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ВВЕДЕНИЕ

Не менее чем в половине случаев злокачествен- 
ного рака яичников (РЯ) и молочной железы 
(РМЖ) выявляется геномная нестабильность из-
за мутаций генов, участвующих в гомологичной 

рекомбинации. В частности, в 10–15% случаев 
выявляются мутации генов BRCA1/2 – опухолевых 
супрессоров, участвующих в репарации двуните- 
вых разрывов ДНК [1]. Подобный мутационный 
статус обусловливает последующую стратегию 
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лечения [2]. Высокой эффективностью в BRCA-
мутированных опухолях обладают таргетные 
ингибиторы поли(АДФ-рибоза)-полимераз 
(PARP), среди которых один из первых – олапариб. 
Механизм действия олапариба основан на 
остановке репарации однонитевых разрывов 
ДНК, что приводит к накоплению однонитевых и 
двунитевых разрывов, геномной нестабильности 
и гибели клетки [3].

Однако ввиду недостаточной клинической 
эффективности ингибиторов PARP актуален поиск 
новых мишеней и препаратов для терапевтичес- 
кого воздействия. В частности, в качестве новых 
противоопухолевых агентов при раке яичников 
(РЯ) и молочной железы (РМЖ) исследуются 
агонисты рецепторов смерти цитокина TRAIL 
[4–7]. Например, моноклональное антитело –  
агонист рецептора смерти DR5 – показало высо- 
кую активность в комбинации с цисплатином 
на линии аденокарциномы яичников А2780 [8]. 
Также цисплатин в комбинации с TRAIL усиливал 
гибель клеток рака молочной железы [9], в том 
числе стволовых клеток трижды негативного рака 
молочной железы [10]. 

Для усиления действия ингибиторов PARP изу- 
чаются комбинации с другими терапевтическими 
агентами [11]. Известно, что олапариб вызывает 
увеличение экспрессии рецепторов смерти DR4 и 
DR5 в клетках острого миелоидного лейкоза [12]. 
Недавно было показано, что агонисты рецепторов 
TRAIL усиливают действие ингибиторов PARP 
при раке поджелудочной железы независимо от 
статуса мутации BRCA2 [13]. Также ингибирование 
пути VEGF повышало эффективность ингибитора 
PARP при РЯ независимо от статуса BRCA [14].

Недавно нами был разработан гибридный белок 
SRH-DR5-B-iRGD на основе DR5-селективного 
варианта цитокина TRAIL DR5-B [15], в котором 
пептид SRH специфично связывается с рецепто- 
ром VEGFR2 (vascular endothelial growth factor 
receptor 2) и блокирует его VEGF-опосредованную 
активацию, тогда как пептид iRGD связывается с 
интегрином αvβ3 и рецептором нейропилином-1. 
Повышенная противоопухолевая активность 
SRH-DR5-B-iRGD была показана на моделях 
глиобластомы in vitro и in vivo [16]. 

Цель данной работы заключалась в получении 
новых данных о цитотоксической активности 
гибридного белка SRH-DR5-B-iRGD в сравнении 
с DR5-B при комбинированном действии с олапа- 

