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 Рак предстательной железы (РПЖ) является одним из самых распространенных онкологических забо-
леваний, которое в своем развитии проходит две стадии: локализованный РПЖ и кастрационно-ре-
зистентный РПЖ (КР-РПЖ). Первая стадия – локализованный РПЖ – может неопределенно долго 
протекать в дремлющей форме, не требующей активного медицинского вмешательства, или неожи-
данно переходить в агрессивную метастатическую форму (KР-РПЖ), заканчивающуюся быстрым ле-
тальным исходом. Патогенез перехода дремлющей формы РПЖ в метастатическую форму остается 
не полностью изученным. Сигнальные пути опухолевого супрессора pRb и протоонкогена β-катенина 
являются, вероятно, наиболее вовлеченными в патогенез РПЖ, однако роль их взаимодействия не 
исследована. Изучение патогенеза опухолей других тканей позволяет предположить, что в начальной 
стадии развития РПЖ pRb теряет некоторые свойства опухолевого супрессора, что может происходить 
при его взаимодействии с  β-катенином и дает возможность опухолевым клеткам получить конку-
рентные преимущества для размножения. В нашей работе мы показали, что гены  RB и β-катенина 
(CTNNB1) экспрессируются в опухолевой и нормальной ткани предстательной железы (ПЖ). В от-
личие от β-катенина, pRb не выявляется в иммуноблотинге в опухолевой и нормальной ткани ПЖ, но 
легко определяется таким способом в экстрактах контрольных клеток линии T98G. С одной стороны, 
ко-иммунопреципитация антителами к pRb из экстрактов опухолевой и нормальной ткани ПЖ дает 
возможность выявить этот белок и β-катенин последующим иммуноблотингом, что свидетельствует 
о физическом взаимодействии названных белков в ткани ПЖ. С другой стороны, иммунопреципита-
ция β-катенина антителами к его С-концевому фрагменту не дает возможности выявить этот белок 
в экстрактах ПЖ последующим иммуноблотингом с помощью тех же антител. В противоположность 
ткани ПЖ, β-катенин легко определяется в иммунопреципитации, совмещенной с иммуноблотингом, 
в экстрактах контрольных клеток T98G. Полученные данные дают возможность предположить, что RB 
и β-катенин физически взаимодействуют друг с другом в клетках различной тканевой специфично-
сти. В клетках линии T98G такое взаимодействие происходит, вероятно, через С-концевой фрагмент 
β-катенина, но в клетках ПЖ оно осуществляется другим путем, поскольку С-фрагмент β-катенина 
оказывается экранированным от такого взаимодействия, возможно из-за его физической ассоциации 
с pRb.
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в реальном времени, AR – андрогенный рецептор, CTNNB1 – ген β-катенина, передающего сигналы 
в каноническом сигнальном пути Wnt/β-катенин, RB – ген чувствительности к ретинобластоме; 
pRb – продукт гена RB.
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Ген RB, определяющий чувствительность к воз-
никновению ретинобластомы, был первым опухо-
левым супрессором, который удалось клонировать 
в 1986–1987 гг. (Friend et al., 1986; Lee et al., 1987). 

С тех пор RB и его продукт pRb постепенно заняли 
центральное место в публикациях, посвященных 
изучению основных клеточных функций и их на-
рушений при онкологических заболеваниях.
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Область регуляторной активности RB включает 
эмбриональные стволовые, соматические стволо-
вые и дифференцированные клетки различных 
тканей (Sage, 2012). Онкосупрессорная активность 
pRb основана на его канонической роли в регу-
ляции клеточного цикла и неканонической роли 
в регуляции состояния хроматина (Weinberg, 1995; 
Sherr, 1996; Dyson, 1998; Dick et al., 2018).

Многофункциональность pRb опосредована его 
свойством взаимодействовать со множеством раз-
личных регуляторных белков. Основными партне-
рами pRb являются транскрипционные факторы се-
мейства E2F, которые опосредуют его регуляторное 
воздействие на клеточный цикл и хроматин (Dyson, 
1998). В ходе такого взаимодействия белки семей-
ства E2F, имеющие сайты связывания в промото-
рах множества генов, физически взаимодействуют с 
pRb, способствуют формированию комплекса pRb-
E2F на промоторах генов-мишеней и прямому или 
опосредованному торможению их транскрипции 
путем рекрутирования комплексов или отдельных 
белков, например метилтрансферазы Ezh2. Ezh2 
триметилирует лизин 27 гистона Н3 (Н3К27ме3). 
Такая модификация хроматина в промоторах ге-
нов плюрипотентности OCT4, SOX2 в эксперименте 
вызывает их сайленсинг, сохраняющий стволовые 
клетки в состоянии самоподдержания и тормозя-
щий их дифференцировку в тканеспецифические 
специализированные клетки (Kareta et al., 2015; 
Dick et al., 2018). Потеря, мутации, метилирование 
промотора RB или посттрансляционные модифика-
ции его продукта ведут к изменениям внутрикле-
точной сигнализации и возникновению опухолей 
в различных тканях, включая предстательную же-
лезу (ПЖ)  (Mandigo et al., 2021).

В мужской репродуктивной системе ПЖ яв-
ляется небольшим вспомогательным органом, 
который в настоящее время находится в центре 
биомедицинских исследований вследствие самой 
высокой чувствительности к онкогенной транс-
формации среди других органов у мужчин.

Рак предстательной железы (РПЖ) диагности-
руется в течение жизни у каждого восьмого лица 
мужского пола (Siegel et al., 2021). ПЖ формиру-
ется и функционирует в эмбриональной жизни и 
после рождения под контролем сигнального пути 
андрогенного рецептора (AR) (Сunha, 1994). AR 
наиболее высоко экспрессируется в люминальном 
эпителии ПЖ, фенотип которого доминирует при 
РПЖ, поэтому AR является критическим эффек-
тором возникновения и прогрессии РПЖ и эф-
фективности его терапии (Balk, Knudsen, 2008).

