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Проведена оценка особенности экспрессии мРНК и уровня фосфорилированных и нефосфорилированных форм Heat 
shock protein 27 (Hsp27) в опухолевых клетках линии Jurkat и THP-1, а также в мононуклеарных лейкоцитах, полученных у 
здоровых доноров. В опухолевых клетках Jurkat и THP-1 Hsр27 играет роль ингибитора апоптоза, влияя на соотношение 
антиапоптотических (Bcl-2) и проапоптотических (Bax и Bad) белков. 

Ключевые слова: апоптоз, белок теплового шока 27, белки Bcl-2, мононуклеарные лейкоциты, опухолевые клетки 
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Score mRNA expression and the level of Hsp27 (Heat shock protein 27) and phospho-Hsp27 in tumor cell line Jurkat and THP-1, as 
well as in mononuclear leukocytes obtained from healthy donors was investigated. In tumor cells, Jurkat and THP-1 Hsp27 plays the role 
of inhibitor of apoptosis, by influencing the ratio of antiapoptotic (Bcl-2) and proapoptotic (Bax and Bad) proteins. 
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Введение 

Исследование молекулярных механизмов регуля-
ции апоптоза является актуальным направлением мо-
лекулярной медицины. Согласно современным пред-
ставлениям формирование злокачественных опухолей 
также имеет в своей основе нарушение программиро-
ванной гибели клетки [1, 4, 11]. Реализация танато-
генной программы зависит от наличия или активации 
многочисленных факторов и процессов, модулирую-
щих программированную клеточную гибель. К ним 
можно отнести как постоянно существующие в клетке 
белки, такие как семейство Bcl-2 и IAP, так и индуци-
руемые стрессом молекулы, к числу которых относят-
ся белки теплового шока (Heat shock proteins — Hsp) 
[1—4, 7]. В последнее время именно белкам теплового 
шока отводят существенную роль в дисрегуляции апоп-
тоза опухолевых клеток, в которых данные белки экс-
прессируются в изобилии. Было показано, что оверэкс-
прессия Hsp27 коррелирует с плохим прогнозом острой 
миелоидной лейкемии и миелоидными дисплазийны-

ми  
 
синдромами [5, 8]. Наряду с этим остается нерешен-
ным вопрос о молекулярных механизмах участия вы-
шеуказанного шаперона в дисрегуляции апоптоза опу-
холевых клеток. 

Цель работы — оценить роль белка теплового шо-
ка 27 кДа в регуляции апоптоза опухолевых клеток 
линии Jurkat и THP-1. 

Материал и методы 
В качестве материала исследования были исполь-

зованы опухолевые клеточные линии Jurkat (Т-
лимфобластного лейкоза человека) и THP-1 (промо-
ноцитарной лейкемии), полученные из Российской 
коллекции клеточных культур Института цитологии 
РАН (г. Санкт-Петербург), и мононуклеарные лейко-
циты, выделенные из крови относительно здоровых 
доноров (11 мужчин и 16 женщин в возрасте от 18 до 
45 лет).  
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Культивирование опухолевых клеток линии Jurkat и 
THP-1 проводили суспензионным методом в полной пи-
тательной среде, содержащей 90% RPMI-1640 (ЗАО 
«Вектор-Бест», пос. Кольцово, Новосибирская обл.),  
 
10% эмбриональной телячьей сыворотки (Invitrogen, 
США), инактивированной при температуре 56 °С в те-
чение 30 мин, 0,3 мг/мл L-глутамина (ЗАО «Вектор-
Бест», пос. Кольцово, Новосибирская обл.) и 100 мкг/мл 
гентамицина (INS, США) при температуре 37 °С и в 5%-
й атмосфере СО2. Клетки поддерживали в логарифми-
ческой фазе роста и пересаживали через 3 сут. Ингиби-
рование белка теплового шока Hsp27 в клетках осущест-
вляли с помощью добавления в культуральную среду (5-
(5-ethyl-2-hydroxy-4-methoxyphenyl)-4-(4-
methoxyphenyl)-isoxazole) (KRIBB-3) (Sigma Aldrich, 
США) в концентрации 0,1 мкмоль. 