рибом на клеточных линиях РЯ и РМЖ с различ- 
ным мутационным статусом генов BRCA. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнительный анализ уровня экспрессии 
генов, кодирующих рецепторы – мишени 
гибридного белка SRH-DR5-B-iRGD, – в 
нормальных и опухолевых образцах РЯ и РМЖ. 
На первом этапе работы был исследован уровень 
экспрессии генов – мишеней гибридного белка 
SRH-DR5-B-iRGD в клетках РЯ по сравнению с  
нормальными тканями с помощью онлайн-ин- 
струмента TNMplot (https://tnmplot.com/analysis/)  
[17]. Была оценена экспрессия генов, кодирующих 
как рецепторы – мишени DR5 (TNFRSF10B), 
VEGFR2 (KDR), интегрин αvβ3 (ITGA2B) и NRP1 
(NRP1), так и природные эндогенные лиганды 
этих рецепторов – TRAIL (TNFSF10) и VEGFA 
(VEGFA). Использовали два альтернативных под- 
хода: прямое сравнение опухолевых и нормаль- 
ных образцов (усредненных по всем нормальным 
тканям организма) (рис. 1а) либо сравнение пар- 
ных образцов опухолевых и локально располо- 
женных смежных нормальных тканей (рис. 1б, в).  
Экспрессия генов TNFRSF10B, KDR, ITGA2B и 
NRP1 не отличалась значительно в клетках РЯ по 
сравнению с усредненным уровнем экспрессии 
по всем нормальным тканям организма (рис. 1а). 
Однако важно отметить, что экспрессия тех же 
генов рецепторов TNFRSF10B, ITGA2B и KDR 
была существенно повышена в образцах опухоли 
по сравнению с окружающими их нормальными 
тканями (рис. 1в). При этом экспрессия генов 
лигандов TNFSF10 и VEGFA была повышена в 
опухолевых образцах РЯ во всех случаях (рис. 
1а, б). 

Аналогичный анализ образцов РМЖ показал  
отсутствие значимых различий между экспрес- 
сией генов – рецепторов TNFRSF10B, KDR, 
ITGA2B, NRP1 и лигандов TNFSF10 и VEGFA как 
при прямом сравнении опухолевых и нормальных 
образцов, усредненных по всем нормальным 
тканям организма (рис. 2а), так и при сравнении 
парных образцов опухолевых и локально 
расположенных смежных нормальных тканей 
(рис. 2б, в). 

Корреляционный анализ экспрессии генов 
TNFRSF10B, KDR, ITGA2B и NRP1 с генами 
BRCA1 и BRCA2 в образцах РЯ и РМЖ. Учитывая 
высокую значимость мутаций в генах BRCA1/2  
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при РЯ и РМЖ, был проведен корреляционный 
анализ экспрессии генов BRCA1 и BRCA2 с экс- 
прессией генов рецепторов TNFRSF10B, KDR, 
ITGA2B и NRP1 на опухолевых образцах РЯ (рис. 3)  
и РМЖ (рис. 4) с помощью онлайн-инструмента 
TNMplot (https://tnmplot.com/analysis/). В образцах 
РЯ была выявлена положительная корреляция 
экспрессии BRCA1 и BRCA2 c TNFRSF10B  
(R = 0.16) (рис. 3а), KDR (R = 0.12 и R = 0.1 со- 
ответственно) (рис. 3б), ITGA2B (R = 0.26 и R = 
0.09 соответственно) (рис. 3в) и NRP1 (R = 0.11 

и R = 0.08 соответственно) (рис. 3г). В образцах 
РМЖ существенная положительная корреляция 
была выявлена только между экспрессией генов 
BRCA1 и BRCA2 c ITGA2B (R = 0.19 и R = 0.14 
соответственно) (рис. 4в). 

Цитотоксическая активность олапариба 
в комбинации с лигандами DR5-B и SRH-
DR5-B-iRGD на клеточных линиях РЯ и 
РМЖ с различным мутационным статусом 
генов BRCA. Для оценки цитотоксичности 
олапариба были выбраны клеточные линии РЯ 

Рис. 1. Сравнение экспрессии генов, кодирующих лиганды TRAIL (TNFSF10), VEGFA (VEGFA) и рецепторы DR5 
(TNFRSF10B), VEGFR2 (KDR), интегрин αvβ3 (ITGA2B) и NRP1 (NRP1): (а) – в образцах рака яичника (РЯ) и 
нормальных образцах, усредненных по всем нормальным тканям организма, с помощью U-критерия Манна–Уитни;  
(б, в) – сравнение парных образцов опухолевых (РЯ) и локально расположенных смежных нормальных тканей с 
помощью парного статистического теста Уилкоксона.

