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RHAMM (рецептор гиалуронан опосредованной подвижности)-таргет 
пептиды индуцируют апоптоз клеток рака предстательной железы

Нии канцерогенеза рОНЦ им.Н.Н. блохина рАМН, Москва

исследован эффект RHAMM (рецептор 
гиалуронан опосредованной подвижности)-
таргет пептидов на жизнеспособность, апоп-
тоз и некроз клеток рака предстательной 
железы (PC3m-LN4). RHAMM-таргет пепти-
ды подавляли на 90 % жизнеспособность кле-
ток PC3m-LN4 при концентрации 10 мкг/мл 
(2х10-7 М) в течение 48 час, стимулировали 
апоптоз и ингибировали некроз опухолевых 
клеток. RHAMM-таргет пептиды не оказы-
вали влияния на фибробласты (неопухоле-
вые клетки и RHAMM-/-). Выявлено также, 
что RHAMM-таргет пептиды увеличивали 
активность каспаз-3/7 в опухолевых клетках.
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несмотря на многочисленные достижения 
в лечении онкологических заболеваний, рак 
предстательной железы (рПж) остается второй 
ведущей причиной смерти у мужчин в мире. 
Следовательно, по-прежнему, необходимы бо-
лее эффективные терапевтические подходы для 
улучшения лечения этого заболевания. 

 известно, что большое значение в прогрес-
сии рака имеет микроокружение опухолевой 
клетки, а именно, внеклеточный матрикс [2,20]. 
Полисахариды и белки внеклеточного матрикса 
играют важную роль в перерождении нормаль-
ной клетки в раковую и в дальнейшей про-
грессии ракового заболевания [1,3]. Во многих 
опухолях гиалуроновая кислота (ГК) составляет 
основную часть внеклеточного матрикса [13,16] 
и вовлечена в процессы миграции клеток, деле-
ния, ангиогенеза, воспаления, заживления ран и 
опухолевого роста [9,10]. Функция ГК зависит 
от молекулярной массы этого полисахарида. Вы-
сокомолекулярная ГК отвечает за структурные 
функции, в то время как низкомолекулярная 
ГК, связываясь с гиалуроновыми рецепторами 
(RHAMM, CD44), передает сигналы через кле-
точные пути, которые контролируют пролифера-
цию, дифференцировку, адгезию, подвижность и 
инвазивность опухолевых клеток [4,14,18,19]. 

 ГК является физиологическим лигандом 
RHAMM рецептора (также известным как CD168 

или HMMR, рецептор гиалуронан опосредо-
ванной подвижности). на модельных системах 
опухолей было показано, что RHAMM рецептор 
содержит центр связывания ГК, тубулина и осо-
бые области, необходимые для проявления его 
онкогенных свойств [7]. Установлено, что повы-
шенный синтез ГК наблюдается при таких забо-
леваниях как артрит, диабет и рак [14]. ГК игра-
ет важную роль в прогрессировании и прогнозе 
рака простаты через RHAMM-опосредованные 
сигнальные пути. В ряде работ показано, что 
в тканях и метастазах опухолей предстательной 
железы наблюдаются повышенные уровни ГК и 
RHAMM рецептора, которые совместно с HYAL-
1 гиалуронидазой способствуют росту опухоли 
и связаны с плохим прогнозом [11,13]. Поэтому 
ГК и RHAMM рецептор являются перспектив-
ными мишенями для разработки лекарственных 
препаратов с целью лечения онкологических за-
болеваний, и, в частности, рПж. 

