин среднего возраста 
(40‒55 лет). В настоящее время каждый год во всем 
мире РМЖ заболевает более 2 млн женщин, поч-
ти треть из них ежегодно погибает. Заболеваемость 

РМЖ варьирует в разных частях мира, достигая 
максимума в странах Западной Европы, в Север-
ной Америке и Австралии/Новой Зеландии (макси-
мальные показатели). За последние 10 лет, с 2008 
по 2018 гг., прирост заболеваемости РМЖ в мире 
составил 51%, а прирост смертности – 37% [1].

В России РМЖ также занимает первое мес-
то в структуре онкологической заболеваемости 
(21,1%) и смертности (16,4%) среди женщин. 
Ежегодно в нашей стране более 60 тыс. женщин 
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Проведено исследования влияния индол-3-карбинола на пролиферацию и миграцию клеток рака 
молочной железы (РМЖ) MDA-MB-231 и клеток модели здоровой ткани молочной железы  MCF-10A.  
В результате показано, что индол-3-карбинол достоверно снижает пролиферацию и миграцию 
клеток линии MDA-MB-231 и не оказывает существенного влияния на клетки линии MCF-10A. 
Инкубация опухолевых клеток линии MDA-MB-231 в присутствии 100 мкМ  индол-3-карбинола в 
течение 48 ч приводила к выраженному снижению экспрессии генов Wnt-каскада: ССND1 на 28%, 
SP1 на 44%, CDK6 на 47%, ‒ а также гена EGFR на 64% и гена FASN на 22%. При инкубации в 
тех же условиях условно здоровых клеток молочной железы линии MCF-10A заметное снижение 
экспрессии наблюдалось только для двух генов: EGFR на 16% и CDK6 на 9%. Помимо этого,  индол-
3-карбинол обладает селективной ДНК-деметилирующей активностью в опухолевых клетках 
молочной железы и обращает процесс аномального метилирования и функциональной блокады 
противоопухолевого гена WIF1. Полученные данные свидетельствуют о том, что лекарственные 
препараты, содержащие индол-3-карбинол в качестве активного компонента, могут рассматриваться 
как потенциальные регуляторы эпигенетических процессов в комплексной терапии РМЖ и других 
онкологических заболеваний.
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с диагнозом РМЖ ставят на диспансерный учет 
и около 600 тыс. пациенток продолжают наблю-
дение у врачей-онкологов. Средний стандартизи-
рованный показатель заболеваемости РМЖ в Рос-
сии увеличился за 10 лет (2007‒2017 гг.) на 22%: с 
42,7 до 52,0% на 100 тыс. женщин [1].

Известно не менее 80 факторов, повышаю-
щих риск развития РМЖ. Их объединяют в сле-
дующие группы: половые, возрастные и консти-
туциональные факторы, генетические факторы, 
репродуктивные факторы, гормональные и об-
менные факторы, факторы внешней среды и обра-
за жизни [2]. Недавно в этот перечень была добав-
лена повышенная маммографическая плотность. 
 Тенденция увеличения заболеваемости РМЖ свя-
зана также с расширением масштабов скрининга 
по данному заболеванию. 

Не умаляя значимости всех известных факто-
ров риска РМЖ, с точки зрения патогенетической 
онкопрофилактики важнейшим из них следует 
признать наличие доброкачественных и предра-
ковых заболеваний молочной железы, особенно 
среди женщин, входящих в группы риска по дан-
ному заболеванию [2–5]. Накоплено много экспе-
риментальных и клинических данных, свидетель-
ствующих о том, что РМЖ, как и большинству 
других видов злокачественных опухолей, пред-
шествует предраковое состояние, путь к которо-
му начинается задолго до клинической манифе-
стации онкозаболевания. Данное состояние часто 
сопровождается определенной симптоматикой и 
отклоняющимися от нормы объективными диа-
гностическими показателями еще на стадии до-
брокачественных процессов в молочной железе. 
Эти патологические изменения в ткани молочной 
железы возникают на молекулярно-генетическом 
и клеточном уровне и не могут быть обнаружены 
с помощью доступных сегодня методов лабора-
торной и инструментальной диагностики.

Общепризнано, что одними из самых ранних 
проявлений аномальных молекулярных измене-
ний являются потенциально обратимые эпиге-
нетические модификации, влияющие на уровень 
экспрессии генов, но не затрагивающие (в отличие 
от генетических мутаций) первичную структуру 
ДНК. Самым изученным и наиболее распростра-
ненным механизмом эпигенетической регуляции 
является метилирование ДНК. ДНК-метилирова-
ние происходит под действием фермента ДНК-ме-
тилтрансферазы (точнее, семейства этих фермен-
тов) по остатку цитозина в строго определенных 
участках гена – динуклеотидных CpG-остров-
ках, значительная часть которых сосредоточена 
в его регуляторной промоторной области. Имен-
но в зоне промотора гена происходит связыва-

ние транскрипционных комплексов и инициация 
процесса считывания генетической информации. 
Метилирование промоторной области приводит 
к функциональной блокаде гена – «эпигенетиче-
скому сайленсингу». При канцерогенезе в резуль-
тате метилирования промоторов генов, подавляю-
щих процессы патологического клеточного роста 
и опухолевой прогрессии, наблюдается ингибиро-
вание экспрессии кодируемых ими белков и, как 
следствие, снижается общий уровень противоо-
пухолевой защиты организма.

Доказана глобальная роль аномального 
ДНК-метилирования в маммарном канцерогене-
зе [6, 7]. В последние годы появляется все боль-
ше доказательств того, что эпигенетические нару-
шения, протекающие при развитии и прогрессии 
РМЖ, начинают проявляться задолго до манифе-
стации его клинических признаков ‒ на стадии 
предрака, а также на стадии доброкачественных 
заболеваний молочной железы (стадии так назы-
ваемого «биохимического рака») [8, 9].