(а)

(б) (в)
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A2780 и OVCAR3, не содержащие мутаций 
в генах BRCA1/2 [18], UWB1.289 с делецией 
гена BRCA1 [19], а также линия РМЖ MDA-
MB-436 c мутацией в гене BRCA1 [20]. Олапариб 
в различных разведениях комбинировали с 
лигандами DR5-B либо SRH-DR5-B-iRGD в 
фиксированной концентрации 5 нМ, обладающей 
максимальным цитотоксическим эффектом, как 
было показано ранее [21]. Примечательно, что 
олапариб индуцировал клеточную гибель во всех 
трех клеточных линиях независимо от наличия 
мутаций в генах BRCA1/2. При этом, ожидаемо, 
на линиях UWB1.289 и MDA-MB-436 с мутацией 
в гене BRCA1 олапариб обладал максимальной 

цитотоксичностью. Максимальное значение кле- 
точной гибели под действием олапариба составило 
65.5 ± 0.4, 41.3 ± 2.8, 79.3 ± 4.8 и 76.6 ± 0.5% на 
линиях А2780, OVCAR3, UWB1.289 и MDA-
MB-436 соответственно (рис. 5). При этом до- 
бавление 5 нМ лигандов DR5-B либо SRH-DR5-B-
iRGD повышало уровень клеточной гибели во всех 
клеточных линиях, кроме А2780, где наблюдался 
только эффект олапариба (рис. 3а).

Цитотоксичность лигандов DR5-B и SRH-
DR5-B-iRGD в комбинации с олапарибом на кле- 
точных линиях РЯ и РМЖ с различным мута- 
ционным статусом генов BRCA. Полученные 

Рис. 2. Сравнение экспрессии генов, кодирующих лиганды TRAIL (TNFSF10), VEGFA (VEGFA) и рецепторы DR5 
(TNFRSF10B), VEGFR2 (KDR), интегрин αvβ3 (ITGA2B) и NRP1 (NRP1): (а) – в образцах рака молочной железы (РМЖ) 
и нормальных образцах, усредненных по всем нормальным тканям организма, с помощью U-критерия Манна–Уитни; 
(б, в) –сравнение парных образцов опухолевых (РМЖ) и локально расположенных смежных нормальных тканей с 
помощью парного статистического теста Уилкоксона.

(а)

(б) (в)
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результаты были подтверждены при сравнительном 
исследовании цитотоксичности лигандов DR5-B и 
SRH-DR5-B-iRGD в комбинации с олапарибом (в 
токсической концентрации олапариба 20 мкМ для 
клеток OVCAR3, UWB1.289 и A2780 и 1 мкм для 
MDA-MB-436). Белки DR5-B и SRH-DR5-B-iRGD 
показали выраженный цитотоксический эффект 
на линиях OVCAR3, UWB1.289 и MDA-MB-436, 
при этом SRH-DR5-B-iRGD был в среднем на 
10–15% эффективнее, чем DR5-B, благодаря до- 
полнительной аффинности к рецепторам VEGFR2 
и интегрину αvβ3 [16] (рис. 6, табл. 1). Клеточная 
линия А2780 была резистентна к обоим лигандам. 
Добавление олапариба усиливало цитотоксичность 
как DR5-B, так и SRH-DR5-B-iRGD на всех 
клеточных линиях, однако полумаксимальная инги- 
бирующая концентрация (IC50) последнего была 

в 6–10 раз ниже по сравнению с DR5-B (рис. 6, 
табл. 1). 

Расчет комбинационного индекса (CI) с по- 
мощью программного обеспечения CampuSyn [22]  
выявил значения CI < 1 для исследованного диапа- 
зона концентраций лигандов (табл. 2), что свиде- 
тельствует о синергичном эффекте с олапарибом. 
Наиболее ярко (CI < 0.5) синергизм был выражен 
при совместном действии DR5-B и олапариба 
на клеточных линиях OVCAR3 и MDA-MB-436 
и при совместном действии SRH-DR5-B-iRGD 
и олапариба на клеточных линиях OVCAR3, 
UWB1.289 и MDA-MB-436 (табл. 2). Таким об- 
разом, синергичное действие данных препаратов 
определяется не наличием мутации в гене BRCA1, 
а исходной чувствительностью клеток к лигандам 
DR5-B либо SRH-DR5-B-iRGD. 