С одной стороны, AR способствует делению 
клетки путем индукции экспрессии циклина D1, 
образованию активной киназы циклин-D/Cdk4,6 
и последующей инактивации pRb путем его гипер-
фосфорилирования (Xu et al., 2006). pRb являет-
ся убиквитарным негативным регулятором кле-
точного цикла. В начале фазы G1 он находится 
в гипофосфорилированном активном состоянии 
и индуцирует остановку клеточного цикла в ре-
стрикционной точке R1 перед началом реплика-
ции ДНК путем связывания и секвестрирования 
активаторных транскрипционных факторов E2Fs 
(E2F1-E2F3). Фосфорилирование pRb киназами 
циклин-D/Cdk4,6 и циклин-Е/Cdk2 освобождает 
белки E2Fs от связи с ним.

В несвязанном с pRb состоянии белки E2Fs 
способствуют последовательному формированию 
циклин-зависимых киназных комплексов, вклю-
чающих циклины D, E, A, М. Такие комплексы 
создают механизм последовательного прохожде-
ния клеткой фаз G1, S, G2/M клеточного цикла 
(Dyson, 1988;  Рябов и др., 2022).

С другой стороны, проксимальный и дисталь-
ный промоторы гена AR содержат сайты связы-
вания белков E2Fs, передающих регуляторное 
влияние pRb на транскрипцию AR. Сигнальный 
путь pRb–E2F1 транскрипционно тормозит экс-
прессию AR и его мишеней – генов ПСА и се-
риновой трансмембранной протеазы (  TMPRSS2). 
При потере RB происходит активация сигнального 
пути AR и связанное с ним повышение уровня 
продуктов ПСА и TMPRSS2. Ген TMPRSS2 у ча-
сти пациентов с РПЖ формирует рекомбинант-
ную последовательность путем слияния с геном 
ERG (TMPRSS2-ERG), которая является маркером 
РПЖ (Tomlins et al., 2008).

Утрата RB играет ключевую роль в патогене-
зе и снижении эффективности медикаментозного 
лечения РПЖ, направленного на модуляцию сиг-
нального пути AR. Прогрессирование РПЖ вклю-
чает две отдельные стадии: локализованный РПЖ 
и кастрационно-резистентный РПЖ (КР-РПЖ). 
В первой стадии болезнь может протекать неопре-
деленно долго в дремлющей форме, не угрожающей 
жизни пациента, или внезапно трансформироваться 
в агрессивный КР-РПЖ, сопровождающийся бы-
стрым летальным исходом (Mandigo et al., 2021). По-
теря RB обнаруживается менее, чем у 1% пациентов 
с локализованным РПЖ, но у 30–60% пациентов 
с  КР-РПЖ (Sharma et al., 2010; McNair et al., 2018).

Механизм утраты pRb свойств опухолевого су-
прессора при локализованном РПЖ не ясен, но 
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изучение патогенеза опухолей других тканей позво-
ляет предположить, что в начальной стадии разви-
тия опухоли pRb может терять некоторые свойства 
опухолевого супрессора, что дает возможность опу-
холевым клеткам получить конкурентные преиму-
щества для размножения (Viatour, Sage, 2011).

Пациенты с раком грудной железы, у которых 
выявляется потеря pRb, демонстрируют более про-
должительный период безрецидивной выживаемо-
сти после химиотерапии по сравнению с пациен-
тами с нормальным уровнем pRb (Derenzini et al., 
2008). Сигнальный путь Wnt/β-катенин конститу-
тивно активирован более чем в 90% случаев коло-
ректального рака, при котором в некоторых слу-
чаях амплифицируется локус RB (Cancer Genome 
Atlas Network, 2012).

Опухоль может использовать разные механиз-
мы отмены негативного влияния pRb на ее рост. 
В нормальных условиях pRb способствует мито-
хондриальному апоптозу путем увеличения прони-
цаемости внешней митохондриальной мембраны, 
опосредованному взаимодействием pRb с белком 
Bax. Потеря RB и его взаимодействия с Bax умень-
шает уровень апоптоза и его защитную роль при 
росте опухоли (Wang et al., 2017). pRb тормозит 
транскрипцию E2F1, который способствует акти-
вации сигнального пути ARF-p53, вызывающего 
апоптоз (Weber et al., 2000).

В условиях потери pRb могут накапливаться 
реактивные формы кислорода, вызывающие ак-
тивацию аутофагии (Ciavarra, Zacksenhaus, 2011). 
Функции pRb почти всегда сохраняются при раке 
толстого кишечника, при котором pRb способ-
ствует росту опухоли путем транскрипционной 
супрессии E2F1, тормозящего продукцию β-кате-
нина (Morris et al., 2008).

Другой механизм участия β-катенина в разви-
тии опухолей толстого кишечника реализуется при 
хроническом воспалении и опосредуется факто-
ром некроза опухолей (TNF). В таких случаях TNF 
активирует каспазу 8, которая протеолизирует pRb 
в его С-концевой части, тогда как клетки с му-
тацией RB в С-домене проявляют устойчивость 
к апоптозу, индуцированному TNF (Chau et al., 
2002).

Устойчивость к апоптозу также повышена в 
клеточных линиях, происходящих из толстого 
кишечника и экспрессирующих ядерный β-кате-
нин, взаимодействие которого с pRb, вероятно, 
тормозит митохондриальный апоптоз (Han et al., 
2013). Взаимодействие между pRb и β-катенином 
при локализованном РПЖ не изучалось.

Цель настоящей работы заключалась в изуче-
нии взаимодействия pRb с β-катенином в опухоле-
вой и окружающей нормальной ткани ПЖ, полу-
ченных от пациентов, подвергнутых радикальной 
простатэктомии по поводу локализованного РПЖ.

Первая задача работы заключалась в оценке 
экспрессии эпителиальных маркеров (цитокера-
тина 5 и AR), опухолевого маркера (AMACR), ге-
нов CTNNB1 (β-катенина) и RB в опухолевой и 
нормальной ткани ПЖ.

Вторая задача состояла в определении уровня 
белков pRb и β-катенина в тех же тканях путем 
иммуноблотинга и иммунопреципитации.