В число ассоциированных с онкогенезом ге-
нов-мишеней, подвергающихся аномальному 
промоторному гиперметилированию в эпителии 
молочной железы [10], входит важнейший опу-
холь-супрессорный ген BRCA1 [11–16].

Сравнение профилей ДНК-метилирования в 
опухолевых клетках и клетках доброкачествен-
ных образований молочной железы выявило раз-
личия в уровне гиперметилирования более чем 
100 генов, участвующих в регуляции ключевых 
протуморогенных процессов. Это гены-регулято-
ры клеточного цикла (CCND2, CDKN2A), репара-
ции ДНК (BRCA1), детоксикации (GSTP1), апоп-
тоза (BCL2, DAPK), инвазии и метастазировании 
(RASSF1A, RARβ, TWIST, HIN1), регуляции транс-
крипции (HOXA5), клеточной адгезии (CDH1) 
и гормонально-опосредованных клеточных сиг-
нальных путей (ERα, ERβ, THRβ) [7].

Важно отметить, что морфологически нераз-
личимые нормальные клетки могут иметь раз-
личный эпигенетический портрет. Накапливаю-
щиеся эпигенетические нарушения формируют 
аномальный клеточный фенотип и могут являть-
ся драйверами опухолеобразования [8, 17]. В ходе 
сравнительного исследования уровня ДНК-мети-
лирования в морфологически нормальных клет-
ках молочной железы пациенток с РМЖ и здоро-
вых женщин Teschendorff и др. [18] обнаружили 
в составе ДНК несколько кластеров, содержащих 
аномальные эпигенетические изменения, которые 
коррелировали с риском развития РМЖ.  Авторы 
пришли к выводу о том, что эпигенетическое 
перепрограммирование клеток морфологиче-
ски нормальной маммарной ткани,  прилежащей  
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к опухоли, приводящее к снижению уровня кле-
точной дифференцировки, предшествует канце-
рогенезу молочной железы. Кроме того, в анали-
зе in silico было выявлено, что аномальное мети-
лирование происходит преимущественно в генах, 
контролирующих сигнальный Wnt-каскад.

Напомним, что в норме Wnt-каскад регули-
рует процессы клеточной пролиферации, диф-
ференцировки, выживаемости и миграции, ко-
торые являются основополагающими в фазе эм-
брионального развития, а также при поддержании 
тканевого гомеостаза во взрослом организме. При 
патологии Wnt-каскад играет ключевую роль в ре-
ализации пролиферативного потенциала и канце-
рогенной активности опухолевых стволовых (или 
опухоль-инициирующих) клеток [19]. Соглас-
но современным представлениям, активация ми-
норной популяции опухолевых стволовых клеток 
(ОСК), устойчивых к стандартной химио- и ради-
отерапии, является главной причиной рецидивов 
онкологических заболеваний и формирования ме-
тастазов, а также развития опухолевой резистент-
ности [20]. Доказано, что Wnt-каскад является 
важнейшим онкогенным сигнальным механиз-
мом, активированным при различных видах рака. 
Ключевая роль аберрантного Wnt-каскада в кан-
церогенезе показана для злокачественных опу-
холей различного происхождения [21‒24], в том 
числе для РМЖ [25], поэтому компоненты этого 
сигнального каскада рассматриваются как новые 
перспективные лекарственные мишени в таргет-
ной противоопухолевой терапии [26]

В основе канонического варианта Wnt-сиг-
нального каскада лежит стабилизация эффекторно-
го цитоплазматического белка β-катенина. В отсут-
ствие внешнего сигнала β-катенин связан и фосфо-
рилируется особым мультибелковым комплексом, 
содержащим опухоль-супрессорный белок АРС 
(Adenomatous Polyposis Coli), проапоптотический 
белок Axin, а также протеинкиназу GSK3β и казе-
инкиназу CК1α. Связывание Wnt-белков с соответ-
ствующими рецепторами приводит к ингибирова-
нию киназ GSK3β и СК1α и разрушению белково-
го комплекса (β-катенин-APC-Axin-GSK3β-CК1α). 
В результате нефосфорилированный β-катенин 
транслоцируется в ядро, где связывается с факто-
рами транскрипции, принадлежащими семейству 
Tcf/Lef, а также группой белков-кофакторов (CBP, 
p300, TNIK, Bcl9, Pygopus homolog 1) и в итоге ин-
дуцирует экспрессию генов, кодирующих белки 
c-myc, циклин D, и сурвивин, опосредующих про-
цессы пролиферации, дифференцировки и метас-
тазирования трансформированных клеток [27–29]

На данный момент в базе данных клинических 
испытаний clinicaltrials.gov имеется информация 

о 36 текущих исследованиях, в которых изучается 
эффективность ингибиторов Wnt-каскада. Разра-
батываемые противоопухолевые препараты – ин-
гибиторы Wnt-пути ‒ действуют на различные 
его компоненты: ингибируют синтез белков Wnt-
семейства, препятствуют связыванию с рецепто-
рами и корецепторами белков Wnt или подавляют 
связывание других белков, участников данного 
каскада, с их рецепторами. Действие некоторых 
из изучаемых фармацевтических агентов направ-
лено на блокаду деградирующего мультибелково-
го комплекса, транслокацию β-катенина в ядро и 
его связывание с транскрипционными факторами. 

