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(рис. 2). У животных, которым вводили немодифицированные человеческие Т-лимфоциты, 
происходила регрессия опухоли на 20-е сут после инъекции, но спустя месяц у них появи-
лись новые очаги опухолевого роста, и к концу эксперимента все животные из этой группы 
имели высокую опухолевую нагрузку.

Рис. 2. Результаты биолюминесцентной in vivo визуализации опухолевых клеток Raji-luc-cl.9 у мышей экспе-
риментальной и контрольных групп. Слева указано время, прошедшее после введения животным анти-CD19 

CAR-T или немодифицированных лимфоцитов. Шкала демонстрирует соответствие интенсивности биолюминес-
ценции, выраженной в фотонах/сек на мм2, псевдоцветам на изображении

Выводы. Данная экспериментальная модель позволяет успешно проводить доклиниче-
скую оценку фармакодинамики анти-CD19 CAR-T методом прижизненной биолюминес-
центной визуализации опухолей и может в дальнейшем использоваться для доклинических 
исследований новых вариантов терапии В-клеточных неходжкинских лимфом.
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Нокдаун гена RAD50 сенсибилизирует раковые 
клетки молочной железы трижды-негативного 

подтипа к карбоплатину
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Р. Киямова
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Аннотация

Высокоагрессивный рак молочной железы трижды-негативного молекулярного подтипа (ТНРМЖ) не 
имеет направленного (таргетного) лечения. Современные схемы терапии ТНРМЖ не всегда эффек-
тивны, что может быть следствием генетической гетерогенности опухолей пациентов. Таким образом, 
актуальными являются исследования, направленные на выявление генов, участвующих в регуляции 
чувствительности раковых клеток к применяемым в клинической практике химиопрепаратам, включая 
карбоплатин. Цель исследования – оценить влияние экспрессии гена RAD50 на чувствительность 
клеток ТНРМЖ к карбоплатину. В исследовании использовали клеточные линии ТНРМЖ, не имеющие 
мутаций генов BRCA1/2 (MDA-MB-231, MDA-MB-436_wtBRCA1 и MDA-MB-453). Нокдаун гена RAD50 
проводили путём РНК-интерференции, для оценки влияния нокдауна гена RAD50 на чувствительность 
клеток к карбоплатину использовали тест на жизнеспособность. В результате исследования было вы-
явлено, что нокдаун гена RAD50 в клетках ТНРМЖ человека увеличивает их чувствительность к об-
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работке карбоплатином: IC50 в клеточных линиях с нокдауном гена RAD50 на 15,8–27,8 % ниже, чем 
в клеточных линиях без нокдауна. Таким образом, нокдаун гена RAD50 способствует сенсибилизации 
клеток ТНРМЖ, не несущих мутаций BRCA1/2, к карбоплатину, а RAD50 является потенциальным 
предиктивным маркером ТНРМЖ.

Ключевые слова: ТНРМЖ, RAD50, предиктивный маркер, карбоплатин, РНК-интерференция.

Knockdown of the RAD50 gene sensitizes triple-neg-
ative breast cancer cells to carboplatin

