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рапии онкологических заболеваний необходима 
разработка и получение растворимой формы ре-
комбинантного белка.

Такой рекомбинантный растворимый челове-
ческий белок rhApo2L/TRAIL разработанный со-
вместно компаниями Genentech и Amgen [6], явля-
ется внеклеточным доменом природного цитокина 
TRAIL (114—281 аминокислотные остатки), это 
так называемый белок TRAIL дикого типа. В ис-
следованиях in vitro показана способность белка 
rhApo2L/TRAIL вызывать апоптотическую гибель 
опухолевых клеток, не вызывая каких-либо по-
вреждений нетрансформированных нормальных 
клеток. В настоящее время проводятся клинические 
испытания белка rhApo2L/TRAIL [1]. Однако от-
сутствие связи с мембранной дестабилизирует 
внеклеточный домен, и в действительности, 
rhApo2L/TRAIL легко образует димеры, связанные 
дисульфидной связью, которые имеют в 90 раз 
меньшую апоптотическую активность [8]. При 
хранении гомотримерная структура белка rhApo2L/
TRAIL может преобразовываться в димерные или 
мономерные формы [9].

Для решения этой проблемы в нашей лабора-
тории на основе цитокина TRAIL создан рекомби-

ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время важной социально-значимой 

задачей является поиск нового противоопухолево-
го препарата, селективно действующего исключи-
тельно на опухолевые клетки. В этой связи боль-
шой интерес представляет применение противоо-
пухолевого белка TRAIL. Природный белок TRAIL 
(Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing li-
gand) — это цитокин суперсемейства фактора не-
кроза опухолей. В организме человека цитокин 
TRAIL располагается на поверхности некоторых 
клеток иммунной системы [1—4]. Цитокин TRAIL 
способен селективно инициировать апоптотиче-
скую гибель опухолевых клеток, не повреждая 
нормальные клетки организма [5—7]. Эта уникаль-
ная особенность TRAIL дает возможность создать 
на основе этого белка высокоэффективный неток-
сичный противораковый препарат [1].

Природный цитокин TRAIL является 
мембранно-связанным белком, а для изучения био-
логических свойств белка TRAIL и его дальнейше-
го использования в клинической практике для те-
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Аннотация. В настоящее время цитокин TRAIL рассматривается как потенциальный кандидат 
для противоопухолевой терапии, благодаря его способности инициировать апоптотическую гибель 
опухолевых клеток, не повреждая нормальные клетки. В нашем исследовании мы сравнивали цито-
токсическую активность двух растворимых рекомбинантных человеческих белков TRAIL — модфи-
цированной формы белка m-TRAIL и белкаTRAIL дикого типа. Действие m-TRAIL на опухолевые 
клетки показало более сильный цитотоксический эффект, чем действие белка TRAIL дикого типа. 
Нами было показано, что модифицированный рекомбинантный человеческий белок m-TRAIL явля-
ется перспективным противоопухолевым агентом для клиники.
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Abstract. Currently cytokine TRAIL is considered to be a potential candidate for anti-cancer therapy, 
due to its ability to induce apoptosis in cancer cells but not in normal cells. In our experimental study we 
compare cytotoxic activity of two soluble recombinant human proteins TRAIL — modifi ed m-TRAIL and 
wild type TRAIL. Treatment with m-TRAIL resulted in more signifi cant toxic effect on cancer cells then 
treatment with wild type TRAIL. We found out that modifi ed recombinant human protein m-TRAIL is 
promising agent for cancer therapy.
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нантный модифицированный белок (m-TRAIL). 
Модификация данного белка имитирует условия 
связи внеклеточного домена TRAIL с мембраной, 
и таким образом, сохраняются стабильность трех-
мерной структуры и биологические функции 
TRAIL. Более высокая стабильность белка 
m-TRAIL, обеспечиваемая его модификацией, по-
зволяет предположить, что новый белок m-TRAIL 
является более перспективным противоопухоле-
вым агентом, нежели используемый в настоящее 
время в клинических испытания белок TRAIL ди-
кого типа. Именно поэтому важно сравнить цито-
токсическую активность in vitro белка TRAIL ди-
кого типа и его модифицированной формы m-
TRAIL.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В работе использовали клетки эпидермоидной 

карциномы гортани человека (линия НЕр-2), гепа-
тоцеллюлярной карциномы человека (линия 
HEpG2), аденокарциномы яичника человека (линия 
OVCAR-3) и карциномы предстательной железы 
человека (линия LNCaP), полученные из Всерос-
сийской коллекции клеточных культур (Институт 
цитологии РАН, Санкт-Петербург). Растворимый 
человеческий рекомбинантный белок TRAIL дико-
го типа (wtTRAIL) и модифицированный белок 
m-TRAIL были получены в лаборатории тканевой 
инженерии ИТЭБ РАН.