Третья задача включала в себя оценку взаимо-
действия pRb и β-катенина в указанных тканях 
с помощью иммуноблотинга и иммунопреципи-
тации.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Пробы ткани ПЖ. Образцы ткани получали от 

пациентов, подвергнутых радикальной простатэк-
томии по поводу РПЖ в урологическом отделе-
нии Ленинградского областного клинического 
онкологического диспансера им. Л.Д. Романа 
( ЛОКОД) в соответствии с протоколом, утвер-
жденным биоэтическим комитетом Института 
цитологии РАН и согласованным с отделом кли-
нических исследований ЛОКОД.

Пробы ткани ПЖ весом около 100 мг, включая 
опухолевый узел или нормальную ткань того же 
слоя, помещали в пробирки с 5 мл стерильной 
среды RPMI 1640, содержащей 50 мкг/мл гента-
мицина (“Биолот”, Россия). Каждую из двух проб 
разделяли острыми ножницами на две части, одна 
из которых предназначалась для экстрагирования 
тотальной РНК и общеклеточного белка. Вторую 
часть обрабатывали коллагеназой для приготовле-
ния клеточной суспензии, которую использовали 
в дальнейшем для получения первичных клеточ-
ных двумерных культур.

Стабильная клеточная линия T98G. Глиобласто-
ма человека T98G широко используется в качестве 
золотого стандарта клеток, продуцирующих белки 
pRb и β-катенин (Hansen et al., 2001; Петров и 
др., 2016; Popov et al., 2020). Клетки были полу-
чены из коллекции культур клеток позвоночных 
Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, 
Россия). Клетки культивировали в среде DMEM/
F12 с 10% фетальной бычьей сыворотки, гента-
мицином (50 мкг/мл) при 6% CO2 и 100%-ной 
влажности.
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Получение первичных клеточных культур из об-
разцов тканей ПЖ. Пробы ткани ПЖ, предназна-
ченные для получения клеточных культур, поме-
щали в 100-мм чашки Петри с 10 мл стерильного 
фосфатно-солевого буферного раствора (PBS). 
Далее пробы разрезали стерильными ножницами 
на кусочки размером 1 мм, переносили в 15 мл 
конические пластиковые пробирки (TTP, Ново-
сибирск, Россия), и подвергали ферментативной 
обработке в 1 мл раствора, содержащего 5 мг кол-
лагеназы II типа (Life Technologies, США) в 1 мл 
среды Advanced DMEM/F12, содержащей 50 мкг/
мл пенициллина и стрептомицина, 10 мМ Hepes 
и 1-кратный GlutaMAX (adDMEM/F12+++, Life 
Technologies, CША).

Далее добавляли ингибитор Rho-киназы Y27632 
(Abmole Bioscience, США) до конечной концен-
трации 10 мкМ и дигидротестостерон (Sigma, 
США) до конечной концентрации 1 нМ (Drost et 
al., 2016). Пробирки с материалом инкубировали 
на ротационном шейкере (PST-60 HL-4, “Био-
сан”, Латвия) 18 ч при 37 С и 230 rpm.

Затем суспензии центрифугировали при 250 g 
5 мин, клеточные осадки отмывали в 5 мл среды 
adDMEM/F12, фильтровали через нейлоновые 
сито с порами 70 мкм (Corning, CША), осажда-
ли при 250 g 5 мин, осадок ресуспендировали в 
1 мл раствора TrypLE Express (Life Technologies, 
США) в течение 1 ч на ротационном шейкере 
(PST-60 HL-4, “Биосан”, Латвия) при 37 С и 
230 rpm.

Затем к суспензии добавляли 5 мл среды 
adDMEM/F12, клетки осаждали центрифугирова-
нием при 250 g 5 мин, осадок ресуспендировали 
в 500 мкл среды adDMEM/F12+++.

Для подсчета количества клеток 5 мкл кле-
точной суспензии смешивали с 45 мкл 1%-ной 
уксусной кислоты и 50 мкл 2%-ного трипанового 
синего (“Биолот”, Россия), клетки подсчитывали 
в камере Горяева.

Для получения первичных клеточных культур 
2 · 105 клеток из клеточной суспензии добавляли 
в 4 мл специальной среды SCBM (Lonza, Швей-
цария) для стромальных клеток ПЖ человека и 
вносили в 60 мм культуральные чашки, предва-
рительно покрытые коллагеном (“Биолот”, Рос-
сия). Имиджи клеток первичных культур получа-
ли через 2–4 недели культивирования, используя 
микроскопа Axiovert 200M (Германия), камеру 
DFC420 в режиме проходящего света или фазо-
вого контраста, объектив 20*/0.5; размер снимка 
составлял 1728×1296 пикселей.

Извлечение тотальной РНК из проб ткани ПЖ 
пациентов, синтез кДНК. Пробы ткани ПЖ разме-
ром 2×2 мм помещали в стальную ступку, охла-
ждали жидким азотом и растирали пестиком. 
Полученный порошок переносили в отдельную 
пробирку и добавляли 1 мл ExtractRNA (“Евро-
ген”, Россия), оставляли на льду на 5 мин. Затем 
в каждую пробирку добавляли по 200 мкл охла-
жденного хлороформа и суспензию перемешивали 
на вортексе.

После этого пробирки ставили в лед на 3 мин, 
центрифугировали 15 мин при 4 С и 13 000 g, 
верхнюю фазу супернатанта переносили в новые 
пробирки и добавляли 500 мкл изопропанола 
(Sigma, США). Инкубировали на льду 10 мин, за-
тем центрифугировали 10 мин при 4 С и 13 000 g, 
удаляли супернатант, добавляли по 1 мл 70%-
ного этанола, центрифугировали 5 мин при 4 С 
и 7600 g. Полностью удаляли супернатант, оса-
док сушили при комнатной температуре 10 мин, 
растворяли в 32 мкл безнуклеазной воды (Thermo 
Fisher Scientific, США) и инкубировали 15 мин 
при 57.5°С.

