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РЕЗЮМЕ 

Цель исследования – установить взаимосвязь между экспрессией мРНК белка теплового шока 27, 

убиквитина и реализацией апоптоза в опухолевых клетках линии Jurkat. 

Методом проточной цитофлюориметрии проводили оценку реализации апоптоза с использовани-

ем FITS-меченного аннексина V и пропидия иодида, количества активных форм кислорода, спек-

трофлюориметрическим методом регистрировали активность каспазы-3. Содержание гидроксиль-

ного радикала определяли спектрофотометрическим методом. Уровень экспрессии мРНК убикви-

тина и белка теплового шока 27 – с помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени. 

Материалом для исследования служили интактные опухолевые клетки линии Jurkat и лимфоциты 

крови здоровых доноров.  

В результате проведенного исследования установлено, что снижение количества аннексин-

положительных клеток и активности каспазы-3 сопровождалось увеличением содержания гидро-

ксильного радикала и активных форм кислорода на фоне усиления экспрессии мРНК белка тепло-

вого шока 27 и убиквитина в опухолевых клетках линии Jurkat. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: опухолевые клетки линии Jurkat, апоптоз, убиквитин, белок теплового шока 27. 

 

 
 Введение 

Одним из фундаментальных механизмов под-

держания гомеостаза и регулирования деятельности 

клеток является программированная гибель. В осно-

ве патогенеза злокачественной трансформации ле-

жит ингибирование апоптоза [1–3]. В настоящее 

время актуальное направление теоретических и 

практических исследований – поиск внутриклеточ-

ных мишеней для селективной регуляции апоптоза 

опухолевых клеток.  

Неотъемлемой частью опухолевой трансформации 

клеток является формирование окислительного стрес-

са. Активные формы кислорода (АФК) могут индуци-

ровать окислительные повреждения основных макро-

молекул клетки (липидов, белков, нуклеиновых ки-

слот, полисахаридов) и их надмолекулярных 

комплексов различной степени сложности (клеточных 
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и субклеточных мембран, элементов клеточного «ске-

лета» и т.п.) [4]. Центральную роль в регуляции кле-

точного ответа на окислительный стресс играет сис-

тема убиквитин-протеасомной деградации в комплек-

се с белками теплового шока (Hsp – heat shock 

proteins) [5], которая используется для удаления мно-

гих необратимо поврежденных белков путем их де-

градации на протеасомах [6, 7]. 

В проблеме неспецифического ответа клетки на 

повреждение особое внимание уделяется исследова-

нию взаимосвязей между развитием окислительного 

стресса и гибелью клеток. Среди индуцируемых окис-

лительным стрессом молекул под пристальным вни-

манием находятся белки теплового шока, которые, 

обладая шаперонной активностью, способствуют 

фолдингу вновь синтезирующихся белков, их после-

дующей сборке в биологически активные олигомер-

ные структуры или рефолдингу денатурированных 

полипептидных цепей [8–10]. 

Таким образом, регулирование экспрессии белка 

теплового шока 27 (Hsp27) и убиквитина может быть 
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использовано в качестве молекулярных мишеней 

управления апоптозом опухолевых клеток. 

Цель исследования – установить взаимосвязь ме-

жду экспрессией мРНК белка теплового шока 27, уби-

квитина и реализацией апоптоза в опухолевых клетках 

линии Jurkat. 

Материал и методы 

Материалом для исследования служили опухоле-

вые клетки линии Jurkat (острый T-лимфобластный 

лейкоз человека), полученные из Российской коллек-

ции клеточных культур Института цитологии РАН 

(г. Санкт-Петербург), и лимфоциты крови. 