 В ряде работ показано, что RHAMM явля-
ется иммуногенным антигеном при острой и 
хронической лейкемии, раке молочной железы 
и участвует в совместном сигнальном пути с а 
рецептором андрогенов в раке простаты [5,9,19]. 
RHAMM рецептор используется для иммуно-
терапии; например, вакцинация с помощью 
RHAMM-R3 пептида применялась при острой 
миелоидной лейкемии, миелодиспластическом 
синдроме и множественной миеломе [15]. Кро-
ме того, блокирование центра связывания ГК на 
RHAMM рецепторе и модуляция его функции 
могут препятствовать развитию опухоли. так, 
было показано, что 4-метилумбеллиферон ( пи-
щевая добавка и ингибитор ГК) является мощ-
ным апоптическим реагентом с сильными анти-
инвазивными и антиангиогенными свойствами, 
направленными против клеток рака простаты 
[6]. Поэтому одним из перспективных методов 
лечения рака предстательной железы является 
разработка новых эффективных ингибиторов ГК, 
селективно блокирующих RHAMM рецептор 
и его сигнальные пути. ранее RHAMM-таргет 
пептиды, специфично взаимодействующие с 
RHAMM рецептором, были идентифицирова-
ны и охарактеризованы [7,8]. Установлено, что 
RHAMM-таргет пептиды конкурируют за центр 
связывания с ГК, селективно связываются с ре-
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комбинантным белком RHAMM, легко прони-
кают внутрь опухолевых клеток и стабильны в 
сыворотке крови [8]. однако, влияние RHAMM-
таргет пептидов на опухолевые клетки рака 
предстательной железы исследовано не было.

 В настоящей работе изучен эффект RHAMM-
таргет пептидов на выживаемость, апоптоз и не-
кроз клеточной культуры рака предстательной 
железы.

Материалы и методы 

линии клеток
использованы три линии клеток: адгезивные клетки 

рака предстательной железы человека (PC3m-LN4), ха-
рактеризующиеся повышенной экспрессией RHAMM ре-
цептора, нормальные фибробласты мыши и фибробласты 
(RHAMM-/-). Клеточные линии фибробластов (RHAMM-/-) 
были получены, как описано ранее [19]. Способ культиви-
рования: адгезивный в среде DMEM с 10% эмбриональной 
бычьей сывороткой при 37°C, 5% CO2. 

Синтез пептидов
 RHAMM- таргет пептиды (EEDFGEEAEEEA= пептид 

1; VEGEGEEGEEY= пептид № 2) были получены, как опи-
сано ранее [7,8].

оценка жизнеспособности клеток флуоресцентным 
методом (AlamarBlue)

 Данный метод основан на способности митохондри-
альных дегидрогеназ живых клеток превращать «синий», 
слабо флуоресцентный резазурин в « розовый», сильно 
флуоресцирующий резофурин. PC3m-LN4 клетки засевали 
в 96-луночные планшеты по 1000 клеток в лунке в 200 мкл 
ростовой среды и выращивали клетки в течение 24 час в 
инкубаторе при 370C, 5% CO2 и 95% влажности. Затем в 
лунки добавляли 10 мкг / мл (2х10-7 м) RHAMM-таргет 
пептидов, а в контроль - равное количество фосфатно-со-
левого буфера и инкубировали в течение 24 час при 370C. 
на каждую дозу препарата и контроль использовали не 
менее трех лунок. Затем добавляли 10 мкл AlamarBlue ре-
агента непосредственно к клеткам в ростовую среду через 
0,5; 3; 24 и 48 часов. 

 интенсивность флуоресценции измеряли при 570/590 
нм, используя флуоресцентный планшетник. жизнеспособ-
ность клеток при действии RHAMM-таргет пептидов оце-
нивалась сравнением флуоресценции в экспериментальных 
лунках с флуоресценцией в контрольных лунках. Все из-
мерения дублировались три раза, и данные представлены 
как средние от трех повторных экспериментов.

оценка эффекта RHAMM –таргет пептидов на апоп-
тоз и некроз раковых клеток

 Клетки рака предстательной железы (PC3m-LN4), 
нормальные клетки (фибробласты мыши) и фибробласты 
(RHAMM-/-) высевали на плоскодонные 96-луночные план-
шеты при плотности 1000 клеток в лунке и клетки вы-
ращивали в течение 24 час в инкубаторе при 37 0C , 5% 
CO2 и 95% влажности. Затем в лунки добавляли RHAMM-
таргет пептиды (2х10-7 м), а в контроль добавляли равное 
количество фосфатно-солевого буфера и инкубировали в 
течение 24 час при 37 0C. Для количественной оценки 
апоптоза и некроза клеток использовали ELISAPLUS Kit 
(Roche Diagnostic). индукцию апоптоза и некроза с помо-
щью пептидов определяли измерением гистоновых компо-
нентов моно-, олигонуклеосом (гистоны н1 , H2A , H3 и 
H4), являющихся индикаторами апоптоза и некроза. 