Концентрацию РНК измеряли на спектро-
фотометре NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher 
Scientific, США). Для синтеза кДНК 2 мкг РНК 
смешивали с 1 мкл праймера олиго-дТ18 (“Алкор 
Био”, Россия), объем смеси доводили до 11 мкл 
и инкубировали при 70 С 10 мин; охлаждали, 
добавляли 2 мкл буфера для обратной транскрип-
тазы (SibEnzyme, Россия), 2 мкл 10 мМ смеси 
дНТФ (Beagle, Россия), 0.5 мкл ингибитора ри-
бонуклеаз RiboLock (Thermo Scientific, США), 40 
ед. обратной транскриптазы (SibEnzyme, Россия), 
предварительно разведённой в буфере для обрат-
ной транскриптазы, и инкубировали 1 ч при 37°С. 
Реакцию останавливали нагреванием до 70 С 
в течение 10 мин.

Полимеразная цепная реакция с обратной транс-
крипцией (ПЦР-ОТ). Смесь реагентов для прове-
дения ПЦР включала в себя: 1 мкл 10 мМ смеси 
дНТФ (Beagle, Россия), 2.5 мкл 10-кратного бу-
фера для Taq-полимеразы (“Алкор Био”, Россия), 
2.5 мкл 10 мМ MgCl2, 1 мкМ прямого и обратного 
праймеров (“Алкор Био”, Россия), 2 мкл кДНК, 
0.25 мкл Taq-полимеразы (“Алкор Био”, Россия) и 
воду до 25 мкл общего объeма реакционной смеси.

Смесь готовили при температуре тающего льда. 
Амплификацию проводили на термоциклере Bio-
Rad T100 (США) при следующем температур-
ном режиме: инициирующее плавление – 1 мин, 
94 С; плавление – 15 с, 94 С; отжиг – 30 с, 
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58 С;  элонгация – 30 с, 72 С (40 циклов); пла-
то – 10 мин, 72 С. Продукты ПЦР-амплификации 
подвергали электрофорезу в 2%-ном агарозном геле 
с бромистым этидием, размер отдельных амплико-
нов в агарозном геле определяли при сравнении их 
подвижности с маркерами 50 пар оснований (п. о.) 
(Invitrogen, США) на имиджах, полученных с по-
мощью Bio-Rad ChemiDoc XRS+ (США) (табл. 1).

ПЦР в реальном времени (ПЦР-РВ). Обще-
клеточную РНК выделяли при помощи набора 
для выделения РНК на колонках “Биолабмикс” 
(Новосибирск, Россия). Осадок клеток ресуспен-
дировали в 50 мкл PBS, добавляли по 350 мкл 
буфера для лизиса LB из набора, пипетировали, 
инкубировали в течение 10 мин. Добавляли к ли-
зату равный объем этанола, переносили на колон-
ки, центрифугировали 30 с при 10 000 g, удаляли 
фильтрат. Наносили на колонки по 500 мкл бу-
фера для промывки из набора, центрифугировали 
30 с при 10 000 g и удаляли фильтрат. Повторяли 
эту же процедуру с буфером для промывки WB2. 
Колонки центрифугировали при 10 000 g в течение 
3 мин для полного удаления промывочного буфера 
и переносили их в новые микропробирки. Далее 
на фильтр каждой колонки дважды наносилось по 
60 мкл буфера для элюции EB из набора, после 
чего колонки оба раза инкубировали в течение 
1 мин при комнатной температуре и центрифу-
гировали 1 мин при 10 000 g.

Количество РНК определяли спектрометриче-
ски при длине волны 260 нм. Для синтеза кДНК 
2 мкг РНК смешивали с 2 мкл 20 мкМ раствора 
случайного гексапраймера (“Биолабмикс”, Ново-
сибирск, Россия), объем смеси доводили до 12 мкл 
и инкубировали при 70 С 3 мин, реакционную 
смесь охлаждали, добавляли к ней 4 мкл 5-крат-
ного буфера, 1 мкл (200 ед.) обратной транскрип-
тазы M-MuLV-RH (“Биолабмикс”, Новосибирск, 
Россия), 1 мкл 10 мМ смеси dNTP и 2 мкл 0.1 М 

ДТТ, инкубировали 10 мин. при 25 С и затем 
60 мин при 42 С.

Реакцию останавливали нагреванием до 70 С 
в течение 10 мин. ПЦР-РВ проводили на ампли-
фикаторе Bio-Rad CFX96 Touch со следующими 
параметрами: инициирующее плавление – 6 мин. 
95°С, плавление – 15 с 95 С, отжиг – 30 с 60 С, 
синтез – 60 с 70 С, 40 циклов.

Реакционная смесь состояла из 15 мкл 2-крат-
ного раствора HS-qPCR SYBR Blue, содержащего 
дезоксинуклеозидтрифосфаты (dNTP), ПЦР-бу-
фер, MgCl2, Taq ДНК-полимеразу, SYBR Green 
I и инертный краситель (“БиоМастер”, Россия), 
0.2 мкМ прямого и обратного праймеров (см. 
табл. 1), синтезированных в компании “Евроген” 
(Россия), 0.2 мкл кДНК и воды до объeма 30 мкл.

В качестве контрольного гена использовали 
GAPDH. Нормализованную экспрессию рассчи-
тывали по формуле Cq = CqGOI / CqGAPDH, 
где GOI – ген интереса, а Cq – относительное ко-
личество, рассчитанное из разницы между средним 
значением цикла выхода Cq и самым низким сред-
ним значением Cq среди образцов в эксперименте. 
Для всех генов ПЦР-РВ повторяли шесть раз.

Денатурирующий электрофорез в полиакриламид-
ном геле и иммуноблотинг. Электрофорез белков 
проводили в 10%-ном полиакриламидном геле 
(ПААГ) с додецилсульфатом натрия (SDS). Пробы 
ткани ПЖ размером 2×2 мм помещали в сталь-
ную ступку, охлаждали жидким азотом и растира-
ли пестиком. Затем добавляли 100 мкл буферного 
раствора, содержащего 25 мМ Трис-НСl (pH 7.4), 
250 мM NaCl, 0.25%-ный детергент NP-40, 1 мM 
PMSF – коктейль ингибиторов протеаз и фосфа-
таз (Sigma, США) в разведении 1:100.