Рис. 3. Корреляция экспрессии генов BRCA1 и BRCA2 с экспрессией генов TNFRSF10B (а), KDR (б), ITGA2B (в) и 
NRP1 (г) на опухолевых образцах РЯ по данным РНК-секвенирования, исследованная с помощью онлайн-инструмента 
TNMplot (https://tnmplot.com/analysis/). 

(а) (б) (в) (г)

Рис. 4. Корреляция экспрессии генов BRCA1 и BRCA2 с экспрессией генов TNFRSF10B (а), KDR (б), ITGA2B (в) и NRP1 
(г) на опухолевых образцах РМЖ по данным РНК-секвенирования, исследованная с помощью онлайн-инструмента 
TNMplot (https://tnmplot.com/analysis/). 

(а) (б) (в) (г)
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Рис. 5. Цитотоксическая активность олапариба в комбинации с лигандами DR5-B либо SRH-DR5-B-iRGD (токсическая 
концентрация 5 нМ). Клетки A2780, OVCAR3, UWB1.289 (РЯ) либо MDA-MB-436 (РМЖ) инкубировали в течение 48 ч  
и анализировали жизнеспособность с помощью МТТ-теста. 

Рис. 6. Цитотоксическая активность лигандов DR5-B и SRH-DR5-B-iRGD в комбинации с олапарибом (токсическая 
концентрация 20 мкМ для клеток OVCAR3, UWB1.289 и A2780 и 1 мкМ для MDA-MB-436). Клетки A2780, OVCAR3, 
UWB1.289 (РЯ) либо MDA-MB-436 (РМЖ) инкубировали в течение 48 ч и анализировали жизнеспособность с 
помощью МТТ-теста. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Биоинформатический анализ. Анализ уровня  
экспрессии генов в опухолевых клетках по срав- 
нению с нормальными тканями проводили с 
помощью онлайн-инструмента TNMplot (https://
tnmplot.com/analysis/), предназначенного для 
сравнения экспрессии генов в нормальных и 
опухолевых тканях на основе баз данных Gene 
Expression Omnibus (NCBI-GEO), The Cancer 
Genome Atlas (TCGA), Therapeutical Applicable 
Research to Generate Effective Treatments (TARGET) 
и The Genotype-Tissue Expression (GTEx) [17]. 
В работе применяли два подхода, доступных 
в TNMplot. Прямое сравнение опухолевых и 

нормальных образцов (усредненных по всем 
нормальным тканям организма) проводили с 
помощью U-критерия Манна–Уитни, сравнение 
парных образцов опухолевых и локально располо- 
женных смежных нормальных тканей – с ис- 
пользованием парного статистического теста 
Уилкоксона, как описано в работе [17].

Корреляционный анализ экспрессии генов в 
опухолевых образцах осуществляли с помощью он- 
лайн-инструмента TNMplot (https://tnmplot.com/
analysis/) по данным РНК-секвенирования из баз 
данных Gene Expression Omnibus (NCBI-GEO) и 
The Cancer Genome Atlas (TCGA) [17] с подсчетом 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена 
(R).

Таблица 1. Значения полумаксимальной ингибирующей концентрации (IC50) и максимальной клеточной гибели 
(%) под действием белков DR5-B и SRH-DR5-B-iRGD в комбинации с олапарибом на клеточных линиях A2780, 
OVCAR3, UWB1.289 (РЯ) либо MDA-MB-436 (РМЖ)

Клеточная линия Показатель DR5-B DR5-B +  
олапариб SRH-DR5-B-iRGD SRH-DR5-B-iRGD + 