 оптическую плотность измеряли при 405/490 нм. Все 
измерения дублировались три раза, и данные представлены 
как средние от трех повторных экспериментов.

определение активности каспаз-3/7 колориметриче-
ским методом

 Клетки рака предстательной железы человека (PC3m-
LN4) засевали с плотностью 1000 клеток в лунке в 24-лу-
ночные платы и инкубировали 24 часа в ростовой среде 
DMEM (Multicell) с 10% эмбриональной бычьей сыворот-
кой. Затем RHAMM-таргет пептиды (2х10-7 м) добавля-
ли к клеткам и инкубировали в течение 24 час при 370С. 
В контрольные культуры добавляли обычную ростовую 
среду, содержащую 10% сыворотки. Для количествен-
ного измерения активности каспаз-3/7 был использован 
Сaspase-3 Сolorimetric аssay Kit (GenScript, USA). актива-
ция каспаз-3/7 определялась измерением расщепления ко-
лориметрического субстрата, специфичного для каспаз-3/7 
(DEVD–p-нитроанилид). 

 измерение оптической плотности каждой лунки произ-
водилось с использованием многорядного счетчика Wallac 
1420 (Perkin Elmer) при 405 нм. Данные представляются 
как средние от трех повторных экспериментов.

Статистическая обработка данных
Статистическая обработка всех полученных данных 

была выполнена с помощью компьютерной программы 
GraphPad Prizm, One–Way ANOVA. различия считались 
достоверными при p< 0,05. 

результаты и обсуждение 

RHAMM-таргет пептиды ингибируют жиз-
неспособность клеток PC3m-LN4.

измеряли эффект RHAMM-таргет пепти-
дов на жизнеспособность клеток рака пред-
стательной железы (PC3m-LN4), для которых 
характерна повышенная экспрессия RHAMM 
рецептора (Oncogen). Чтобы понять, могут ли 
RHAMM-таргет пептиды ингибировать рост 
раковых клеток, клетки PC3m-LN4 обрабаты-
вались пептидами при низкой концентрации 
10 мкг / мл (2х10-7 м) в течение 0,5; 3; 24 
и 48 час. Деление клеток анализировалось с 
помощью резазурина (AlamarBlue реагент), как 
описано в « методиках исследования». резуль-
таты показали, что оба пептида ингибировали 
жизнеспособность опухолевой клеточной куль-
туры во времени (рис. 1). Это свидетельствует 
о том, что RHAMM-таргет пептиды значитель-
но ингибируют активность митохондриальных 
дегидрогеназ клетки.

инкубация с пептидами в течение 48 час по-
давляла жизнеспособность PC3m-LN4 клеток на 
~ 90 % (рис.2).  

Следует подчеркнуть, что жизнеспособность 
клеточных культур рака предстательной железы 
значительно подавлялась низкими концентраци-
ями RHAMM-таргет пептидов (2х10-7 м), что 
указывает на то, что RHAMM-таргет пептиды 
являются перспективными кандидатами в каче-
стве противоопухолевых препаратов.

RHAMM-таргет пептиды модулируют апоп-
тоз и некроз раковых клеток предстательной 
железы.

так как жизнеспособность клеток значитель-
но подавлялась RHAMM-таргет пептидами, было 
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важно классифицировать, какой тип гибели на-
блюдался в клетках PC3m-LN4. необработанные 
пептидами клетки показали небольшой уровень 
апоптоза, поскольку каждая экспоненциально ра-
стущая клеточная культура содержит некоторое 
количество мертвых клеток (в норме приблизи-
тельно 3 %) вследствие спонтанной дифферен-
циации и взросления клеточной линии. В то же 
время обработка клеток пептидами показала, что 
RHAMM-таргет пептиды (2х10-7 M) увеличивали 
уровень апоптоза в раковых клетках, примерно, 
в 2 раза (табл.1).

 Эти результаты указывают на то, что 
RHAMM-таргет пептиды вовлечены в апоптоз-
ные пути, которые индуцируют потерю энергии 
и ингибирование работы мембранных насосов 
клетки. 