Полученные экстракты центрифугировали 
15 мин при 13 000 g и температуре 4 С, супер-
натанты использовали для последующих экс-
периментов. Пробы уравнивали по количеству 

Таблица 1. Праймеры, использованные для амплификации маркерных генов, экспрессирующихся в опухолевой 
и нормальной ткани предстательной железы

Ген Прямой праймер, 5′–3′ Обратный праймер, 5′–3′ Размер ампли-
кона, п.о.

CK5 TTCATCGACAAGGTGCGGT TGAGGTGTCAGAGACATGCG 423
AR GACATGCGTTTGGAGACTGC TTTCTTCAGCTTCCGGGCTC 294
AMACR TGGCCACGATATCAACTATTTGG ACTCAATTTCTGAGTTTTCCACAGAA 247
RB GCAGTATGCTTCCACCAGGC AATCCGTAAGGGTGAACTAGGAAAC 91
CTNNB1 (ген 
β-катенина)

GATTGATTCGAAATCTTGCCCT CTGATGTGCACGAACAAGCA 101

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAGA GGCAGTGATGGCATGGACTGT 326
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общего белка, определяемого с помощью Pierce 
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, США), 
переносили в микропробирки, содержащие рав-
ный объeм буфера для нанесения проб на гель 
(4% SDS, 20% глицерина, 200 мМ дитиотреита, 
120 мМ Трис-Cl (pH 6.8), 0.002% бромфенолового 
синего), кипятили 5 мин на водяной бане и нано-
сили в объeме 25 мкл, содержащем 50 мкг общего 
белка, на одну дорожку ПААГ. Электрофорети-
чески разделенные белки переносили с геля на 
мембрану PVDF с помощью полусухого электро-
переноса. Белки на мембране выявляли специфи-
ческими антителами и визуализировали реактивом 
ECL (Sigma, США).

Иммунопреципитация. Для преципитации 
комплексов антиген–антитело образцы ткани рас-
тирали в стальной ступке при помощи жидкого 
азота, лизировали при температуре тающего льда 
30 мин. специальным буферным раствором, содер-
жащим 20 мМ Tris-Cl (pH 8.0), 137 мМ NaCl, 1% 
Nonidet P-40, 2 мМ EDTA и ингибиторы проте-
аз и фосфатаз (Sigma, США) в разведении 1:100. 
Экстракты клеток центрифугировали 15 мин при 
13 000 g и температуре 4 С и супернатанты исполь-
зовали для последующей иммунопреципитации.

С этой целью к 500 мкл клеточного экстрак-
та, содержащего 500 мкг белка, добавляли 5 мкг 
специфических антител на 90 мин, обработку ан-
тителами проводили при постоянной ротации при 
4 С. Затем к экстрактам добавляли 30 мкг антител 
к иммуноглобулинам кролика (Sigma, США) на 
1.5 ч с последующим добавлением 30 мкл 10% 
протеин-А сефарозы на 1.5 ч.

Преципитаты отмывали путeм 3-кратного цен-
трифугирования при 2000 об./мин. в буфере для 
иммунопреципитации и 2-кратного центрифуги-
рования в таком же буфере без детергента. По-
следующая обработка включала в себя кипячение 
проб в течение 5 мин в буфере для нанесения на 
гель, центрифугирование для отделения сефарозы 
и нанесение на ПААГ.

Иммунофлюоресцентное окрашивание. Покров-
ные стекла с клетками, распластанными при росте 
в культуре, переносили в чашки 35 мм, однократ-
но отмывали PBS 5 мин, фиксировали 4%-ным 
параформальдегидом 15 мин, затем 70%-ным эти-
ловым спиртом в течение ночи при 4 ºС; обра-
батывали 0.2%-ным “Тритоном X-100” 10 мин, 
промывали PBS 2 раза по 5 мин; сайты неспеци-
фического связывания антител блокировали 1 ч 
раствором, содержащим 3% бычьего сывороточно-
го альбумина и 0.1% “Твина 20”.

Затем на клетки наносили специфические ан-
титела (разведение в 50–200 раз) в блокирующем 
растворе на 1 ч при комнатной температуре, про-
мывали 3 раза по 5 мин. PBS, обрабатывали 1 ч 
при комнатной температуре вторыми антителами, 
конъюгированными с флюоресцентной меткой, 
отмывали 3 раза по 5 мин PBS и заключали в 
среду Аnti-Fade (BioRad, США), уменьшающую 
неспецифическую флюоресценцию и содержащую 
краситель DAPI для окраски ДНК. Иммунофлю-
оресцентные изображения получали на конфо-
кальном электронном сканирующем микроскопе 
Olimpus FV3000 (“Олимпус”, Япония), используя 
лазеры с длиной волны 405, 561 и 640 нм и объек-
тив с увеличением 60.

Антитела. Для иммунопреципитации и имму-
ноблотинга использовали следующие антитела: 
кроличьи поликлональные антитела ан ти-β-ка-
тенин  (CAT-15, Thermo Fisher Scientific, США), 
мышиные моноклональные антитела против pRb 
(C-2) и Gapdh (G-9) (sc-74562 и sc-365062, соответ-
ственно; Santa-Cruz, Biothech, США), мышиные 
моноклональные антитела против AMACR были 
получены самостоятельно (Popov et al., 2018). Для 
иммуноблотинга использовали анти-кроличьи ан-
титела, конъюгированные с пероксидазой хрена 
(HRP) (Cell Signaling, США) и анти-мышиные ан-
титела, конъюгированные с HRP (BioRad, США).

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку результатов проводили с использованием 
средней арифметической величины, ее ошибки и 
критерия Стьюдента (при P  = 0.05), посчитанных 
при помощи программы Microsoft Office Exсel 
2010. Уровень β-катенина определяли по соотно-
шению этого белка с Gapdh на одних и тех же 
электрофоретических блотах.