Лимфоциты выделяли из венозной крови здоровых 

доноров (5 мужчин и 6 женщин в возрасте от 20 до 35 

лет) путем центрифугирования на градиенте Ficoll-

Paque (Pharmcia, Швеция) (ρ = 1,077 г/см
3
) [11], далее – 

на градиенте Перколла (Sigma, США) (ρ = 1,130 г/см
3
) 

[12], затем ресуспендировали в полной питательной 

среде (90% RPMI-1640 (ЗАО «Вектор-Бест», Россия), 

10% эмбриональной телячьей сыворотки (Invitrogen, 

США), инактивированной при температуре 56 С в 

течение 30 мин, 0,3 мг/мл L-глутамина («Вектор-Бест», 

Россия), 100 мкг/мл гентамицина (INS, США), 

2 ммоль/мл Hepes (Flow, Великобритания)). Культиви-

рование опухолевых клеток линии Jurkat проводили 

суспензионным методом в полной питательной среде 

RPMI-1640. Жизнеспособность клеток оценивали с по-

мощью 0,5%-го раствора трипанового синего 

(«ДИАЭМ», Германия). Для постановки эксперимента 

использовались культуры клеток, содержащие не бо-

лее 5% погибших клеток. 

С целью определения активности каспазы-3, содер-

жания гидроксильного радикала и общего белка опухо-

левые клетки линии Jurkat и лимфоциты крови ресус-

пендировали в фосфатно-солевом буфере (рН = 7,4) с 

добавлением 1% тритона X-100, выдерживали на льду 

и готовили лизат с сохранением стандартной концен-

трации клеток в 1 мл. 

Оценку апоптозных клеток выполняли методом 

проточной цитофлюориметрии с применением FITC-ме-

ченного аннексина V и пропидия иодида (BD Phar-

mingen, США) согласно инструкции фирмы-

производителя. Метод основан на специфическом свя-

зывании FITC-меченного аннексина V с фосфатидил-

серином и способности пропидия иодида (PI) интер-

колировать с молекулой ДНК. Подсчет количества 

FITC
+
/PI

–
- и FITC

+
/PI

+
-меченных клеток осуществляли 

к общему числу изучаемых клеток и выражали в про-

центах. 

Завершенность апотоза оценивали по активности 

каспазы-3 спектрофлюориметрическим методом, прин-

цип которого заключается в способности избиратель-

ного гидролиза ферментом синтетического тетрапеп-

тидного флюоригенного субстрата N-acetyl-(Asp-Glu-

Val-Asp)-7-amino-4-methylcoumarin (Ac-DEVD-AMC) 

(Sigma, США) с образованием АМС, который флюо-

ресцировал в диапазоне длин волн 430–460 нм (мак-

симум возбуждения флюоресценции при длине волны 

380 нм). Активность каспазы-3 выражали в пикомолях 

освобождаемого амино-4-метилкумарина в минуту на 

1 мг белка в пробе [13, 14]. 

Концентрацию внутриклеточных АФК определяли 

с помощью красителя с заблокированной флюоресцен-

ции- 

ей – дихлорфлюоресцеина диацетата (Sigma, США) ме-

тодом проточной цитофлюориметрии [15]. Дихлор-

флюоресцеин диацетат, изначально не флюоресцирую-

щий, способен пассивно проникать внутрь клетки и под 

действием эстераз переходить в полярное соединение, 

не способное диффундировать обратно из клетки, кото-

рое после взаимодействия с пероксидом водорода пре-

вращается во флюоресцирующий метаболит. 

Уровень внутриклеточной продукции ОН-

радикала в опухолевых клетках и лимфоцитах крови 

определяли спектрофотометрическим методом, осно-

ванным на разрушении модельного субстрата 2-

дезокси-Д-рибозы гидроксильным радикалом, обра-

зуемым при опсонизации зимозаном [16].  

Концентрацию белка в пробах определяли мето-

дом М.М. Бредфорда [17], используя калибровочный 

график, построенный на основе стандартных раство-

ров бычьего сывороточного альбумина с концентра-

циями от 1 до 10 мкг на 100 мл. 