Выделение мононуклеарных лейкоцитов проводи-
ли методом градиентного центрифугирования в сте-
рильных условиях из венозной гепаринизированной 
крови на градиенте плотности (ρ = 1,077 г/см3) ficoll-
paque (Pharmacia, Швеция) в соотношении 1 : 2.  

Оценку апоптоза выполняли методом флюорес-
центной микроскопии на микроскопе Axiostar plus 
(Carl Zeiss, Германия) с использованием FITC-мечен-
ного аннексина V и пропидия йодида (Abcam, Вели-
кобритания) согласно инструкции фирмы-произво-
дителя. Метод основан на способности FITC-меченного 
аннексина V специфически связываться с фосфатидил-
серином и пропидием йодида (PI) интерколировать с 
молекулой ДНК. Подсчет количества FITC+/PI- и 
FITC+/PI+-меченных лимфоцитов осуществляли на 
200—300 клетках и выражали в процентах. 

Выделение РНК из клеток проводили с предшест-
вующим лизисом проб раствором гуанидинизотио-
ционата и методом фенол-хлороформной экстракции. 
Качество выделенного препарата РНК оценивали по 
итогам электрофоретического разделения в 1,3%-м 
агарозном геле, в буфере ТАЕ х 1 (трис-уксусная ки-
слота (40 ммоль), ЭДТА (1 ммоль) (рН 8,0)).  

Уровень экспрессии мРНК гена hsp27 в опухолевых 
клетках линии Jurkat, THP-1 и мононуклеарных лйкоци-
тах, выделенных из крови относительно здоровых доно-
ров, определяли методом ПЦР в реальном времени, ис-
пользуя праймеры 
5’CACGAGGAGCGGCAGGACGAG3’ (sense Primer) и 
5’CAGTGGCGGCAGCAGGGGTGG3’ (antisense 

Primer). Указанный метод позволяет отслеживать ки-
нетику накопления продуктов амплификации иссле-
дуемых генов. В данном случае это достигалось вве-
дением в реакционную смесь интеркаолирующего 
флюоресцентного агента SYBR Green I. Связываясь с 
формирующейся в процессе элонгации двухцепочеч-
ной ДНК, SYBR Green активируется и начинает 
флюоресцировать. Таким образом, интенсивность 
флюоресценции возрастает прямо пропорционально 
количеству продукта амплификации. Для нормализа-
ции начального количества мРНК в образце и эффек-
тивности обратной транскрипции измерялось количе-
ство кДНК гена RPL 32, β-актин — генов «домашнего 
хозяйства», в относительно равной степени экспрес-
сирующихся во всех клетках. Результаты выражали в 
условных единицах. 

Уровень фосфорилированной и нефосфорилиро-
ванной формы Hsp27, а также белков семейства Bcl-2 
в опухолевых и нормальных лимфоцитах определяли 
методом вестерн-иммуноблоттинга, используя пер-
вичные моноклональные антитела к белкам Hsp27-
phospho S78, Hsp27 (Abcam, Великобритания), Bcl-2, 
Bax, Bad (Sigma, США) и вторичные антитела, конъю-
гированные с HRP. Детекцию результатов осуществ-
ляли с помощью хемилюминесцентного субстрата 
Novex (Invitrogen, США) на рентгеновской пленке 
(Kodak  
X-ray film, США). Вывод о содержании исследуемого 
белка в клетке делали по изменению отношения вели-
чины сигнала метки искомого белка к величине сиг-
нала с фермента глицеральдегид-3-
фосфатдегидрогеназы, используя программное обес-
печение TotalLab. Результаты выражали в условных 
единицах. 