Каждый эксперимент повторяли не менее 
трех раз. Для количественной оценки и сравне-
ния содержания белков на отдельных электро-
форетических полосах использовали приложение 
GelAnalyzer2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Характеристика пациентов с локализованным 

РПЖ, у которых брали пробы ткани простаты. 
Объектом нашего исследования служили пробы 
опухолевой и окружающей нормальной ткани 
предстательной железы 17 пациентов, подверг-
нутых радикальной простатэктомии по поводу 
локализованного РПЖ. В момент операционного 
вмешательства пациентам было от 55 до 73 лет, 
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уровень ПСА в сыворотке их крови составлял 
3.5–16.8 нг/мл и коэффициент Глисона – от 5 
(3 + 2) до 7 (3 + 4) (табл. 2).

Гены R B и CTNNB1 стабильно экспрессируются 
в опухолевой и нормальной ткани предстательной 
железы человека. Результаты ПЦР-ОТ с использо-
ванием мРНК, полученной из опухолевой и нор-
мальной ткани ПЖ пациентов, оперированных 
по поводу локализованного РПЖ, показали, что 
и в той, и в другой ткани экспрессируются мар-
кер базального слоя эпителия ПЖ цитокератин 5 
(ЦК5) и маркер люминального слоя эпителия – 
андрогенный рецептор (AR).

В опухолевой ткани выявляется экспрессия 
маркера РПЖ AMACR, который экспрессируется 
в меньшем количестве или отсутствует в нормаль-
ной ткани (рис. 1а, б). В образцах опухолевой и 
нормальной ткани пациентов стабильно экс-
прессируются гены RB и CTNNB1 (β-катенина) 
(рис. 1а, б). ПЦР в реальном времени показала, 
что уровень экспрессии этих генов в опухолевой 
и нормальной ткани ПЖ примерно одинаков 
(рис. 1в, г).

Уровень β-катенина в опухолевой и нормальной 
ткани при РПЖ варьирует от пациента к пациен-
ту, а pRb вовсе не определяется в иммуноблотинге. 
При использовании нагрузки по общему белку 
в 50 мкг на дорожку 10%-ного ПААГ β-катенин 
выявляется в пробах опухолевой и нормальной 

тканей пациентов с РПЖ. Выявляемый уровень 
β-катенина варьирует от пациента к пациенту, но 
не доминирует ни в опухолевой, ни в нормальной 
ткани (рис. 2а). В противоположность β-катенину, 
pRb не определяется в тех же экстрактах тканей 
ПЖ при иммуноблотинге, тогда как в контроль-
ных клетках T98G продукция обоих белков ста-
бильно выявляется на высоком уровне (рис. 2а). 
Сравнение средних величин уровня β-катенина 
в опухолевой и нормальной ткани показывает от-
сутствие различий (рис. 2б). Отсутствие pRb на 
иммуноблотах клеток ПЖ отчасти связано с низ-
ким уровнем его продукции относительно β-ка-
тенина, поскольку использование тех же антител 
против pRb, распознающих эпитоп в С-концевой 
части белка, позволяет выявить этот белок в имму-
нопреципитации, совмещенной с иммуноблотин-
гом, как в опухолевой, так и в нормальной ткани 
ПЖ (рис. 2в). Результаты иммунофлюоресценции 
на первичных 2D-культурах, полученных из опу-
холевой или нормальной ткани ПЖ, показывают, 
что pRb продуцируется на очень низком уровне и 
выявляется преимущественно в цитоплазме неко-
торых клеток, тогда как β-катенин визуализирует-
ся на значительно более высоком уровне в цито-
плазматической, мембранной и ядерной формах 
(рис. 2г).

Иммунопреципитация β-катенина и его ко-им-
мунопреципитация с pRb из экстрактов опухолевой 

Таблица 2. Общая информация, описывающая статус пациентов с локализованным РПЖ, подвергнутых радикаль-
ной простатэктомии и давших добровольное согласие на использование ткани ПЖ в исследовании

Номер 
п.п.

Последовательный номер 
клинической пробы

Возраст 
пациента (лет)

Уровень ПСА сыворотки крови 
при операции, (нг/мл)

Коэффициент 
Глисона

1 49 73 7.0 6 (3+3)
2 55 56 14.8 5 (3+2)
3 56 60 5.0

6 (3+3)
4 57 68 8.0
5 58 62 7.0
6 59 65

8.0
7 60 73
8 61 61 9.7 7 (3+4)
9 62 61 8.0 6 (3+3)
10 63 65 9.0

7 (3+4)
11 64 72 11.1
12 65 69 16.8

6 (3+3)

13 66 66 16.1
14 67 68 5.1
15 68 55 5.4
16 69 61 9.8
17 70 61 9.7
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и нормальной ткани пациентов с локализованным 
РПЖ. Мы нашли, что х отя β-катенин стабильно 
выявляется у всех пациентов с РПЖ при имму-
ноблотинге, использование тех же антител не при-
водит к его выявлению в иммунопреципитации, 
совмещенной с иммуноблотингом как в опухо-
левой, так и в нормальной ткани. В противопо-
ложность результатам с иммунопреципитацией 
из экстрактов тканей П Ж, β-катенин стабильно 
выявляется при иммунопреципитации теми же 
антителами из экстрактов клеток линии T98G 
(рис. 3а).

Мы предполагаем, что отсутствие иммунопре-
ципитации β-катенина из экстрактов ПЖ связано 
с тем, что сайты его распознавания антителами 
CAT-15 (Thermo Fisher Scientific, США) экрани-
рованы в ПЖ в результате взаимодействия β-ка-
тенина с pRb. Это предположение соответствует 
тому факту, что используемые антитела иммуно-
преципитиру ют β-катенин из экстрактов клеток 
T98G, в которых взаимодействие β-катенина и 
pRb происходит, вероятно, иначе (см. рис. 3а).

Для проверки этого предположения мы исполь-
зовали иммунопреципитацию антителами  к pRb, 
совмещенную с иммуноблотингом антителами 
против β-катенина. В таком опыте антитела к pRb 
ко-иммунопреципитируют β-катенин, который 
выявляется как в экстрактах опухолевых и нор-
мальных клеток ПЖ, так и в экстрактах клеток 
T98G (см. рис. 3б).