олапариб

А2780
Клеточная гибель, % 8.8 ± 1.2 62.8 ± 0.4 10.5 ± 1.3 63.2 ± 0.5

IC50, нМ >1000 >1000 >1000 >1000

OVCAR3
Клеточная гибель, % 62.6 ± 1.17 70.6 ± 1.1 72.5 ± 2.1 83.0 ± 0.8

IC50, нМ 0.062 ± 0.019 0.049 ± 0.020 0.010 ± 0.002 0.008 ± 0.002

UWB1.289
Клеточная гибель, % 34.7 ± 3.4 62.8 ± 1.1 49.4 ± 0.3 77.4 ± 2.4

IC50, нМ 0.058 ± 0.018 0.005 ± 0.002 0.013 ± 0.007 0.002 ± 0.001

MDA-MB-436
Клеточная гибель, % 33.8 ± 1.8 87.8 ± 0.6 78.2 ± 0.9 92.1 ± 0.3

IC50, нМ 0.065 ± 0.018 0.005 ± 0.001 0.041 ± 0.007 0.001 ± 0.0002

Таблица 2. Значения комбинационного индекса (CI) при комбинированном воздействии лигандов DR5-B и 
SRH-DR5-B-iRGD с олапарибом (20 мкМ для клеток OVCAR3, UWB1.289 и A2780 и 1 мкМ для MDA-MB-436), 
рассчитанного с помощью программного обеспечения CampuSyn

Концентрация лигандов, нМ 
CI

OVCAR3 A2780 UWB1.289 MDA-MB 436

DR5-B

0.05 0.1126 0.5209 0.7251 0.0045

0.5 0.0323 0.6164 0.5286 0.0009

5.0 0.0614 0.4436 0.4284 0.0012

SRH-DR5-B-iRGD

0.05 0.0184 0.6639 0.4975 0.0003

0.5 0.0144 0.6107 0.2949 0.0007

5.0 0.0048 0.4270 0.1909 0.0011
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Получение гибридных белков DR5-B и SRH-
DR5-B-iRGD. Рекомбинантные белки DR5-B 
и SRH-DR5-B-iRGD были экспрессированы в  
E. coli (штамм SHuffle B) и очищены, как описано 
ранее [16]. Вкратце, клетки трансформировали 
плазмидами pET32a/dr5-b или pET32a/srh-dr5-b-
irgd, после чего клеточные культуры выращивали 
при 28°C в течение 20 ч. После разрушения 
клеток с помощью French Press (Spectronic Instru- 
ments Inc., США) белки очищали от других ком- 
понентов растворимой клеточной фракции с 
помощью иммобилизованной металл-аффинной 
хроматографии на агарозе Ni-NTA (Qiagen, США). 
Окончательную очистку проводили на сорбенте SP 
Sepharose (GE Healthcare, Швеция). Очищенные 
белковые растворы диализовали против 150 мМ  
NaCl в течение 24 ч при 4°C, стерилизовали 
фильтрацией, лиофилизировали и хранили при 
–80°C.

Культивирование клеточных линий. Линии  
клеток A2780, OVCAR3 и UWB1.289 культи- 
вировали в ростовой среде RPMI-1640 (ПанЭко, 
Россия) с добавлением 1 мМ L-глутамина (ПанЭко, 
Россия), клетки MDA-MB-436 выращивали в 
среде DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением  
2 мМ L-глутамина. Все среды обогащали 10%-ной 
фетальной бычьей сывороткой (HyСlone, США), 
а также включали антибиотики пенициллин 
(100 мкг/мл) и стрептомицин (100 мкг/мл). 
Клетки культивировали в инкубаторе (37°C, 5%  
CO2). Клетки открепляли при помощи раст- 
вора 0.25%-ного трипсина-ЭДТА (ПанЭко, 
Россия). Пересевали клетки при достижении 
конфлюэнтности 70–80% (1 раз в 3–4 дня). 

Анализ клеточной жизнеспособности. Клет- 
ки засевали в 96-луночные культуральные план- 
шеты с обработанной поверхностью (SPL Life- 
sciences, Южная Корея) в количестве 7 × 103 кле- 
ток на лунку в полной ростовой среде. Через 24 ч  
в лунки вносили олапариб (Macklin, Китай), 
DR5-B либо SRH-DR5-B-iRGD в указанных 
концентрациях и инкубировали в течение 48 ч.  
Олапариб предварительно растворяли в DMSO 
до концентрации 10 мМ и добавляли к клеткам 
таким образом, чтобы конечное содержание 
DMSO в лунке не превышало 0.5% и не оказы- 
вало цитотоксического эффекта. Затем к клеткам  
добавляли 0.05% MTT (тиазолил синий тетра- 
золий бромид), инкубировали 4 ч, после чего образо- 

вавшиеся кристаллы растворяли в DMSO (100 мкл  
на лунку). 