K. Havrysh, A. Nurgalieva, L. Minigulova, 
D. Savenkova, V. Skripova, R. Kiyamova

Kazan (Volga Region) Federal University, Kazan, Russia

Abstract

The most aggressive triple-negative molecular subtype of breast cancer (TNBC) doesn’t have target treatment. 
Modern schemes of TNBC treatment are inefficient for a large group of patients, which could be attributed 
to the genetic heterogeneity of tumors. Thus, studies focused on the identification of genes involved in 
the regulation of cancer cells susceptibility to clinically used chemotherapeutics, including carboplatin, are 
relevant. The Aim of this study was to evaluate the RAD50 gene expression impact on the TNBC cells 
sensitivity to carboplatin. TNBC cell lines without mutations of BRCA1/2 genes (MDA-MB-231, MDA-MB-
436_wtBRCA1 and MDA-MB-453) were used in this study; the knockdown of RAD50 gene was performed 
by RNA interference; cell viability test was used to evaluate the impact of the RAD50 gene silencing on cells 
sensitivity to carboplatin. As a result of the study, it was found that knockdown of the RAD50 gene in the TNBC 
cells could significantly increase their sensitivity to carboplatin: in the cell lines with RAD50 gene knockdown 
IC50 was 15.827.8 % lower than in cell lines without knockdown. Thus, the RAD50 gene silencing promotes 
the sensitization of TNBC cells without BRCA1/2 mutations to carboplatin and RAD50 could be considered 
as a potential predictive marker for TNBC.

Key words: TN breast cancer, RAD50, predictive marker, carboplatin.

Актуальность. ТНРМЖ является наиболее агрессивным молекулярным подтипом РМЖ 
[1], который только в 2018 г. был диагностирован более чем у 250 тысяч женщин (примерно 
12 % от всех случаев РМЖ) во всем мире [2]. Пациенты с ТНРМЖ имеют более высокий риск 
возникновения рецидивов и плохой прогноз исхода заболевания, который обусловлен, в том 
числе отсутствием специфичных и валидированных мишеней для направленной (таргетной) 
терапии этого подтипа опухолей [1]. С ТНРМЖ ассоциированы мутации генов BRCA1/2, 
предсказывающие высокую чувствительность раковых клеток к ДНК-повреждающей хи-
миотерапии (например, цисплатином, карбоплатином и т. д.) и терапии ингибиторами PARP. 
Однако BRCA1/2 мутации не являются частым событием, они встречаются только в 10 % 
случаев ТНРМЖ [3, 4]. За последние 5 лет многие клинические исследования были посвя-
щены разработке новых схем лечения ТНРМЖ уже известными химиотерапевтическими 
препаратами и их комбинациями [5–11]. Многие из них включали карбоплатин в качестве 
основной мишени/одной из мишеней для изучения. Например, было выявлено, что введение 
карбоплатина в схему неоадъювантной химиотерапии ТНРМЖ увеличивает патологический 
полный ответ (pathological complete response – pCR) пациентов, получавших карбоплатин по 
сравнению с контрольной группой [7–11]. В клинических испытаниях показано, что пациен-
ты ТНРМЖ по-разному реагируют на адъювантную химиотерапию карбоплатином [10–11], 
что может быть результатом исходной генетической гетерогенности опухолей пациентов. 
В наших предыдущих исследованиях RAD50, участвующий в репарации двухцепочечных 
разрывов ДНК, был идентифицирован как опухоль-ассоциированный антиген и потенци-
альный маркер РМЖ [12–14]. Было показано, что RAD50 имеет гетерогенную экспрессию 
в опухолях РМЖ [15].

Цель исследования – оценить влияние экспрессии гена RAD50 на чувствительность 
клеток ТНРМЖ к карбоплатину.

Материал и методы. Клетки ТНРМЖ, а именно MDA-MB-231, MDA-MB—453, были 
получены из Американской коллекции типичных культур клеток (ATCC). Модифицированные 
клетки MDA-MB-436, экспрессирующие дикий тип гена BRCA1 (MDA-MB-436_wtBRCA1), 
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были любезно предоставлены лабораторией И. Асцатурова (Центр Рака Фокс Чейз, США). 
Все клеточные культуры ТНРМЖ культивировали в среде DMEM, содержащей 10 % эм-
бриональной бычьей сыворотки, L-глутамин и пенициллин/стрептомицин (ПанЭко, Россия). 
Нокдаун гена RAD50 проводили путём обратной трансфекции клеток специфичными для 
этого гена малыми интерферирующими РНК (Invitrogen™, США) с использованием транс-
фецирующего реагента RNAiMAX (Invitrogen™, США) [16]. В качестве негативного кон-
троля миРНК использовали Control siRNA-A (Santa Cruz Biotechnology, USA). Валидацию 
эффективности трансфекции проводили в 24-луночных планшетах. Влияние нокдауна гена 
RAD50 на восприимчивость клеток к обработке карбоплатином проводили в 96-луночных 
планшетах с помощью теста на жизнеспособность (AlamarBlue™, Invitrogen™, США) по 
стандартному протоколу [17]. Эффективность нокдауна гена оценивали при помощи муль-
типлексного ПЦР в режиме реального времени с использованием наборов TaqMan Gene 
Expression Assay (Invitrogen™, США) для гена RAD50 и референсного гена ACTB [18]. 
Расчеты относительной экспрессии проводили по формуле: [19]. Кривые жизнеспособности 
сравнивали при помощи U-критерия Манна – Уитни. Статистическую отработку результатов 
проводили с использованием программного обеспечения GraphPad Prism 7.