ОБСУЖДЕНИЕ
Белок pRb играет различную роль в патогенезе 

локализованного РПЖ и КР-РПЖ. При локализо-
ванном РПЖ мутации или потеря гена RB встре-
чаются менее, чем у 1% пациентов в противопо-
ложность КР-РПЖ, при котором такие нарушения 
выявляются в 30–60% заболеваний (McNair et al., 
2018; Рябов и др., 2022).

Мы предположили, что низкая частота мута-
ций RB и сохранение синтеза его продукта при 
локализованном РПЖ могут быть связаны с тем, 
что pRb теряет некоторые функции опухолевого 
супрессора. Возможно, при локализованном РПЖ 
подобно тому, что происходит при раке толстого 
кишечника, опухолевые клетки создают конку-
рентные преимущества для роста путем модифи-
кации и использования pRb в своих целях (Morris 
et al., 2008; Viatour, Sage, 2011).

Механизм частичной утраты свойств опухо-
левого супрессора продуктом RB может быть 
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Рис. 1. Амплификация RB и CTNNB1 (ген β-кате-
нина) в опухолевой и нормальной ткани предста-
тельной железы (ПЖ) пациентов, оперированных 
по поводу РПЖ. ОТ-ПЦР-амплификация маркеров: 
эпителиальных (ЦК5, AR), опухолевого (AMACR), 
RB и CTNNB1 (ге на β-катенина) в опухолевой (а) 
нормальной (б) ткани ПЖ: 1 – маркер мол. массы 
50 п.о., 2 – ЦК5 (423 п.о.), 3 – AR (294 п.о.), 4 – 
AMACR (247 п.о.), 5 – RB (91 п.о.), 6 – CTNNB1 
(101 п.о.), 7 – GAPDH (326 п.о.); в, г – ПЦР-РВ-ам-
плификация RB и CTNNB1 соответственно; в, г – 
данные ПЦР-РВ представляют собой среднюю 
арифметическую величину и ее ошибку (n = 3).
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 основан на его взаимодействии с β-катенином 
в клетках РПЖ, как это происходит в клетках при 
раке толстого кишечника (Han et al., 2013). Для 
оценки такого предположения мы сначала оцени-
ли экспрессию генов в опухолевой и нормальной 
ткани ПЖ с помощью ОТ-ПЦР и ПЦР-РВ.

Результаты опытов показали, что гены CTNNB1 
(ген β-катенина) и RB экспрессируются в опухо-
левой и нормальной ткани ПЖ подобно маркерам 
базального (ЦК5) и люминального (AR) эпителия. 
Экспрессия CTNNB1 и RB в опухолевой и нор-
мальной ткани ПЖ существенно не отличается. 

В опухолевой ткани дополнительно выявляется 
AMACR – маркер РПЖ (рис. 1а, б).

При оценке уровня продуктов CTNNB1 и 
RB (pRb) мы нашли, что β-катенин выявляется 
в опухолевой и нормальной ткани ПЖ, хотя его 
уровень изменяется от пациента к пациенту, не 
показывая доминирования ни в опухолевой, ни 
нормальной ткани (см. рис. 2а, б). В отличие от 
β-катенина, pRb не выявляется на иммуноблотах 
ни в опухолевой, ни в нормальной ткани ПЖ, 
тогда как в контрольных клетках T98G этот бе-
лок выявляется на высоком уровне (см. рис. 2а). 

Рис. 2. Уровень -катенина и pRb в опухолевой (1) и нормальной (2) ткани ПЖ трех клинических проб (65, 
66, 67) от пациентов, оперированных по поводу локализованного РПЖ. Иммуноблотинг (WB) и иммунопреци-
питация (ИП); а – WB: белки экстрактов ПЖ разделяли путем электрофореза в 10%-ном ПААГ при нагрузке 
по общеклеточному белку 50 мкг на дорожку; Gapdh определяли для выравнивания нагрузки на разных дорож-
ках, экстракты клеток линии T98G использовали в качестве положительного контроля; б – уровень β-катенина 
в опухолевой (1) и нормальной (2) ткани ПЖ, показаны средние арифметические величины и их ошибки (n = 7); 
в – ИП: pRb из опухолевой и нормальной ткани ПЖ; экстракты, содержащие 50 мкг общеклеточного белка на 
дорожку, разделяли при электрофорезе в ПААГ и визуализировали с помощью WB; г – иммунофлюоресцентное 
выявление pRb (зеленый цвет) и β-катенина (красный цвет) в клетках первичных культур из опухолевой (1) и 
нормальной (2) ткани ПЖ (клиническая проба 70): ядра окрашены DAPI (голубой цвет); конфокальный лазерный 
сканирующий микроскоп FV3000 (Япония; лазеры 405, 561 и 640 нм), увеличение объектива 60. 
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C помощью иммунопреципитации pRb выявляется 
как в опухолевой, так и в нормальной ткани ПЖ, 
причем в опухолевой ткани его уровень значитель-
но превышает таковой в нормальной ткани (см. 
рис. 2в).

Следующим шагом была оценка физического 
взаимодействия β-катенина и pRb. Путем ко-им-
мунопреципитации антителами к pRb нам удалось 
показать, что эти белки физически взаимодейству-
ют друг с другом и преципитируются в одном 
комплексе. Ко-иммунореципитированный анти-
телами против pRb из экстрактов опухолевой и 
нормальной ткани ПЖ β-катенин выявляется спе-
цифическими антителами на иммуноблотах (см. 
рис. 3а). Уровень ко-иммунопреципитированного 
β-катенина из экстрактов ткани ПЖ подобен та-
ковому из клеток линии T98G (см. рис. 3а).

Интересно, что β-катенин не иммунопреци-
питируется из экстрактов ПЖ теми же специфи-
ческими антителами, которыми он распознается 
в иммублотинге, но иммунопреципитируется из 
экстрактов контрольных клеток T98G (см. рис 3б).

