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Резюме. Проведено исследование взаимодействия суперсемейства рецептора фактора некроза 
опухоли α и белка теплового шока Hsp90 в опухолевых клетках линии Jurkat. В условиях культивиро-
вания опухолевых клеток с ингибитором белка теплового шока Hsp90 (17-AAG) увеличивается чис-
ло клеток, презентирующих на поверхности TNFR1 и FasR, что облегчает запуск программирован-
ной гибели клеток. Также было выявлено, что блокирование белка теплового шока Hsp90 в услови-
ях in vitro вызывает снижение FasL и не влияет на продукцию TNFα, sTNFR1 в опухолевых клетках.
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ReceptoR supeRfamily of tumoR necRosis factoR α, and Hsp90 Heat sHock pRotein: 
a moleculaR basis foR inteRactions

abstract. A study was performed aiming to investigate interactions between TNFα receptor (TNF1) 
superfamily and heat shock protein Hsp90, using a Jurkat tumor cell line. The tumor cells cultured in presence 
of Hsp90 inhibitor (17-AAG) showed increased numbers of cells, presenting surface TNFR1 and FasR, which 
facilitate triggering of programmed cell death. It was also revealed that Hsp90 blockage under the in vitro 
conditions causes a decrease in FasL, while not affecting TNFα and sTNFR1 production by the tumor cells. 
(Med. Immunol., 2011, vol. 13, N 2-3, pp 247-252)
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Введение
Актуальным направлением молекулярной ме-

дицины является исследование модуляции апоп-

тоза как важного патогенетического звена много-

численных заболеваний. Согласно современным 

представлениям, формирование злокачествен-
ных опухолей также имеет в своей основе нару-
шение программированной гибели клетки [1]. 
Выделяют три пути запуска программированной 
клеточной гибели – рецепторный, митохондри-
альный и ядерный (р53-опосредованный); эти 
пути, как правило, не протекают изолированно, 
а дополняют и усиливают друг друга [1, 2, 7].

Рецептор-опосредованный путь апоптоза за-
пускается при связывании специфических ли-
гандов c рецепторами семейства фактора некроза 
опухоли (TNF), расположенными на плазмати-
ческой мембране. Наиболее изученными рецеп-
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торами данного семейства являются FasR (CD95/
Apo1) и TNFR1 (р60/р55), относящиеся к транс-
мембранным гликопротеинам I типа [5, 29]. 

Презентация рецепторов на плазматической 
мембране осуществляется при помощи молеку-
лярных шаперонов. К группе молекулярных ша-
перонов относятся белки теплового шока, кото-
рые в нормальных клетках обеспечивают пра-
вильное сворачивание, сборку мультимолеку-
лярных белковых комплексов, перемещение, де-
градацию и предотвращение агрегации белков, 
а также осуществляют рефолдинг денатурирован-
ных пептидов [17]. Роль белков теплового шока 
в апоптозе неоднозначна: в одних случаях они 
обеспечивают выживание клетки, а в других – 
способствуют ее гибели [11, 13]. Одним из пред-
ставителей семейства белков теплового шока яв-
ляется Hsp90, который относится к конститутив-
ным белкам и выполняет преимущественно ан-
тиапоптотическую роль [11]. Доказательством 
тому является обнаруженный факт повышенной 
экспрессии Hsp90 при немелкоклеточной карци-
номе легкого, раке пищевода, саркоме поджелу-
дочной железы, меланоме и др. [12, 16, 25]. 

Целью настоящего исследования явилась оцен-
ка влияния белка теплового шока Hsp90 на су-
персемейство рецептора фактора некроза опухо-
ли клеток линии Jurkat. 

Материалы и методы
Материалом исследования явились клет-

ки опухолевой линии Jurkat (Т-лимфобластного 
лейкоза человека), полученной из Российской 
коллекции клеточных культур Института цито-
логии РАН (Санкт-Петербург). 

Культивирование клеток проводили суспен-
зионным методом в полной питательной сре-
де, содержащей 90% RPMI-1640 («Вектор-Бест», 
Россия), 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки («Invitrogen», США), инактивированной при 
56 °С в течение 30 мин, 0,3 мг/мл L-глутамина 
(«Вектор-Бест», Россия) и 100 мкг/мл гентами-
цина («INS», США) при температуре 37 °С и в 5% 
атмосфере СО2. Клетки поддерживали в лого-
рифмической фазе роста и пересаживали через 
3 суток. 

Влияние белка теплового шока Hsp90 
на суперсемейство рецептора фактора не-
кроза опухоли оценивали при помощи се-
лективного ингибитора Hsp90 17-аллиламино-
17-деметоксигелданамицин (17-AAG) («Sigma 
Aldrich», США) в концентрации 0,5; 2,0; 5,0 
и 20 мкМ.

Оценку апоптоза проводили методом флуо-
ресцентной микроскопии на микроскопе Axiostar 

plus («Carl Zeiss», Германия) при помощи набора 
Annexin V Fitc («Beckman Coulter», США). Клет-
ки, находящиеся в раннем апоптозе, связывали 
FITC метку, в позднем – FITC и пропидий ио-
дид, а в некрозе – только пропидий иодид. Под-
счет осуществляли на 200-300 клеток. Количество 
клеток в состоянии апоптоза считали как сумму 
FITC+/PI- и FITC+/PI+ и выражали в процентах 
от общего числа клеток. 