Наименее токсичными из ингибиторов Wnt-
каскада считаются препараты, ингибирующие 
синтез Wnt-белков. Они блокируют начальные 
этапы Wnt-каскада, не затрагивая молекулярные 
мишени, участвующие в других сигнальных про-
цессах. Таким действием обладает, например, ин-
гибитор белка поркупина – ETC-159, который на-
ходится в I фазе клинических испытаний на боль-
ных с генерализованными формами опухолей 
различного происхождения (NCT02521844) [30]. 
К основным недостаткам таких агентов относит-
ся их низкая селективность (поркупин действу-
ет на все белки семейства Wnt, в том числе и на 
те, которые не проявляют онкогенных свойств), а 
также невозможность терапевтического воздей-
ствия на опухолевые клетки, содержащие мутант-
ные гены белков Wnt-каскада. 

Другой изучаемый препарат – ингибитор 
Wnt-каскада ‒ артесунат. Это органическое со-
единение, обладающее также противомалярий-
ной активностью, предотвращает транслока-
цию β-катенина в ядро [31]. Препарат находит-
ся на II фазе клинических испытаний в рамках 
неоадъювантной терапии колоректального рака 
(NCT02633098). 

Действие некоторых потенциальных противо-
опухолевых агентов – ингибиторов Wnt-каскада 
направлено на стабилизацию белка аксина через 
ингибирование фермента танкиразы, который в 
норме обеспечивает его деградацию в протеасо-
мах. Показано, что ингибирование танкиразы со-
провождается стабилизацией деградирующего 
комплекса и деградацией β-катенина. Некоторые 
такие молекулы в доклинических моделях вызы-
вали остановку развития опухоли [32, 33]. Однако 
ни один из ингибиторов танкиразы в настоящее 
время не находится на стадии клинических испы-
таний из-за их высокой токсичности для желудоч-
но-кишечного тракта (ЖКТ). Их токсический ме-
ханизм заключается в нарушении пролиферации 
стволовых клеток кишечника, что приводит к вос-
палению и некрозу тканей [34].
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Новым перспективным классом таргетных 
противоопухолевых препаратов считают соедине-
ния, обладающие эпигенетической активностью. 
Как мы отмечали выше, аномальные эпигенети-
ческие модификации, опосредующие опухоле-
вую трансформацию и малигнизацию, обратимы. 
 Обратимость аномальных эпигенетических моди-
фикаций привлекает внимание к ферментам, ее 
опосредующим, как к лекарственным мишеням 
при разработке таргетных эпигенетических пре-
паратов. Ключевой мишенью считается фермент 
ДНК-метилирования ‒ ДНК-метилтрансфераза. 
Некоторые из ингибиторов ДНК-метилтрансфераз 
уже одобрены Административным управлением 
США по контролю качества пищевых продуктов 
и лекарственных препаратов (FDA) для клиниче-
ского применения при лечении опухолевых забо-
леваний ‒ например, 5-аза-2`-дезоксицитидин.

Низкомолекулярные ингибиторы ДНК-метил-
трансфераз подразделяются на два класса: нукле-
озидные и ненуклеозидные аналоги. К нуклеозид-
ным препаратам относятся 5-азацитидин (FDA), 
децитабин (FDA), zebularine, SGI-110, CP-4200. 
Для них характерна высокая токсичность и низ-
кая специфичность. Менее токсичные ненукле-
озидные препараты делятся на синтетические и 
природные. К синтетическим деметилирующим 
агентам относятся гидралазин, дисульфирам, 
RG108, прокаин, прокаинамид, IM25, а к самым 
безопасным природным ингибиторам ДНК-мети-
лирования причисляют эпигаллокатехин-3-галлат 
(ЭГКГ), куркумин, генистеин, ресвератрол, эквол, 
партенолид [35]. Деметилирующая активность 
выявлена у соединений ‒ производных индола: 
индол-3-карбинола (И3К) и его физиологического 
метаболита дииндолилметана (ДИМ)

И3К и ДИМ известны как вещества с доказан-
ной множественной противоопухолевой активно-
стью [36, 37]. Они нормализуют эстрогенный ба-
ланс в организме, подавляют гормонзависимую и 
гормоннезависимую пролиферацию опухолевых 
клеток, стимулируют их избирательный апоптоз, 
ингибируют опухолевый неоангиогенез, воспале-
ние, клеточную миграцию, инвазию и метастази-
рование. Кроме того, эти вещества ингибируют 
активность опухолевых стволовых клеток, а так-
же обладают эпигенетической противоопухоле-
вой активностью, в частности способностью об-
ращать аномальное ДНК-метилирование генов 
противоопухолевой защиты [38]. Эти соединения 
природного происхождения характеризуются не 
только высокой избирательной противоопухоле-
вой активностью, но и низкой токсичностью, что 
делает возможным их долговременное безопас-
ное применение [39–42].

В настоящее время ведется большое число 
клинических исследований по изучению комбини-
рованного применения эпигенетических модуля-
торов, в том числе внутриклеточных ингибиторов 
Wnt-каскада, и стандартных химиопрепаратов при 
лечении различных опухолевых заболеваний [43].

Цель работы состояла в комплексном изуче-
нии противоопухолевой активности индол-3-кар-
бинола в клетках РМЖ в сравнении с неопухоле-
выми (условно нормальными) эпителиальными 
клетками молочной железы на клеточном, генети-
ческом и эпигенетическом уровнях.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Реагенты 
Индол-3-карбинол (Sigma, США).