Эти данные дают возможность предположить, 
что в клетках ткани ПЖ сайт распознавания β-
катенина антитела ми CAT-15 (Thermo Fisher 
Scientific, США) экранирован от распознавания, 
поскольку он занят взаимодействующим с ним 
pRb. В клетках T98G взаимодействие этих бел-
ков происходит, вероятно, иначе, поэтому сайт 
распознавания антителами CAT-15 оказывается 
открытым и β-катенин эффективно ко-иммуно-
преципитируются теми же антителами против β-
катенина (см. рис. 3б).

Найденные нами особенности взаимодействия 
β-катенина и pRb в клетках ПЖ проходят как в 
опухолевой, так и нормальной ткани. Возмож-
но, что этот процесс инициируется в опухоли 
и распространяется на нормальную ткань путем 
передачи неизвестного фактора, который взаи-
модействует с С-концевым участком β-катенина, 
экранируя находящийся там эпитоп связывания 
антител CAT-15 (Thermo Fisher Scientific, США).

β-Катенин опосредует регуляторное действие на 
клетку эволюционно консервативного семейства 
белков Wnt (Wodarz, Nusse, 1998). В присутствии 
лигандов Wnt цитоплазматичский β-катенин ста-
новится стабильным, транслоцируется в ядро и 
активирует транскрипционные факторы семейства 
LEF/TCF, инициируя продукцию Myc, циклина 
D1, AR, что ассоциируется с возникновением 
РПЖ (Kypta, Waxman, 2012). Мутации β-катени-
на идентифицированы в 5% проб тканей с РПЖ 
(Voeller et al., 1998).

Кроме того, инактивация β-катенина способ-
ствуют мутации опухолевых супрессоров APC и 
AXIN1, продукты которых входят в состав комплек-
са, способствующего его деструкции (Schneider, 
Logan, 2018). Подобно pRb, β-катенин имеет мно-
жественные точки влияния на продукцию AR. В 
регуляторной области гена AR находятся три актив-
ных сайта связывания LEF/TCF, передача сигналов 
W nt/β-катенин может сопровождаться повышением 
уровня транскрипции AR (Yang et al., 2006).

Торможение GSK-3β, эффекторной киназы 
комплекса, инактивирующего β-катенин в цито-
плазме, может способствовать репрессии AR и ро-
сту РПЖ (Mazor et al., 2004). Мишень сигнального 
пути W nt/β-катенин, продукт гена циклина D1, 
может подавлять сигнальный путь AR (Petre et al., 
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Рис. 3. Белки pRb  и β-катенин физически взаимо-
действуют друг с другом и формируют комплекс 
в экстрактах ткани предстательной железы чело-
века: а – β-катенин (клинические пробы 58 и 59) 
не преципитируется из экстрактов ткани ПЖ, но 
выявляется на иммуноблоте антителами  CAT-15 
(Thermo Fisher Scientific, США), распознающими 
эпитоп в С-концевом участке молекулы; б – ан-
титела к pRb ко-иммунопреципитируют β-катенин 
из экстрактов ткани ПЖ (клинические пробы 56 
и 57). Клетки T98G использовали как положитель-
ный контроль. ИП, WB – то же, что и на рис. 2. 
Показаны результаты для опухолевой (1) и нормаль-
ной (2) ткани ПЖ.
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2002). В опытах in vivo на мышиной модели РПЖ 
показано, что сверхэкспрессия β-катенина вызы-
вает выраженную интраэпителиальную неоплазию 
и резистентность к антиандрогенной терапии (Yu 
et al., 2009).

Изложенные данные из литературы показы-
вают, что pRb и β-катенин имеют множествен-
ные точки синергичного и антагонистичного 
влияния на продукцию AR и прогрессирование 
РПЖ. Дальнейшее изучение механизмов сочетан-
ной роли этих факторов может раскрыть новые 
стороны патогенеза локализованного РПЖ и его 
перехода в КР-РПЖ.
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INTERACTION OF pRb AND beta-CATENIN IN CANCER 
AND NORMAL TISSUE IN THE HUMAN PROSTATE
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I. V. Guzhovaa, B. V. Popova, *
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b Roman Leningrad Regional Clinical Oncological Dispensary, Ministry of Health 

of the Russian Federation, Kuzmolovo, 188663, Russia
* E-mail: voldemryabov@yandex.ru

Prostate cancer (PCa) is one of the most common oncological diseases, which goes through two stages in 
its development. The first stage, localized prostate cancer, can proceed indefinitely in a dormant form that 
does not require active medical intervention, or suddenly turn into an aggressive metastatic form with lethal 
outcome. The pathogenesis of the transition of the dormant form of PCa to the metastatic form remains not 
fully understood. The signaling pathways of the tumor suppressor pRb and the proto-oncogene β-catenin are 
probably the most involved in the pathogenesis of PCa but the role of their interaction in the pathogenesis of 
prostate cancer has not been studied. The publication on the pathogenesis of tumors in other tissues suggests 
that pRb may lose some properties of a tumor suppressor at the initial stage of PCa development due to its 
interaction with β-catenin that enables tumor cells to gain competitive advantages for reproduction. In this 
work, we have shown that the RB and β-catenin (CTNNB1) genes are well expressed in tumor and normal 
prostate tissue. Unlike β-catenin, pRb is not detected by immunoblotting in tumor and normal prostate 
tissue, but is easily determined in this way in extracts of control T98G cells. Co-immunoprecipitation with 
antibodies to pRb from extracts of tumor and normal prostate tissue makes it possible to detect this protein 
and β-catenin by subsequent immunoblotting, which indicates the physical interaction of these proteins 
in prostate tissue. On the other hand, immunoprecipitation of β-catenin with antibodies to its C-terminal 
fragment does not detect this protein in prostate extracts by subsequent immunoblotting using the same 
antibody. In contrast to prostate tissue, β-catenin is readily detected by immunoprecipitation combined with 
immunoblotting in T98G control cell extracts. The obtained data suggest that pRb and β-catenin physically 
interact with each other in cells of different tissue specificity. In T98G cells, this interaction probably occurs 
through the C-terminal fragment of β-catenin, but in prostate cells it occurs in a different way, since the 
C-fragment of β-catenin is shielded from such interaction, possibly due to its physical association with pRb.
Keywords: localized prostate cancer, signal pathway, pRb, β-catenin, interaction