 При исследовании эффекта пептидов на не-
кроз PC3m-LN4 клеток выявлено, что оба пеп-
тида значительно ингибировали некротическую 

гибель опухолевых клеток (приблизительно, в 
4 раза), табл. 1. Следует отметить, что поведе-
ние RHAMM-таргет пептидов сходно с PARP- 
ингибиторами, которые стимулируют апоптоз 
клеток, и в то же время ингибируют некроз 
опухолевых клеток, через ингибирование фер-
мента PARP (poly-ADP-ribose polymerase) [17]. 
Как известно, ингибирование некроза является 
хемо-профилактической стратегией при лече-
нии онкологических заболеваний [12]. 

 Для подтверждения специфичности дей-
ствия пептидов на опухолевые клетки, изучали 
влияние RHAMM-таргет пептидов на апоптоз 
и некроз в нормальных фибробластах и фи-
бробластах (RHAMM-/-). результаты показали, 
что RHAMM-таргет пептиды не оказывали зна-
чительного эффекта на апоптоз и некроз нор-
мальных клеток. оба пептида также практиче-
ски не оказывали влияния на апоптоз и некроз 
(RHAMM-/-) клеток, табл.1. 

рис.1. Эффект RHAMM-таргет пептидов на жизнеспособность клеток рака простаты (PC3m-Ln4) во времени

рис. 2. ингибирующий эффект RHAMM-таргет пептидов на жизнеспособность PC3m-Ln4 клеток через 48 час.
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 Эти результаты подтверждают, что эффект 
RHAMM-таргет пептидов является специ-
фичным для опухолевых клеток и RHAMM-
опосредованным. В целом, полученные данные 
показали, что низкие концентрации RHAMM-
таргет пептидов (2х10-7 м) селективно индуци-
руют гибель клеток рака предстательной железы. 

 Влияние RHAMM-таргет пептидов на ак-
тивность каспаз-3/7.

 Поскольку пептиды стимулировали апоп-
тоз раковых клеток, исследовалось влияние 

RHAMM-таргет пептидов на активность ка-
спаз-3/7 в PC3m-LN4 клетках. К клеткам 
добавляли RHAMM-таргет пептиды (2х10 
-7 M) и инкубировали в течение 24 час. За-
тем активность каспаз-3/7 измеряли методом 
расщепления меченого субстрата DEVD – 
p-нитроанилида. результаты показали, что ак-
тивность каспаз-3/7 увеличилась примерно в 2 
раза в клетках, обработанных пептидами, по 
сравнению с контрольными необработанными 
клетками (рис.3). 

рис. 3. индукция активности каспаз-3/7 посредством RHAMM-таргет пептидов в клетках рака простаты (PC3m-Ln4). 

Таблица 1. 
Эффект RHAMM-таргет пептидов на апоптоз и некроз клеточной линии PC3m-LN4, фибробластов и (RHAMM-/-) клеток. 
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Эти данные подтверждают участие каспаз-3/7 
в индукции апоптоза в опухолевых клетках 
PC3m-LN4. таким образом, наши результаты 
показывают, что RHAMM-таргет пептиды инги-
бируют жизнеспособность, некроз и индуциру-
ют апоптоз клеток рака предстательной желе-
зы. Эти данные позволяют предположить, что 
RHAMM-таргет пептиды являются перспектив-
ными кандидатами для терапии рака предста-
тельной железы. 
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RHAMM (receptor hyaluronan-mediated 
motility)-target peptides induce apoptosis  

in prostate cancer cells
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In this work the effect of RHAMM (receptor hyaluronan-
mediated motility)-target peptides was investigated on the vi-
ability, apoptosis and necrosis of prostate cancer cells (PC3m-
LN4). It has been established that RHAMM-target peptides 
inhibited on 90 % cell viability of PC3m-LN4 cells at a con-
centration of 10 ug / ml (2х10-7 м) for 48 h. It has shown 
that RHAMM-target peptides induced apoptosis and inhibited 
necrosis of tumor cells. RHAMM-target peptide had no effect 
on fibroblasts (non-tumor cells) and fibroblasts (RHAMM-/-). 
The studies also revealed that RHAMM-target peptides en-
hanced activity of caspase-3/7 in cancer cells.

Key words: RHAMM (receptor hyaluronan-mediated mo-
tility), RHAMM-target peptides, apoptosis, necrosis, cancer