Клеточные культуры
В работе использованы две культуры клеток 

молочной железы: MDA-MB-231 и MCF-10A, ‒ 
по лученные из коллекции клеточных культур 
ATCC. Клетки линии MDA-MB-231 представля-
ют собой эпителиальные клетки аденокарцино-
мы молочной железы, которые были выделены у 
больных РМЖ из метастазов, локализованных в 
плевральной полости. Эта клеточная линия наи-
более часто используется как экспериментальная 
модель метастатической формы РМЖ. Клетки ли-
нии MCF-10A представляют собой эпителиальные 
клетки, выделенные из ткани молочной железы 
у пациенток с фиброзно-кистозной мастопатией. 
Эта линия клеток широко используется как экс-
периментальная клеточная модель неопухолевой 
(условно нормальной) ткани молочной железы.

Культивирование опухолевых  
и неопухолевых клеток молочной железы

Клетки РМЖ линии MDA-MB-231 культиви-
ровали в среде DMEM (1×) (Gibco, США) с до-
бавлением 10% эмбриональной сыворотки круп-
ного рогатого скота (FBS), L-глутамина и сме-
си антибиотиков пенициллин/стрептомицин. 
 Клетки культуры MCF-10A культивировали в сре-
де DMEM/F12 (1:1) (OOO НПП «ПанЭко»», Рос-
сия) с добавлением 10% FBS, L-глутамина и сме-
си антибиотиков пенициллин/стрептомицин. 
 Культивирование проводили в CO2-инкубаторе 
Sanyo (Panasonic, Япония) при 37 °C и 5% CO2. 

Клетки высаживали в 6-луночные культу-
ральные планшеты ТРР в количестве 1×106 кле-
ток на лунку для последующего выделения из них 
ДНК и анализа степени промоторного метилиро-
вания гена WIF1, а также в объеме 5×105 клеток  
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на  лунку для последующего выделения из них 
РНК и анализа уровня экспрессии таргетных ге-
нов Wnt-каскада. Подсчет клеток проводили с по-
мощью автоматического счетчика клеток Coun-
tess (Invitrogen, США).

Изучение влияния И3К на фенотипические и 
молекулярно-генетические характеристики опу-
холевых и неопухолевых клеток молочной желе-
зы проводили при концентрациях И3К 0, 50, 75 и 
100 мкМ в трех биологических повторах для ка-
ждой концентрации. Клетки инкубировали с И3К 
в течение 48 ч. После этого клетки, предназна-
ченные для выделения РНК, лизировали реаген-
том QIAzol (QIAGEN, Германия) и хранили до 
выделения РНК при температуре –70 °C. Клетки 
для выделения ДНК снимали раствором трипсин- 
ЭДТА 0,25% (OOO НПП «ПанЭко»), дважды про-
мывали фосфатно-солевым буферным раствором 
Дульбекко (DPBS; OOO НПП «ПанЭко») и храни-
ли до выделения ДНК при температуре –20 °C.

Анализ пролиферативной активности клеток 
молочной железы 

Пролиферативную активность опухолевых 
и неопухолевых клеток молочной железы в от-
сутствие и в присутствии И3К оценивали с ис-
пользованием колориметрического МТТ-теста, 
позволяющего оценить содержание жизнеспо-
собных клеток [44]. Клеточные культуры выса-
живали в 96-луночный культуральный планшет 
ТРР в количестве 1×104 клеток на лунку (линия 
 MDA-MB-231) и 5×103 клеток на лунку (линия 
MCF-10A). Клетки инкубировали в среде, содер-
жащей И3К в концентрации 0, 50, 75 и 100 мкМ, в 
течение 24, 48, 72 и 96 ч. Оптическую плотность 
при длине волны 470 нм измеряли на спектрофо-
тометре VERSA Max Microplate Reader (Molecular 
Devices, США). Для построения графиков скоро-
сти пролиферации для каждой временной точки 
рассчитывали относительную выживаемость кле-
ток по следующей формуле:

                                                 ,

где AИ3К ‒ среднее значение поглощения для лунок 
с И3К; AОК ‒ средние значения поглощения для 
отрицательного контроля (лунки со средой без до-
бавления И3К); AПК ‒ средние значения для поло-
жительного контроля (лунки с Tween-20).

Анализ миграционной активности клеток 
молочной железы

На начальном этапе эксперимента в каждую 
лунку 6-луночного культурального планшета, со-
держащую 2,5 мл полной питательной среды, 

вносили 2×105 клеток и инкубировали в течение 
24 ч в клеточном инкубаторе при 25 °C. Среду ме-
няли на бессывороточную (среда DMEM для кле-
ток MDA-MB-231 и среда DMEM/F12 для клеток 
MCF-10A), и через 24 ч клетки снимали и пере-
носили по 2×104 клеток в 75 мкл бессывороточ-
ной питательной среды в мембранные вставки 
Transwell (Corning, США). 

Для анализа миграционной активности клеток 
использовали 96-луночные культуральные план-
шеты, содержащие мембранные вставки Tran-
swell с диаметром пор 8 мкм. В лунки вносили по 
235 мкл полной питательной среды и сверху по-
мещали мембранные вставки с клетками.  Через 
72 ч мембранные вставки вынимали и делали ми-
крофотографии лунок планшета с помощью муль-
тифункционального ридера SpectraMax i3 (Mo-
lecular Devices). Клетки, прошедшие через мем-
брану, подсчитывали с помощью программного 
обеспечения SoftMax Pro 7 (Molecular Devices). 
Эксперимент проводили в 6 повторах.

Относительную миграционную активность 
клеток рассчитывали по формуле:

                                          , 

где NИ3К ‒ среднее число клеток, прошедших че-
рез мембрану, при добавлении различных концен-
траций И3К; NОК ‒ среднее число клеток, прошед-
ших через мембрану, в отрицательном контроле 
(лунки со средой без добавления И3К).