Выделение мРНК из опухолевых клеток линии 

Jurkat и лимфоцитов крови осуществляли с помощью 

набора AXYPREP MULTISOURCE TOTAL RNA 

MINIPREP kit (Axygen Biosciences, США) согласно 

протоколу исследования. Количество и качество вы-

деленного препарата мРНК оценивали спектрофото-

метрически на приборе Pico100 Picodrop µl Spectro-

photometer. Синтез комплементарной ДНК осуществ-

ляли обратной транскрипцией с помощью набора 

реагентов MMLV RT kit («Евроген», Россия). Для 

изучения экспрессии мРНК убиквитина, Hsp27 в клет-

ках проводили полимеразно-цепную реакцию «в ре-

альном времени» с использованием специфических 

праймеров (табл. 1) и набора реагентов qPCRmix-HS 

SYBR («Евроген», Россия) на амплификаторе 

RotorGene Q (QIAGEN, Германия). Цикл амплифика-

ции: 95 С 5 мин, 1 цикл; 95 С 30 с, 62 С 30 с, 72 С 

1 мин, 45 циклов; 72 С 5 мин. В качестве нормиро-

вочного гена использовали β-актин (β-Actin). Количе-

ственное выражение результатов проводилось с по-
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мощью расчета разницы экспрессии исследуемого 

гена относительно контроля (нормировочного гена) по 

формуле Е 
– ∆∆Сt

 [18]. 

Т а б л и ц а  1  

Специфические праймеры, использованные в работе 

Название Последовательность 5'→3' Публикация 

Ubiquitin 2Q2 for CCGTGGGTAGTGGTTGATCT Seghatoleslam A., Monabati A., Bozorg-Ghalati F. et al. Expression of UBE2Q2, 

a putative member of the ubiquitin-conjugating enzyme family  

in pediatric acute lymphoblastic leukemia // Arch Iran Med. 2012. V. 15,  

№ 6. Р. 352–355 

Ubiquitin 2Q2 rev AGCGATTCCGCATCGTCAGT 

Hsp27 for TGGATGTCAACCACTTCGC Chen C.Y., Chen H.F., Gi S.J. et al. Decreased heat shock protein 27 expression 

and altered autophagy in human cells harboring A8344G mitochondrial DNA 

mutation // Mitochondrion. 2011. № 5. Р. 739–749 
Hsp27 rev TGGTGATCTCGTTGGACTGC 

β-Actin for CCTGTACGCCAACACAGTGC Ho-Pun-Cheung A., Bascoul-Mollevi C., Assenat E. et al. Reverse transcription-

quantitative polymerase chain reaction: description of a RIN-based algorithm  

for accurate data normalization // BMC Mol. Biol. 2009. № 15. Р. 10–31 
β-Actin rev ATACTCCTGCTTGCTGATCC 

 

Статистическую обработку полученных результа-

тов проводили при помощи программы Statistica 6.0 

for Windows. Проверку нормальности распределения 

количественных показателей проводили с использова-

нием критерия Шапиро–Уилка. Достоверность разли-

чий оценивали с помощью непараметрического кри-

терия Манна–Уитни. Данные представлены в виде 

медианы Ме, верхнего и нижнего квартилей Q1–Q3. 

Статистически значимыми считались различия при 

р < 0,05 [19].  

Результаты и обсуждение 

Основные процессы, определяющие функцио-

нальную активность клеток, в том числе запуск и реа-

лизация программированной гибели, обеспечиваются 

за счет мультикаталитических комплексов. Актуаль-

ным направлением современной науки является изу-

чение механизмов дисрегуляции апоптоза опухолевых 

клеток при участии АФК, каспаз, белков семейства 

TNF, Bcl-2, р53, МАР-киназ, цитокинов, белков тепло-

вого шока и других молекул. Данное исследование 

обусловлено поиском взаимосвязи между нарушением 

в регуляции апоптотической гибели и формированием 

окислительного стресса при опухолевой прогрессии. 

Устойчивость к действию проапоптогенных факторов 

– одна из главных особенностей опухолевых клеток.  

Известно, что апоптоз регулируется двумя протео-

литическими системами – семейством каспаз и про-

теасомами. В проведенном исследовании нами было 

установлено, что количество аннексин-

положительных опухолевых клеток линии Jurkat было 

снижено в 4,5 раза (р < 0,05), а активность каспазы-3 – 

в 3,0 раза (р < 0,05) по сравнению с лимфоцитами кро-

ви здоровых доноров (табл. 2).  