Полученные данные обрабатывали методами ста-
тистического анализа с помощью программы SPSS 
13.0. Проверку нормальности распределения количе-
ственных показателей проводили с использованием 
критерия Шапиро—Уилки. Достоверность различий 
оценивали с помощью непараметрического критерия 
Манна—Уитни (для выборок, подчиняющихся ненор-
мальному закону распределения) и двухвыборочного 
критерия Стьюдента (для выборок, подчиняющихся 
нормальному закону распределения). Данные пред-
ставлены в виде медианы Ме, верхнего и нижнего 
квартилей (Q1—Q3). Статистически значимыми счита-
лись различия при р < 0,05.  
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Результаты и обсуждение 

В результате проведенного исследования установ-
лено, что в опухолевых клетках линии Jurkat и THP-1 
уровень экспрессии мРНК Hsp27 был в 4 раза выше, 
чем в мононуклеарных лейкоцитах, полученных у здо-
ровых доноров (табл. 1). Статистически значимых 
различий данного показателя в культурах опухолевых 
клеток линии Jurkat и THP-1 не выявлено. Содержание 
белка Hsp27 и его активной формы (фосфорилиро-
ваннной по остатку сер78) было значительно выше в 
опухолевых клетках, чем в мононуклеарных лейкоци-
тах (табл. 1). Так, в опухолевых клетках линии Jurkat 
содержание белка теплового шока Hsp27 и его фосфо-
рилированной формы в 1,8 и 2,5 раза соответственно 
превышало значения данных параметров в мононук-
леарных лейкоцитах, полученных у здоровых доноров 
(р < 0,05) (табл. 1). Уровень Hsp27 и фосфоS27-Hsp27 
в опухолевых клетках THP-1 был также статистически 
выше, чем в мононуклеарных лейкоцитах, получен-
ных у здоровых доноров, и не отличался от аналогич-
ного параметра в клетках линии Jurkat (табл. 1). 

Белок Hsp27 является индуцибельным и его экс-
прессия в нормальных клетках усиливается при раз-
личных видах стресса или в раннюю фазу клеточной 
дифференцировки. Основная функция белка теплово-
го шока Hsp27 — шаперонная, но данный протеин 
также играет важную роль в регуляции процессов кле-
точного цикла, экспрессии провоспалительных генов, 
стабилизации мРНК и регуляции программированной 
клеточной смерти [7, 13]. Высокое содержание фос-
форилированной формы Hsp27 может являться след-
ствием конститутивной активации протеинкиназ, та-
ких как mitogen-activated protein kinase (MAPK) и 
protein kinase B (PKB/Akt). 

По данным литературы известно, что Hsp27 спо-
собен модулировать апоптоз, влияя на различные пути 
его реализации. Так, S.J. Charette и соавт. установили, 

что фосфорилированная форма Hsp27 может переме-
щаться в ядро и взаимодействовать с DАХХ, препят-
ствуя его выходу в цитоплазму и активации Fas-
рецептора [6]. Кроме того, Hsp27, связываясь с цито-
хромом С, препятствует образованию апоптосомы, 
нарушает активацию каспазы-9 и, соответственно, 
каспазы-3. Шаперон Hsp27 также может непосредст-
венно взаимодействовать с прокаспазой-3, что, в свою 
очередь, предотвращает ее расщепление каспазой-9, и, 
как следствие, происходит ингибирование апоптоза 
[7]. Cинтез и активность Hsp27 в опухолевых клетках 
находятся на постоянно высоком уровне, что также 
показано данным исследованием. 

Для оценки характера участия белка теплового 
шока Hsp27 в модуляции программированной клеточ-
ной гибели оценивали число апоптотически изменен-
ных клеток как в интактных культурах, так и при до-
бавлении селективного ингибитора Hsp27 KRIBB3 в 
концентрации 0,1 мкмоль. Установлено, что количест-
во клеток, вступивших в апоптоз, в интактной культу-
ре мононуклеарных лейкоцитов составило 20,13 
(13,84—22,09)%, что превышало число апоптотически 
измененных опухолевых клеток линии Jurkat (4,99 
(1,78—6,38)%) и THP-1 (11,18 (9,20—13,50)%) 
(p < 0,05). При добавлении KRIBB3 число апоптоти-
чески измененных клеток достоверно увеличивалось в 
опухолевых культурах линии THP-1 и Jurkat до 25,71 
(21,16—31,51)% и 27,50 (12,98—29,50)% соответст-
венно по отношению к интактным клеткам (p < 0,05), 
чего не отмечалось в культуре мононуклеарных лей-
коцитов, полученных у здоровых доноров (p < 0,05).  