Клетки выращивали in vitro при 37 °C и 5 % 
CO2 в газовой фазе в смеси сред DMEM:199 (1:1) 
(Биолот, С-Петербург) с добавлением 10 % эм-
бриональной телячьей сыворотки (Gibco) и 40 мкг/
мл гентамицина. Для экспериментов клетки вы-
севали в 96 луночные планшеты (Nunc) по 5 тыс. 
клеток в 100 мкл ростовой среды на лунку, и либо 
выращивали 3 сут. до конфлюентного состояния, 
либо использовали через 1 сут. растущие клетки. 
Исследуемые белки TRAIL добавляли в лунки 
планшета в уменьшающейся концентрации. В 
качестве контроля использовали лунки с культу-
рами клеток без добавления в них белков TRAIL. 
После добавления белков опытные и контрольные 
культуры в планшетах инкубировали в течение 24 
часов. Цитотоксичность белков TRAIL оценивали 
по количеству живых клеток в опытных и кон-
трольных лунках как в работе [10]. Для этого пи-
тательную среду удаляли из лунок, культуры 
промывали фосфатным буфером рН 7.4, добавля-
ли 0,2% раствор кристаллического фиолетового 
(Sigma) в 20% этаноле и окрашивали 10 мин. Затем 
клетки промывали, добавляли по 100 мкл на лун-

ку раствор (1%) SDS, и после лизирования клеток 
измеряли оптическую плотность в каждой лунке 
при длине волны 535 нм, используя планшетный 
спектрофлюориметр Infi nite F200 (Tecan, Австрия). 
Для определения фоновой оптической плотности, 
в пустые лунки (без клеток) добавляли 1% SDS. 
Цитотоксический эффект оценивали по отноше-
нию разности между оптической плотностью в 
опыте и фоном к разности между оптической 
плотностью в контроле и фоном. Оптическая плот-
ность была пропорциональна количеству живых 
клеток лунке.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В нашей работе мы проводили сравнительную 

оценку цитотоксической активности белка 
wtTRAIL дикого типа и модифицированной фор-
мы белка m-TRAIL на линиях клеток, полученных 
из человеческих карцином различного происхо-
ждения. Для того чтобы определить, зависит ли 
цитотоксичность белка TRAIL от плотности куль-
туры, исследование проводили на редких расту-
щих культурах и на конфлюентных (не растущих) 
культурах.

Данные, представленные на рис. 1 свидетель-
ствуют, что растущие клетки эпидермоидной кар-
циномы гортани человека (линия HEp-2) являются 
слабо чувствительными к цитотоксическому дей-
ствию белка TRAIL дикого типа (wtTRAIL) даже 
при высоких концентрациях белка (1,5 мкг/мл), и 
очень чувствительны к цитотоксическому дей-
ствию модифицированного белка m-TRAIL. Кон-
центрация белка m-TRAIL, при которой он в два 
раз уменьшал количество живых клеток в растущей 
культуре клеток НЕр-2 в сравнении с контролем 
(IC50) равнялась 20 нг/мл, в то время как величина 
IC50 белка wtTRAIL для таких культур превышала 
1,5 мкг/мл (рис. 1а).

Белок TRAIL дикого типа в плотной конфлю-
ентной культуре клеток линии HEp-2 практически 
не оказывает цитотоксического действия вплоть до 
концентрации 1 мкг/мл. В отличие от белка дикого 
типа, модифицированная форма белка m-TRAIL 
показала значительную цитотоксическую актив-
ность в более низких концентрациях порядка 
30 нг/мл (рис. 1б).

Согласно данным литературы, клетки гепато-
целлюлярных карцином человека, в частности 
клетки линии HepG2, являются нечувствительны-
ми к белку TRAIL дикого типа [11, 12]. Наши 
данные также указывают на то, что белок wtTRAIL 
не оказывает токсического действия на клетки 
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HepG2, независимо от плотности клеточной куль-
туры. Добавление модифицированной формы 
белка m-TRAIL к клеткам линии HepG2 вызывает 
гибель клеток как в растущей (IC50 — 7 нг/мл), так 
и в конфлюентной (IC50 — 14 нг/мл) культуре 
(рис. 2).