Анализ экспрессии генов
Выделение РНК проводили с помощью набо-

ра miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) из образцов в 
QIAzol Lysis Reagent (QIAGEN), замороженных 
при –70 °C. Качество выделенной РНК проверя-
ли методом электрофореза в 2%-ном агарозном 
геле. Реакцию обратной транскрипции проводи-
ли по протоколу для набора MMLV RT Kit (ООО 
«ЕвроГен», Россия) с использованием 500 нг каж-
дого образца на одну реакцию. В качестве термо-
стата использовали DNA Engine Tetrad 2 Peltier 
Thermal Cycler (Bio-Rad, США). ПЦР в режиме 
реального времени проводили с использовани-
ем амплификатора DTprime («ДНК-технологии», 
Россия) и полимеразной смеси GoTaq G2 Green 
Master Mix (Promega, США). ПЦР проводили в 
трех биологических и трех технических повто-
рах. Кривые нормализовали по экспрессии гена 
β-актина (ACTB). Следующие праймеры были 
подобраны к генам: 

CCND1:
5’CCGATGCCAACCTCCTCAACG3’
3’CAGGCGGCTCTTTTTCACGGG5’
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EGFR:
5’CTTGCAGCGATACAGCTCAG3’
3’GTTTGTCGTGTAAGCTGTCGG5’
CDK6:
5’TGCACAGTGTCACGAACAGA3’
3’ACAAAGTCGAAGAGGCTCCA’
SP1:
5’TTGAAAAAGGAGTTGGTG3’
3’GGGTTGAATGTCTTGGTCGT5’
FASN: 
5’ATGCACACTCTGCGATGAAG3’
3’AGAGGACCGACACTTGTGAC5’
В качестве референсного гена использовали 

ген ACTB (температура отжига 57 °C).
Анализ ПЦР в режиме реального времени про-

водился с помощью метода delta-delta Сt, описан-
ного ранее [45]. Относительный уровень экспрес-
сии вышеперечисленных генов оценивали после 
48-часовой инкубации клеток молочной железы в 
присутствии 100 мкМ И3К и без добавления ис-
следуемого препарата.

Для каждого гена рассчитывали среднее ариф-
метическое значение Ct. Затем для каждого гена, 
включая референсный, рассчитывали значение 
ΔCt как разность средних арифметических Ct для 
этого гена между сравниваемыми образцами:

ΔCt(И3К-ОК) = CtИ3К – CtОК

Далее для каждого гена вычисляли относи-
тельную экспрессию по формуле:

                                                      
,

где R – экспрессия гена в клетках после инкуба-
ции с И3К относительно экспрессии гена в клет-
ках без добавления препарата; Etarget – эффектив-
ность праймеров тестируемого гена; Eref – эффек-
тивность праймеров референсного гена ACTB; 
ΔCtref1 ‒ разность средних арифметических Ct для 
референсного гена ACTB между сравниваемыми 
образцами.

Анализ уровня метилирования промотора 
гена WIF1 

Ранее показано [46–48], что наибольший уро-
вень метилирования промоторной области гена 
WIF1 при различных онкологических заболевани-
ях наблюдается на участке от -554 до -140 нуклео-
тида до старт-кодона. Стоит отметить, что при ис-
следовании уровня метилирования ДНК подвер-
гают бисульфитной конверсии, при которой все 
остатки цитозина, за исключением находящихся 
в составе CpG-динуклеотидов, конвертируются в 
урацил. В связи с этим обычно подбирают прай-

меры, комплементарные последовательностям, 
не содержащим CpG-динуклеотиды, и позволяю-
щие амплифицировать участок промотора WIF1 
от -407 до -161 нуклеотида [49].

Выделение ДНК из клеток молочной желе-
зы проводили с помощью набора innuPREP DNA 
Mini Kit (Analytik Jena AG, Германия), конвер-
сию образцов – с помощью набора innuCONVERT 
Bisulfite Basic Kit (Analytik Jena AG). Ампли-
фикацию конвертированной ДНК проводили на 
амплификаторе DTprime («ДНК-Технология), ис-
пользуя метод, описанный нами ранее [49]. Полу-
ченные ПЦР-фрагменты разделяли электрофоре-
зом в 2%-ном агарозном геле. Для приготовления 
геля использовали агарозу LE 2 Agarose for nuclear 
acid gel electrophoresis (ООО «Хеликон», Россия). 
Электрофорез проводили при напряжении 80 В 
на приборе PowerPac Basic Power (Bio-Rad). В ка-
честве контроля использовали маркер на 100 bp 
GeneRuler DNA Ladder (Thermo Scientific). Под 
ультрафиолетовым светом из геля вырезали поло-
су с ДНК-фрагментом необходимой длины и вы-
деляли из нее ДНК, для чего использовали набор 
innuPREP Gel Extraction Kit (Analytik Jena AG).

Каждый образец, содержащий 16 нг ДНК, упа-
ривали вместе с праймером на концентраторе Con-
centrator plus (Eppendorf, Германия) и отдавали в 
ЦКП «Геном» (Россия) для проведения бисуль-
фитного секвенирования. Первичную обработку 
данных секвенирования проводили с помощью 
программы Clone Manager Professional 9.2 (Sci-
Ed Software, США). Полученные последователь-
ности для каждого образца сравнивали с извест-
ной исходной последовательностью промотора на 
участке от -407 до -161 нуклеотида. Получен ные 
результаты обрабатывали повторно с помощью 
алгоритма QUantification tool for Methylation Anal-
ysis, размещенного на сайте quma.cdb.riken.jp.