Оптическую плотность измеряли при 570 нм с 
использованием планшетного спектрофотометра 
iMark (Bio-Rad, США). Жизнеспособность оцени- 
вали как % к контролю: 

(ODобразец – ODфон)/(ODконтроль – ODфон) × 100%.

Статистический анализ. Данные характери- 
зовались нормальным распределением и представ- 
ляли собой средние значения ± стандартное откло- 
нение трехкратных измерений. Значения полумакси- 
мальной ингибирующей концентрации (IC50) рас- 
считывали с использованием GraphPad Prism 8.0  
(GraphPad Software Inc., США). Значения клеточ- 
ной гибели вычисляли по формуле: 
100% ‒ (ODобразец – ODфон)/(ODконтроль – ODфон) × 100%.

Показатель комбинационного индекса (CI), при- 
меняемый для оценки взаимодействия препаратов 
при их совместном использовании, рассчитывали 
с помощью программного обеспечения CampuSyn 
(Biosoft, Великобритания) [22]. Анализ прово- 
дили при условии использования диапазона кон- 
центраций 0.005‒50 нМ DR5-B либо SRH-DR5-
B-iRGD и постоянной концентрация олапариба. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявлена повышенная цитотоксичность гиб- 
ридного белка SRH-DR5-B-iRGD по сравнению 
с DR5-B на клеточных линиях РЯ OVCAR3 и 
UWB1.289 и РМЖ MDA-MB-436. Показано 
синергичное действие ингибитора поли(АДФ-
рибоза)-полимеразы (PARP) олапариба как с 
DR5-B, так и с SRH-DR5-B-iRGD на линиях с 
различным мутационным статусом гена BRCA1. 
При этом степень синергизма зависела не от 
наличия мутации в гене BRCA1, а от исходной 
чувствительности клеток к лигандам DR5-B и  
SRH-DR5-B-iRGD. Поскольку гибридный белок  
SRH-DR5-B-iRGD обладал высокой цитоток- 
сичностью на исследованных линиях либо в 
монорежиме, либо в комбинации с олапарибом, он 
может рассматриваться в качестве перспективного 
препарата для терапии РЯ и РМЖ независимо от 
наличия мутации в гене BRCA1. 

Полученные данные могут лечь в основу даль- 
нейших исследований противоопухолевого дейст- 
вия гибридного белка SRH-DR5-B-iRGD in vivo. 
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Tumor cell death induction via activation of TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) 
cytokine signaling pathway is a promising strategy for anticancer therapy. Previously, we developed a fusion 
protein SRH-DR5-B-iRGD based on the DR5 (death receptor 5)-specific cytokine TRAIL variant DR5-B 
with antiangiogenic peptides. The SRH peptide specifically binds to the VEGFR2 (vascular endothelial 
growth factor receptor 2) receptor and blocks its VEGF-mediated activation; the iRGD peptide binds to 
integrin αvβ3 and the NRP-1 (neuropilin-1) receptor. All of these targets are known to be overexpressed 
on the surface of tumor cells. In the current study, we investigated the cytotoxic activity of the SRH-DR5-
B-iRGD fusion protein in comparison with DR5-B in vitro in ovarian and breast adenocarcinoma cell lines 
with different BRCA mutation status in combination with a targeted poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) 
inhibitor olaparib. Olaparib synergistically enhanced the cytotoxicity of TRAIL-based proteins regardless 
of the presence of BRCA mutations in the cells, and this effect was more pronounced for SRH-DR5-B-
iRGD. Thus, the combination of SRH-DR5-B-iRGD with olaparib can be considered as a new approach 
to treatment of ovarian and breast adenocarcinomas regardless of the presence of BRCA mutations. 

Keywords: TRAIL, DR5, VEGFR2, integrin αvβ3, ovarian cancer, breast cancer, BRCA, PARP, olaparib