Данные результаты свидетельствуют об антиапоп-
тотическом действии Hsp27 в клетках линии THP-1 и 
Jurkat. В ряде экспериментов выявлена способность 
Hsp27 связывать Daxx — адаптерный белок альтерна-
тивного пути запуска апоптоза через Fas/Apo-1,  
тем самым препятствуя его выходу из ядра в цито-
плазму и активации рецептора FasR [6]. 

Т а б л и ц а  1  
Уровень экспрессии мРНК гена hsp27 и содержание фосфорилированной и нефосфорилированной форм Hsp27 в различных типах 

клеток  
(Me (Q1—Q3)) 

Тип клеток 
Показатель 

Мононуклеарные лейкоциты здоровых доноров Опухолевые клетки линии Jurkat Опухолевые клетки линии THP-1
мРНК гена Hsp27, усл. ед. 1,37 (0,41— 2,42) 5,68 (4,92— 6,12) 

p1 < 0,05 
5,01 (3,11— 5,81) 

p1 < 0,05 
p2 > 0,05 

Hsp27, усл. ед. 2,41 (1,99—2,69) 4,28 (3,36—5,19) 
p1 < 0,05 

4,05 (3,02—5,31) 
p1 < 0,05 
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p2 > 0,05 
Фосфорилированная 
форма Hsp27, усл. ед. 

2,02 (1,75—2,45) 5,15 (3,60—5,59)  
p1 < 0,05 

4,63 (3,43—5,83) 
p1 < 0,05 
p2 >0,05 

 

П р и м е ч а н и е. p1 — достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями в культуре мононуклеарных лейкоцитов, по-
лученных у здоровых доноров; p2 — по сравнению с аналогичными показателями в культуре линии Jurkat. 

Приводятся также данные о влиянии Hsp27 на вы-
ход таких апоптотических факторов, как цитохром С и 
Smac [5]. 

Известно, что процесс клеточной гибели осущест-
вляется по трем путям: рецепторопосредованному, 
митохондриальному и ядерному. Данные пути могут 
пересекаться или сливаться в общий путь, заканчи-
вающийся активацией эффекторных каспаз. В регуля-
ции апоптоза участвуют как индуцируемые стрессом 
молекулы (факторы регуляции транскрипции NF-κB и 
р53, церамид, стрессиндуцируемые киназы JNK и 
MAPK/ERK), так и постоянно существующие в клетке 
белки (белки семейства Bcl-2 и IAP) [4, 5]. Белки се-
мейства Bcl-2 являются молекулами, интегрирующи-
ми сигналы различных индукторов клеточной гибели 
и определяющими высвобождение митохондриальных 
факторов развития программированной клеточной 
гибели в зависимости от преобладающего действия 
проапоптотических или антиапоптотических белков 
семейства Bcl-2. В связи с этим проведена оценка со-

держания антиапоптотического белка Bcl-2 и про-
апоптотических белков Bad и Bax в опухолевых клет-
ках линии Jurkat. В результате исследования был ус-
тановлен факт высокого содержания Bcl-2 и снижения 
количества Bax в клетках Т-лимфобластного лейкоза и 
промоноцитарной лейкемии по сравнению с мононук-
леарными лейкоцитами, полученными у здоровых 
доноров (табл. 2). 

Механизм, приводящий к увеличению Bcl-2 при 
Т-лимфобластном лейкозе и промоноцитарной лейке-
мии, может быть основан на способности активной 
формы Hsp27 индуцировать транскрипционный фактор 
NF-κB, который, в свою очередь, стимулирует экспрес-
сию антиапоптотических белков (Bcl-2, Bcl-XL и c-
IAPs) [7]. Снижение содержания белка Bax также мо-
жет быть связано с повышенной экспрессией Hsp27 в 
опухолевых клетках, так как данный шаперон, по 
мнению A. Havasi и соавт., усиливает активность про-
теинкиназы В, которая, фосфорилируя белок Bax, по-
давляет его проапоптотическую функцию [12]. 