Статистический анализ 
Статистическую обработку данных проводи-

ли при помощи языка программирования R-3.4.0 
и графической оболочки RStudio 1.0.143. Для 
выявления статистически значимых различий в 
группах применяли t-критерий Стьюдента с поро-
говым уровнем значимости 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Пролиферативная активность клеток 
молочной железы в отсутствие и в 
присутствии индол-3-карбинола 

Пролиферацию клеток РМЖ линии MDA-
MB-231 и неопухолевых клеток молочной железы 
линии MCF-10A определяли в отсутствие И3К и 
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в присутствии 50, 75 и 100 мкМ при инкубации в 
течение 4 дней. Кривые, описывающие динамику 
относительной пролиферации опухолевых и нео-
пухолевых клеток молочной железы, представле-
ны на рис. 1.

Как видно из рис. 1, инкубирование неопухоле-
вых (условно нормальных) клеток линии  MCF-10A 
молочной железы с И3К в концентрациях вплоть 
до 100 мкМ не приводило к значимым изменениям 
клеточной пролиферации, в то время как для клеток 
РМЖ линии MDA-MB-231 наблюдали выражен-
ное дозозависимое ингибирование пролиферации ‒ 
при действии ИЗК в концентрации 100 мкМ в тече-
ние 4 суток их пролиферация снижалась в 1,6 ра за. 
На основании полученных данных (см. рис. 1) для 
последующих экспериментов мы выбрали 48-ча-
совой режим инкубации клеток с И3К, так как на 
этом временном интервале различия в скорости 
пролиферации клеток  MDA-MB-231 и MCF-10A 
были значимыми (см. рис. 1).

Полученные результаты свидетельствуют о 
том, что И3К обладает избирательным противо-
опухолевым действием на клетки РМЖ, которое 
выражается в дозозависимом ингибировании их 
пролиферации. Важно, что И3К в исследованных 
концентрациях не оказывал значимого влияния на 
пролиферацию неопухолевых (условно нормаль-
ных) клеток молочной железы. Этот факт согласу-
ется с известными данными литературы, согласно 
которым И3К обладает свойством селективно по-
давлять пролиферацию агрессивных форм опухо-
лей молочной железы [50].

Исследование влияния индол-3-карбинола на 
миграцию клеток молочной железы

Изучение влияния И3К на миграционную ак-
тивность клеток РМЖ линии MDA-MB-231 и не-
опухолевых клеток линии MCF-10A выявило из-
бирательное ингибирующее действие этого сое-
динения на миграцию опухолевых клеток (рис. 2). 
Общеизвестно, что миграционная активность – 
это один из признаков трансформированных опу-
холевых клеток, которые приобрели аномальный 
фенотип и соответствующий ему аберрантный 
эпигенетический паттерн и получили возмож-
ность к активному перемещению и распростране-
нию. Такие клетки имеют мезенхимальные харак-
теристики, полученные ими в результате процесса 
эпителиально-мезенхимального перехода (ЭМП). 
Известно, что в ходе ЭМП происходит эпигенети-
ческое перепрограммирование и изменение фено-
типа эпителиальных клеток на мезенхимальный, 
в результате чего вместо генов и белков, харак-
терных для эпителиального клеточного феноти-
па (Е-кадгерин, цитокератин, ламинин и др.) на-
чинают активно экспрессироваться гены и белки, 
свойственные более лабильным мезенхималь-
ным клеткам (виментин, N-кадгерин, фибронек-
тин, β-катенин, синдекан-1 и др.). Трансформи-
руясь в мезенхимальный фенотип, клетки стано-
вятся низкодифференцированными, утрачивают 
клеточную полярность (приобретают эллипти-
ческую форму) и способность прочно контакти-
ровать между собой (клеточную адгезию) и с ба-
зальной мембраной, вследствие чего  приобретают  

Рис. 1. Относительная пролиферация неопухолевых клеток молочной железы линии MCF-10A (a) и клеток 
РМЖ линии MDA-MD-231 (b). Инкубация в течение 1‒4 сут в среде в присутствии различных концентраций 
индол-3-карбинола.

Fig. 1. Relative proliferation measured by MTT assay of MCF-10A non-tumor cells (a) and MDA-MD-231 breast cancer 
cells (b) in the presence of indole-3-carbinol.
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подвижность и миграционную активность (спо-
собность проникать в окружающие ткани), а так-
же преодолевать барьер эндотелия, поступая в 
кровеносные или лимфатические сосуды [51]. 

Процесс ЭМП играет важнейшую роль в нор-
ме ‒ в эмбриональном развитии и при заживлении 
ран, ‒ а также при патологических процессах: фи-
брозе и опухолевой прогрессии. В канцерогенезе 
запуск этой программы, способствующей эффек-
тивной инвазии и метастазированию в удаленные 
органы и ткани, дает опухолевым клеткам явные 
преимущества для выживания и распространения 
в организме. 

Как видно из представленных на рис. 2 дан-
ных, И3К подавлял миграцию опухолевых клеток 
молочной железы линии MDA-MB-231 при всех 
изученных концентрациях. В присутствии макси-
мальной концентрации И3К (100 мкМ) отмеча-
лось 20%-ное ингибирование миграционной ак-
тивности клеток РМЖ. В то же время количество 
мигрировавших неопухолевых клеток молочной 
железы линии MCF-10A оставалось практически 
на исходном уровне. 

Полученные данные согласуются с результа-
тами других исследований. В частности, ранее 
показано, что механизм ингибирующего действия 
И3К на миграцию клеток MDA-MB-231 включа-
ет активацию Rho киназы и ассоциирован с по-
вышенной экспрессией гена BRCA1 и генов бел-
ков межклеточных взаимодействий: Е-кадгерина 
и катенинов [52, 53]. Обусловлено ли подавле-
ние миграции клеток РМЖ, наблюдаемое в при-
сутствии И3К, его прямым ингибирующим дей-
ствием или опосредовано через индуцируемое им 
снижение активности Wnt-каскада, пока оконча-
тельно не установлено.