Одной из причин выживания злокачественных 

клеток является повышенный уровень экспрессии 

белков теплового шока [1]. Механизм модуляции 

апоптоза в опухолевых клетках с помощью белков 

теплового шока различен. Так, например, они спо-

собны препятствовать активации каспаз, связывать-

ся непосредственно с цитоплазматической фракцией 

цитохрома с и Apaf-1 [20].  

С другой стороны, современная концепция устой-

чивости опухолевых клеток к механизмам программи-

рованной гибели базируется на их способности ус-

пешно существовать в условиях окислительного 

стресса. Нами доказано статистически значимое уве-

личение внутриклеточной продукции АФК в 4,6 раза 

(р < 0,05) и гидроксильного радикала в 11,3 раза 

(р < 0,05) в клетках опухолевой линии Jurkat по срав-

нению с лимфоцитами крови здоровых доноров 

(табл. 2). Механизм повышенной генерации гидро-

ксильного радикала в опухолевых клетках, вероятнее 

всего, связан  

с понижением значения рН и активной мобилизацией 

железа из белковых комплексов [21]. Гидроксильный 

радикал является наиболее токсичным из активных 

форм кислорода, проявляя прямое токсическое дейст-

вие на клеточные биополимеры, в основном на белко-

вые молекулы [4, 21].  

Кроме того, прооксидантный сдвиг в редокс-

статусе опухолевых клеток, возможно, обусловлен 

высокой гликолитической активностью и увеличением 

продукции АФК компонентами дыхательной цепи 

митохондрий [4, 22]. Таким образом, чрезмерная про-

дукция АФК в опухолевых клетках сопровождается 

ингибированием апоптоза. 

Формирование окислительного стресса в опухоле-

вых клетках неизбежно влечет накопление окисли-

тельно-модифицированных протеинов, которые нуж-

даются в своевременном рефолдинге, а при его несо-

стоятельности подвергаются деградации, в частности  

с помощью убиквитин-зависимых протеасом. 
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В результате проведенного исследования было 

обнаружено статистически значимое увеличение экс-

прессии мРНК белка теплового шока 27 в 40,7 раз 

(р < 0,05) и убиквитина – в 18,3 раз (р < 0,05) в клет-

ках опухолевой линии Jurkat по сравнению с лимфо-

цитами крови здоровых доноров (табл. 3). 
Т а б л и ц а  2  

Содержание аннексин-положительных клеток, активность каспазы-3, содержание АФК и гидроксильного радикала в опухолевых 

клетках линии Jurkat и в лимфоцитах крови (Mе (Q1–Q3)) 

Показатель Опухолевые клетки линии Jurkat Лимфоциты крови 

Содержание аннексин-положительных клеток, % 5,20 

(4,00–5,60)* 

23,12 

(21,90–24,50) 

Активность каспазы-3, пмоль/мин · мг белка 36,58 

(22,66–43,89)* 

108,44 

(103,48–112,66) 

Количество активных форм кислорода, усл. ед. 0,488 

(0,456–0,604)* 

0,105 

(0,099–0,122) 

Содержание гидроксильного радикала, нмоль/мг 

белка 

523,00 

(415,10–719,37)* 

46,17 

(36,31–55,04) 
 

П р и м е ч а н и е. Здесь и в табл. 3: * – уровень статистической значимости различий по сравнению с лимфоцитами крови. 

Т а б л и ц а  3  

Уровень экспрессии мРНК белка теплового шока 27 и убиквитина в опухолевых клетках линии Jurkat и в лимфоцитах крови (Mе (Q1–

Q3)) 

Показатель Опухолевые клетки линии Jurkat Лимфоциты крови 

Уровень экспрессии мРНК белка теплового шока 

27, усл. ед.  