Из литературных данных известно, что клетки 
различных аденокарцином яичника человека явля-
ются резистентными к действию белка TRAIL 
дикого типа [13]. Результаты нашей работы пока-
зали, что клетки линии аденокарциномы яичника 
человека OVCAR-3 не чувствительны к действию 
белка TRAIL дикого типа независимо от плотности 
клеточной культуры (рис. 3).

Применение модифицированной формы про-
тивоопухолевого белка m-TRAIL на редкой расту-
щей культуре эффективно вызывает гибель клеток 
линии OVCAR-3 (значение IC50 20 нг/мл) (рис. 3а). 
Однако в плотной культуре клеток линии OVCAR-3 
происходило значительное повышение их рези-
стентности к действию белка m-TRAIL, и величи-
на IC50 превышала 100 нг/мл (рис. 3б).

Клетки карциномы предстательной железы 
человека (линия LNCaP) высоко резистентны к 
цитотоксическому действию рекомбинантного 
белка TRAIL [14]. Данные представленные на 
рис. 4 показывают, что клетки линии LNCaP явля-
ются резистентными не только к дикому типу 

а б
Рис. 1. Выживаемость клеток эпидермоидной карциномы гортани человека (линия HEp-2) при воздействии на них 
белка TRAIL дикого типа и модифицированной формы белка m-TRAIL, добавленных к растущей культуре (а), и 
к конфлюентной (не растущей) культуре (б)

а б
Рис. 2. Выживаемость клеток гепатоцеллюлярной карциномы (линия HepG2) при воздействии на них белка TRAIL 
дикого типа и модифицированной формы белка m-TRAIL, добавленных к растущей культуре (а), и к конфлюент-
ной (не растущей) культуре (б)



ВЕСТНИК ВГУ, СЕРИЯ: ХИМИЯ. БИОЛОГИЯ. ФАРМАЦИЯ, 2012, № 1 87

Сравнительное изучение цитотоксического действия противоопухолевого белка TRAIL...

белка wtTRAIL, что согласуется с данными лите-
ратуры, но также не чувствительны к действию 
модифицированной формы белка m-TRAIL неза-
висимо от плотности культуры.

Отсутствие цитотоксического действия моди-
фицированной формы белка m-TRAIL на редкой 
культуре показывает наличие конститутивной ре-
зистентности клеток линии LNCaP, в связи с чем, 
большой интерес представляют дальнейшие ис-
следования по повышению чувствительности этих 
клеток к модифицированной форме m-TRAIL. 
Нами было показано, что можно добиться чувстви-
тельности таких клеток к действию модифициро-
ванной формы m-TRAIL, используя для этого мо-

дуляторы чувствительности данного белка [15]. 
Полученные ранее результаты указывают на то, что 
наиболее эффективная сенситизация раковых кле-
ток к повреждающему действию рекомбинантного 
белка m-TRAIL для каждой клеточной линии до-
стигается индивидуальным сочетанием цитокина 
m-TRAIL с оптимальным модулятором чувстви-
тельности этих клеток к данному белку [15].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе было показано, что уровень 

цитотоксической активности модифицированной 
формы m-TRAIL зависит от плотности клеточной 
культуры и происхождения клеточной линии. При 

а б
Рис. 3. Выживаемость клеток аденокарциномы яичника человека (линия OVCAR-3) при воздействии на них бел-
ка TRAIL дикого типа и модифицированной формы белка m-TRAIL, добавленных к растущей культуре (а), и к 
конфлюентной (не растущей) культуре (б)

а б
Рис. 4. Выживаемость клеток карциномы предстательной железы человека (линия LNCaP) при воздействии на них 
белка TRAIL дикого типа и модифицированной формы белка m-TRAIL, добавленных к растущей культуре (а), и 
к конфлюентной (не растущей) культуре (б)
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переходе от модели клеточной культуры низкой 
плотности к высокой плотности происходит фор-
мирование резистентности клеток к цитотоксиче-
скому действию белка TRAIL.

Обобщая полученные результаты, можно за-
ключить, что цитотоксическая активность моди-
фицированного белка m-TRAIL значительно пре-
вышает активность TRAIL дикого типа, что спра-
ведливо для всех использованных клеточных ли-
ний. Неэффективность применения белка TRAIL 
дикого типа ставит под сомнение целесообразность 
его применения в клинике. Именно поэтому моди-
фицированная форма белка m-TRAIL является 
более перспективным противоопухолевым агентом 
для клиники.
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