Изучение влияния индол-3-карбинола  
на уровень экспрессии таргетных генов

В качестве таргетных генов сигнального 
Wnt-каскада мы выбрали гены CCND1 [54], CDK6 
[55] и SP1 [56]. Кроме того, раньше показано, что 
одним из ключевых регуляторов процессов ми-
грации, инвазии и ЭМП клеток РМЖ является ре-
цептор эпидермального фактора роста (EGFR) 
[57], экспрессия которого снижается под действи-
ем И3К [58]. Georgopoulos и совт. [59] установили 
регуляторную взаимосвязь между каскадом Wnt и 
сигнальным путем, опосредованным рецептором 
EGFR. А Hu & Li [60] показали, что EGFR образу-
ет комплекс с β-катенином и усиливает инвазию и 
метастазирование опухолевых клеток.  Другим воз-
можным общим фактором, влияющим на регуля-
цию сигнальных путей Wnt и EGFR, является на-
рушение метаболизма жирных кислот. В контексте 

канцерогенеза из липогенных ферментов наиболее 
хорошо изучена синтаза жирных кислот (FASN) 
[61]. Повышенная экспрессия этого фермента вы-
явлена в различных видах опухолей, включая рак 
предстательной железы, печени, яичника, толстой 
кишки, молочной железы, и ассоциирована со зло-
качественной трансформацией и плохим прогно-
зом. Yang и соавт. [62] показали, что повышенная 
экспрессия FASN обусловлена активацией сигналь-
ного пути EGFR. Также известно, что FASN регули-
рует инвазию и метастазирование клеток колорек-
тального рака, активируя сигнальный путь Wnt [63].

Учитывая вышесказанное, мы проанализиро-
вали экспрессию генов EGFR и FASN для оценки 
активации опосредуемых ими сигнальных путей 
Wnt и EGFR, а также противоопухолевого эффек-
та И3К, ингибирующего эти сигнальные каскады. 

Уровень экспрессии генов оценивали методом 
ПЦР в реальном времени. Результаты экспери-
мента представлены на рис. 3.

Как видно из представленных данных, И3К 
вызывал снижение экспрессии всех исследован-
ных генов в клетках РМЖ линии MDA-MB-231. 
Наиболее выраженное снижение экспрессии по-
сле инкубации с исследуемым соединением на-
блюдали в случае EGFR – на 64%. В присутствии 
ИЗК снижалась экспрессия и генов-мишеней Wnt-
каскада, и синтазы жирных кислот, что позволяет 
говорить о мультитаргетном действии И3К.
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Рис. 2. Относительная миграционная активность 
клеток РМЖ линии MDA-MB-231 и неопухолевых 
клеток молочной железы линии MCF-10A при ин-
кубации в течение 48 ч в среде в отсутствие (кон-
троль) и в присутствии различных концентраций 
индол-3-карбинола. *p < 0,05.

Fig. 2. Relative migration of MDA-MB-231 breast can-
cer cells and MCF-10A l non-tumor breast cells after 48 h 
incubation in the absence (control) and in the presence of 
different concentrations of indole-3-carbinol. *p < 0.05. 
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В то же время в неопухолевых клетках 
 MCF-10A относительно исходного уровня зна-
чимо снижалась экспрессия только двух генов: 
EGFR и CDK6, ‒ причем эти изменения были го-
раздо менее выражены по сравнению с клетками 
MDA-MB-231.

Таким образом, нами обнаружены явные раз-
личия в воздействии ИЗК на пролиферацию и 
миграционную активность опухолевых клеток 
MDA-MB-231 по сравнению с неопухолевыми 
клетками MCF-10A. Можно предполагать, что 
это обусловлено селективным действием ИЗК на 
экспрессию генов-регуляторов протуморогенных 
процессов в клетках РМЖ.

Анализ уровня метилирования промотора 
гена WIF1

Дополнительным уровнем регуляции, кото-
рый обеспечивает поддержание низкого уровня 
β-катенина в клетке, является экспрессия и се-
креция антагонистов Wnt-каскада, которые могут 
быть двух видов: белки, связывающие Wnt-лиган-
ды, и белки, связывающие Wnt-рецепторы. Клю-
чевым ингибиторным белком первой группы яв-
ляется фактор WIF-1 (Wnt Inhibitory Factor-1) [64]. 

Показано, что в злокачественных опухолях че-
ловека различного происхождения WIF-1 находит-
ся в неактивном состоянии. И, напротив, экспери-
ментальное восстановление экспрессии  WIF-1 в 
опухолевых клетках приводит к выраженной опу-
холевой супрессии, уменьшению подвижности 
опухолевых клеток и снижению их инвазивного и 

метастатического потенциала на фоне понижения 
экспрессии маркеров опухолевых стволовых кле-
ток. Основным механизмом инактивации фактора 
WIF-1 является промоторное ДНК-метилирова-
ние и, как следствие, эпигенетическое выключе-
ние кодирующего его гена, которое происходит на 
ранних этапах онкогенеза [46, 65–68]. 

В настоящее время ген WIF1 относится к чис-
лу наиболее перспективных генов-маркеров с 
точки зрения диагностической и прогностической 
значимости статуса его промоторного метилиро-
вания при канцерогенезе. 