Т а б л и ц а  2  
Внутриклеточное содержание белков семейства Bcl-2 в опухолевых клетках линии Jurkat, THP-1 и мононуклеарных лейкоцитах  

при культивировании с ингибитором белка теплового шока Hsp27 in vitro (Me(Q1—Q3)) 

Тип клеток 
Мононуклеарные лейкоциты  

здоровых доноров Опухолевые клетки линии Jurkat Опухолевые клетки линии THP-1 

Условие культивирования 
Исследуемый  
показатель 

Интактные  
клетки 

Культивирование 
с ингибитором 

Hsp27 (KRIBB3)

Интактные  
клетки 

Культивирование 
с ингибитором 

Hsp27 (KRIBB3) 

Интактные  
клетки 

Культивирование 
с ингибитором 

Hsp27 (KRIBB3) 
Внутриклеточное 
содержание белка Bax, 
усл. ед. 

14,39 
(11,79—16,99) 

2,36 
(2,26—2,80) 

 p1 < 0,05 

7,31 
 (7,14—8,90) 

p1 < 0,05 
р2 < 0,05 

10,07 (9,16—11,23)
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
p3 < 0,05 

3,79 (3,71—3,87) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
p3 < 0,05 
p4 < 0,05  

2,21 (1,65—2,77) 
p1 < 0,05 
р2 > 0,05 
p3 < 0,05 
 p4 < 0,05 
 p5 < 0,05 

Внутриклеточное 
содержание белка Bad, 
усл. ед. 

1,67  
(0,86—1,95) 

Белок не обнару-
жен 

3,01  
(2,73—3,23) 

p1 < 0,05 
р2 < 0,05 

3,36 (2,24—3,53) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
р3 > 0,05 

2,78 (2,51 —3,05) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
р3 > 0,05 
р4 > 0,05 

4,65 (3,87—5,43) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
p3 < 0,05 
 p4 < 0,05 
 p5 < 0,05 

Внутриклеточное 
содержание белка Bcl-
2,  усл. ед. 

2,03  
(1,71—2,13) 

Белок не обнару-
жен 

4,22  
(3,83—4,46) 

p1 < 0,05 
р2 < 0,05 

2,67 (2,31—2,97) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
p3 < 0,05 

5,67 (4,90 —6,44) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
p3 < 0,05 
p4 < 0,05 

6,32 (4,29—8,35) 
p1 < 0,05 
р2 < 0,05 
р3 > 0,05 
p4 < 0,05 
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 Результаты исследований молодых ученых и студентов 
 

р5 > 0,05 
 

П р и м е ч а н и е. р1 — достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями в интактной культуре мононуклеарных лей-
коцитов; p2 — достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями в культуре мононуклеарных лейкоцитов при культивиро-
вании с KRIBB3; р3 — достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями в интактной культуре Jurkat; р4 — достоверность 
различий по сравнению с аналогичными показателями в культуре Jurkat при культивировании с KRIBB3; р5 — достоверность различий по 
сравнению с аналогичными показателями в интактной культуре THP-1. 

Для подтверждения факта влияния белка теплового 
шока Hsp27 на белки семейства Bcl-2 в клетках линии 
Jurkat и THP-1 добавляли в культуральную среду селек-
тивный ингибитор KRIBB3 в концентрации 0,1 мкмоль. 
Исследование показало, что при добавлении ингибитора 
белка теплового шока Hsp27 содержание белка Bcl-2 в 
опухолевых клетках линии Jurkat значительно умень-
шалось, а белка Bax — повышалось по сравнению с 
интактной культурой. После инкубации опухолевых 
клеток линии THP-1 с KRIBВ3 отмечалось увеличение 
содержания белка Bad примерно в 2 раза (см. табл. 2).  
В ряде исследований было показано взаимодействие 
Hsp27 с PKB/Akt, приводящее к блокированию про-
апоптотического действия Bad вследствие его фосфори-
лирования по остатку серина 136 и последующего свя-
зывания с цитозольным белком 14-3-3 [10, 15]. Ингиби-
рование Hsp27 может приводить к снижению 
активности данной протеинкиназы и повышению уров-
ня дефосфорилированной формы Bad, который связыва-
ется через BH3-домен с белком Bcl-2, локализованным 
на митохондриальной мембране, тем самым нейтрали-
зуя его антиапоптотическое действие.  