0,0935 

(0,0845–0,2174)* 

0,0023 

(0,0012–0,0284) 

Уровень экспрессии мРНК убиквитина, усл. ед. 0,0165 

(0,0045–0,0177)* 

0,0009 

(0,0005–0,0119) 

 

Полученные данные указывают на формирование 

окислительного стресса и несостоятельности системы 

Hsp в обеспечении адекватной скорости рефолдинга 

протеинов, несмотря на увеличение экспрессии мРНК 

Hsp27 в опухолевых клетках линии Jurkat. Поэтому 

повышенная экспрессия мРНК убиквитина в опухоле-

вых клетках по сравнению с лимфоцитами крови не-

обходима для обеспечения адекватной скорости де-

градации окислительно-модифицированных белков на 

протеасомах при помощи убиквитинирования. Реак-

ция убиквитинирования осуществляется каскадом 

ферментов, обеспечивающих ковалентное присоеди-

нение убиквитина к окисленному протеину. Но при 

этом дополнительное фосфорилирование окисленного 

белка или его взаимодействие с белками теплового 

шока облегчает процесс убиквитинирования. В каче-

стве мишени для убиквитинирования могут выступать 

факторы транскрипции, регулирующие программиро-

ванную гибель клеток. Так, активация антиапоптоген-

ного фактора транскрипции NF-kB находится под 

управлением убиквитин-зависимых протеасом [6].  

Таким образом, избыточное количество окисли-

тельно-модифицированных метаболитов в нормаль-

ной клетке могло привести к инициации программиро-

ванной клеточной гибели [21]. В опухолевых клетках 

линии Jurkat увеличение количества не только Hsp27 

[23], но и убиквитина – механизм защиты от апоптоза.  

Заключение 

Убиквитин и Hsp27 не только вносят существен-

ный вклад в регулирование редокс-баланса, но и яв-

ляются факторами ускользания от программирован-

ной клеточной гибели опухолевых клеток линии 

Jurkat, способствуя поддержанию их жизнедеятельно-

сти и оптимальному функционированию в условиях 

окислительного стресса.  

Поиск подходов к коррекции дисрегуляции апоп-

тоза и индуцированных окислительным стрессом на-

рушений функций клеток открывает широкие пер-

спективы для медицинской практики молекулярных 

технологий. Это позволит повысить эффективность 

существующих методов патогенетической терапии 

большого числа социально-значимых заболеваний. В 

связи с этим управление процессом убиквитинирова-

ния можно рассматривать как потенциальную молеку-

лярную мишень регуляции апоптоза при опухолевой 

прогрессии. 

Исследование выполнено при финансовой под-
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ской Федерации для государственной поддержки мо-

лодых российских ученых – докторов наук № МД-

4999.2012, стипендии Президента Российской Феде-

рации молодым ученым и аспирантам СП-454.2013.4. 
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DISRUPTION OF EXPRESSION OF MRNA HSP27 AND UBIQUITIN AS A MECHANISM OF 

ESCAPING OF JURKAT LINE TUMOR CELLS FROM APOTOSIS 

Nosareva O.L.1, Stepovaya Ye.A.1, Ryazantseva N.V.1, Zakirova Ye.V.1, Mazunin I.O.2,  

Litvinova L.S.2, Sokhonevich N.A.2, Vesnina O.N.1, Shakhristova Ye.V.1 

1
 Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation 

2
 Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation 

ABSTRACT 

The research objective is to establish the link between heat shock protein 27 and ubiquitin mRNA expres-

sion as well as Jukart tumor cell apoptosis. 

The method of flow cytofluorometry has been used to evaluate apoptosis realization using FITC-labeled 

annexin V and propidium iodide along with the amount of reactive oxygen species. Spectrofluorimetry 

has been applied to register the caspase-3 activity. The content of hydroxyl radicals has been determined 

by spectrophotometry. The level of ubiquitin and heat shock protein 27 mRNA expression has been iden-

tified using real-time PCR. Intact Jukart tumor cells and blood lymphocytes of healthy donors served the 

material for the research. 

Following the carried out research it has been found out that the fall in the amount of annexin V positive 

cells and the reduced caspase-3 activity were accompanied by the rise in the content of hydroxyl radicals 

and reactive oxygen species against the backdrop of the increased heat shock protein 27 and ubiquitin 

mRNA expression in Jukart tumor cells. 

KEY WORDS: Jukart tumor cells, apoptosis, ubiquitin, heat shock protein 27. 
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