В 2006 году Ai и соавт. [46] в экспериментах 
ex vivo обнаружили наличие промоторного гипер-
метилирования гена WIF1 в клетках РМЖ, кото-
рое приводило к снижению уровня его экспрес-
сии и усилению неконтролируемой клеточной 
пролиферации. В 2009 году Gao и соавт. [42] уста-
новили, что флавоноид ЭГКГ эффективно инду-
цирует деметилирование и реактивацию экспрес-
сии «молчащего» гена WIF1 в опухолевых клет-
ках рака легкого

Для проверки предположения о том, что на-
блюдаемые фенотипические изменения, по край-
ней мере отчасти, вызваны селективным действи-
ем И3К на активность сигнального WnT-каскада, 
мы провели сравнительное исследование уровня 
метилирования промотора гена WIF1 в клетках 
РМЖ линии MDA-MB-231 и неопухолевых клет-
ках молочной железы линии MCF-10A (рис. 4).

В результате сравнительного анализа промо-
торного метилирования гена WIF1 в двух указан-
ных клеточных линиях не выявлено деметилиру-
ющего эффекта со стороны И3К в культуре нео-
пухолевых клеток MCF-10A (рис. 4). Исходный, 
более низкий по сравнению с опухолевыми клет-
ками, уровень метилирования, равный 66,7%, не 
изменился после инкубации условно нормальных 
клеток с И3К в концентрации 100 мкМ в течение 
48 ч. В опухолевых клетках MDA-MB-231 наблю-
дали совершенно другой эффект: при исходном 
метилировании 100% сайтов промоторной обла-
сти гена WIF1 после инкубации с И3К метилиро-
вание обнаружено только в 40,7% сайтов. 

Способность И3К обращать процесс аномаль-
ного ДНК-метилирования в опухолевых клетках 
ранее показана другими авторами. В 2007 году Hae-
fele и соавт. [69] впервые обнаружили, что в число 
многочисленных аномально работающих молеку-
лярных мишеней, на модуляцию которых направ-
лена мультитаргетная противоопухолевая актив-
ность И3К, входит фермент ДНК-метилтрансфера-
за. В опухолевых клетках поджелудочной железы 
в присутствии И3К снижалась экспрессия всех 
трех изоформ этого фермента: DNMT1, 3а и 3b.

Рис. 3. Относительный уровень экспрессии генов 
CCND1, EGFR, SP1, FASN и CDK6 в клетках РМЖ 
линии MDA-MB-231 и неопухолевых клетках ли-
нии MCF-10A после инкубации с И3К в концентра-
ции 100 мкМ в течение 48 ч. *p < 0,05.

Fig. 3. Relative gene expression of CCND1, EGFR, SP1, 
FASN, and CDK6 in MDA-MB-231 breast cancer cells 
and MCF-10A non-tumor cells after 48 h incubation in 
presence of 100 μM of indole-3-carbinol. *p < 0.05.
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Суммируя полученные нами данные, можно 
сделать следующие выводы. Обнаруженное се-
лективное противоопухолевое действие И3К, вы-
ражающееся в подавлении пролиферации и ми-
грационной активности клеток РМЖ, по крайней 
мере отчасти, обусловлено способностью это-
го соединения подавлять активность онкогенно-
го сигнального Wnt-каскада. Данный эффект со-
провождается снижением экспрессии таргетных 
для этого каскада генов, опосредующих процессы 
канцерогенеза и опухолевой прогрессии. Кроме 
того, И3К проявляет избирательную ДНК-деме-
тилирующую активность в клетках РМЖ, в част-
ности, в отношении гена WIF1 – ингибитора он-
когенного пролиферативного Wnt-каскада. Таким 
образом, избирательное противоопухолевое дей-
ствие И3К на клетки РМЖ выявлено на клеточ-
ном, генетическом и эпигенетическом уровнях.

И3К в качестве активного компонента входит 
в состав нескольких фармацевтических средств. 
На территории Российской Федерации зареги-
стрирован лекарственный препарат Индинол® 
Форто (АО «МираксБиоФарма», Россия). Как сле-
дует из опубликованных ранее результатов кли-
нического исследования, пролонгированное при-
менение Индинол® Форто может рассматриваться 
как новый перспективный подход поддерживаю-
щей терапии в комбинированном лечении боль-
ных с распространенным раком яичников [70]. 
В результате мультитаргетного действия этого 
препарата восстанавливается нормальная генети-
ческая программа клетки, происходит активация 
генов-супрессоров опухолевого роста и торможе-
ние процессов опухолевой трансформации и ма-
лигнизации тканей молочной железы [71].

Таким образом, препараты, содержащие И3К в 
качестве активного компонента, могут рассматри-
ваться как эффективные лекарственные средства с 
выраженной онкопрофилактической активностью. 
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Abstract–The effect of indole-3-carbinol on a number of functions and characteristics of MDA-MB-231 
breast cancer cells and MCF-10A healthy breast tissue cells has been studied. It was shown that indole-
3-carbinol significantly reduced the proliferation and migration of MDA-MB-231 cells and does not 
affect these functions in MCF-10A cells. Incubation of MDA-MB-231 tumor cells with indole-3-carbinol 
(100 μM) for 48 h resulted in a marked decrease in the expression of the Wnt cascade genes, CCND1 
(by 28%), SP1 (by 44%), CDK6 (by 47%), as well as EGFR (by 64%) and FASN (by 22%) genes. 
Incubation of MCF-10A cell line under the same conditions induced a noticeable decrease in expression 
of only two genes, EGFR (by 16%) and CDK6 (by 9%). In addition, indole-3-carbinol was also shown 
to manifest a selective DNA demethylation activity in breast tumor cells and to reverse the process of 
abnormal methylation and functional blockage of the anti-tumor WIF1 gene. These data indicate that drugs 
containing indole-3-carbinol as an active component can be potential regulators of epigenetic processes in 
the treatment of breast cancer and other tumors.
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