В результате проведенного вестерн-блоттинг-ана-
лиза после инкубации с KRIBВ3 в опухолевых клет-
ках THP-1 выявлено достоверное снижение уровня 
белка Bax (табл. 2). При этом параллельно отмечалась 
тенденция к повышению содержания антиапоптотиче-
ского белка Bcl-2 (табл. 2). По данным ряда авторов, 
важным регуляторным механизмом для Bax считается 
его способность образовывать комплексы с про- и анти-
апоптотическими белками семейства Bcl-2 [16]. В фи-
зиологических условиях Bax — мономерный белок, 
локализующийся в цитоплазме в свободном или связан-
ном с Bcl-2 состоянии. При действии стимулов, способ-
ных вызвать гибель клетки, происходит его трансло-
кация в наружную митохондриальную мембрану с 
образованием пороподобных структур в результате 
гомо- или гетероолигомеризации, что приводит к вы-
ходу апоптотических факторов из межмембранного 
пространства [9]. Согласно данной модели соотноше-
ние между Bcl-2 и Bax может способствовать либо 
выживанию клетки при избытке Bcl-2, либо ее гибели 

при избытке Bax. Таким образом, в опухолевых клетках 
THP-1 в условиях ингибирования Hsp27 программи-
руемая гибель, возможно, реализуется по Bax-
независимому механизму, так как происходит нейтра-
лизация его апоптотического действия молекулами 
Bcl-2. 

Следует добавить, что существуют противоречивые 
данные о влиянии KRIBB3 на Bax. Так, K.D. Shin и соавт. 
в работах на human colon cancer cell line (HCT-116), 
human breast cancer cell line (HCA-7) и human ovarian 
cancer cell line (SK-OV-3) клетках описали Bax-
опосредованное проапоптотическое действие KRIBВ3 
[8]. A. Havasi и соавт. доказали PI3K-Akt-
опосредованное ингибирующее действие Hsp27 на 
Bax в опухолевых клетках линии HK-2 [12]. 

Также Hsp27 влияет на экспрессию белка Bcl-2 
через модуляцию NF-κB-сигнального пути. В ряде 
исследований показана проапоптотическая функция 
белка теплового шока 27, связанная с ингибированием 
IκB-деградации (ингибитор NF-κB), путем прямого 
взаимодействия с IκB либо с киназой IKK, осуществ-
ляющей его фосфорилирование и последующую де-
градацию [11]. При добавлении KRIBВ3 в культуру 
опухолевых клеток THP-1 может происходить актива-
ция NF-κB, что способствует выживанию клетки, пу-
тем повышения экспрессии антиапоптотических фак-
торов, в том числе и Bcl-2, Bcl-XL, а также снижения 
транскрипции проапоптотических генов. Однако сто-
ит заметить, что роль транскрипционного фактора NF-
κB в реализации апоптоза неоднозначна, и в ряде ис-
следований обнаружено, что активация NF-κB может 
сенсибилизировать клетки к апоптозу. Так, K.M. Ryan 
и соавт. в ходе своих исследований обнаружили, что 
ингибирование или потеря активности NF-κB блоки-
рует p53-опосредованный апоптоз [14]. 

Заключение 

Таким образом, в опухолевых клетках линии Jurkat 
и THP-1 белок теплового шока Hsp27 играет антиапоп-
тотическую роль. Можно предположить, что основное 
влияние Hsp27 в опухолевых клетках линии Jurkat и 
THP-1 направлено на изменения соотношения анти-
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апоптотических (Bcl-2) и проапоптотических (Bax и 
Bad) белков в пользу первых. В связи с этим возмож-
ность влиять на противоапоптотическую роль Hsp27 в 
опухолевых клетках с помощью его специфических 
ингибито- 
ров, например 5-(5-этил-2-гидрокси-4-метоксифенил)-
4-(4-метоксифенил) изоксазола (KRIBB3), представляет 
большой интерес для разработки новых подходов в тар-
гетной терапии онкологических заболеваний. 
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