Результаты и обсуждение. Нокдаун гена RAD50 путём РНК-интерференции был проведён 
в клеточных линиях трижды-негативного рака молочной железы (MDA-MB-231, MDA-
MB-436_wtBRCA1 и MDA-MB-453) с генами BRCA1/2 дикого типа. Для нокдауна гена 
RAD50 на клеточной линии MDA-MB-231 были протестированы комбинации трёх миРНК, 
специфичных для гена RAD50 . В результате была отобрана комбинация миРНК, наиболее 
эффективно вызывающая молчание гена RAD50 (69,3 %) (таблица).

Таблица 

Эффективность нокдауна гена RAD50 различными комбинациями миРНК

Комбинация миРНК Относительная экспрессия гена 
RAD50 (×1000)

Эффективность нокдауна гена 
RAD50 

Silencer™Select siRNA s791+s792 2,1324 69,3 %
Silencer™Select siRNA s791+s793 4,0534 41,6 %
Silencer™Select siRNA s792+s793 3,4841 49,8 %

Негативный контроль 6,9441 0 %

Затем для всех клеточных линий ТНРМЖ с нокдауном и без нокдауна гена RAD50 был 
проведён анализ цитотоксической чувствительности клеток к обработке карбоплатином (3 
биологических повтора). В результате IC50 карбоплатина для клеточной линии MDA-MB-231 
с нокдауном гена RAD50 составила 20,65 мкМ, что на 17,2 % больше, чем без нокдауна, – 
24,93 мкМ (р-значение = 0,009); IC50 для клеточной линии MDA-MB-436 с нокдауном 
гена RAD50 составила 7,497 мкМ, что на 27,8 % больше, чем без нокдауна, – 10,39 мкМ 
(р-значение = 0,01); IC50 для клеточной линии MDA-MB-453 с нокдауном гена RAD50 
составила 7,336 мкМ, что на 15,8 % больше, чем без нокдауна, –  8,711 мкМ (р-значение = 
0,002) (рис. 1).

Риc. 1. Кривые жизнеспособности клеток ТНРМЖ с нокдауном и без нокдауна гена RAD50, зависимые от дозы 
карбоплатина (0,5–256 мкМ)

Полученные результаты свидетельствуют о том, что нокдаун гена RAD50 способствует 
сенсибилизации клеток ТНРМЖ, не несущих мутаций BRCA1/2, к обработке карбоплатином. 
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Таким образом, RAD50 является потенциальным предиктивным маркером эффективности 
терапии ТНРМЖ карбоплатином и мишенью для разработки новых противоопухолевых пре-
паратов для лечения ТНРМЖ, в том числе в комбинации с карбоплатином. В дальнейшем 
предполагается валидация полученных нами результатов с использованием опухолевого 
материала больных ТНРМЖ и моделей ксенографтов.

Работа выполнена за счёт средств субсидии, выделенной в рамках государственной под-
держки Казанского (Приволжского) федерального университета в целях повышения его 
конкурентоспособности среди ведущих мировых научно-образовательных центров
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