Определение опухолевых клеток, несущих 
FasR и TNFR1, проводили с использовани-
ем наборов моноклональных антител к челове-
ческому антигену CD95 (Fas/APO-1) и CD120a 
(TNFR1) («Beckman Coulter», США) на проточ-
ном цитофлуориметре FACSCanto II («Becton 
Dickinson», США). Количество CD95- и TNFR1-
презентирующих клеток выражали в % от обще-
го числа клеток.

Уровень sFasL, TNFα, sTNFR в супернатан-
тах опухолевых клетках Jurkat оценивали мето-
дом иммуноферментного анализа по протоко-
лу фирм-производителей («Bender MedSystem», 
Австрия; «Протеиновый контур», Россия) 
на микропланшетном фотометре Multiscan EX 
(«Thermo Labsystem», Финляндия). Содержание 
sFasL, sTNFR, TNFα определяли по калибровоч-
ной кривой и выражали в нг/мл. 

Полученные данные обрабатывали методами 
статистического анализа. Проверку нормально-
сти распределения количественных показателей 
проводили с использованием критерия Колмо-
горова–Смирнова. Для каждого анализируемо-
го показателя вычисляли медиану (Me) и квар-
тели (Q1-Q3). Достоверность различий между не-
зависимыми группами для выборок, подчиняю-
щихся нормальному закону распределения, про-
водили при помощи двухвыборочного критерия 
Стьюдента. Для определения достоверности раз-
личий между независимыми группами выборок, 
не подчиняющихся нормальному закону рас-
пределения, использовали непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни. Статистически зна-
чимыми считались различия при р < 0,05. 

Результаты 
Культивирование клеток линии Jurkat in vitro 

с селективным ингибитором Hsp90 17-AAG по-
казало, что при достижении концентрации ин-
гибитора в среде уровня 5 мкМ значимо (24,94 
(18,62-30,78) %, (р < 0,05)) по сравнению с ин-
тактными условиями (4,12 (2,87-5,18) %), возрас-
тало количество апоптотически измененных кле-
ток (рис. 1.)

Исследование культуры опухолевых клеток 
линии Jurkat выявило (табл. 1), что количество 



249

Суперсемейство TNFα и Hsp902011, Т. 13, № 2-3

клеток, несущих FasR, в интактной культуре со-
ставило 22,60 (19,75-28,75) %. Содержание FasL 
в интактной опухолевой культуре отмечалось 
на уровне 0,14 (0,10-0,25) нг/мл. Культивирова-
ние опухолевых клеток с селективным ингиби-
тором Hsp90 17-AAG в концентрации 5 мкМ вы-
зывало достоверное увеличение числа клеток, не-
сущих на своей поверхности FasR, по сравнению 
с интактными опухолевыми клетками; при этом 
концентрация FasL в культуральной среде оста-
валась неизменной.

Кроме того, добавление в среду культивиро-
вания селективного ингибитора 17-AAG в кон-
центрации 5 мкМ увеличивало в 7 раз количе-
ство клеток, презентирующих на своей поверх-
ности TNFR1, по сравнению с интактной культу-
рой. Однако содержание TNFα и sTNFR в куль-
туральной среде не изменялось.

Обсуждение
В исследовании было показано, что в услови-

ях культивирования клеток линии Jurkat со спец-
ифическим ингибитором Hsp90 17-AAG в кон-
центрации 5 мкМ достоверно увеличивается чис-
ло апоптотически измененных клеток по сравне-
нию с их числом в интактной культуре. По дан-
ным литературы известно, что повышение экс-
прессии белка теплового шока Hsp90 подавляет 
программированную клеточную гибель, так как 
данный шаперон регулирует активность многих 
транскрипционных факторов, способствующих 
выживанию клеток [20]. Действие ингибитора 
Hsp90 приводит к облегчению проведения смер-
тельных сигналов внутрь клетки и к повышению 
активности эффекторных каспаз [3, 4], что неиз-
бежно сопровождается увеличением числа кле-
ток, вступивших в апоптоз. В связи с этим в по-
следнее время различными исследовательскими 

группами проводится работа по созданию проти-
воопухолевых вакцин на основе белков теплового 
шока и лекарств на основе их ингибиторов [6, 10].

Запуск рецептор-опосредованного апопто-
за происходит при взаимодействии презентиро-
ванных на поверхности клетки рецепторов (FasR 
или TNFR1) c их физиологическими лиганда-
ми, что приводит к активации инициаторной 
каспазы-8 через адапторные молекулы FADD 
и TRADD [23, 26]. Каспаза-8, в свою очередь, ак-
тивирует каспазу-3, которая, расщепляя внутри-
клеточные субстраты, вызывает функциональ-
ные и морфологические изменения типичные 
для апоптоза [19]. 

Так, реализация TNFα-опосредованного 
апоптоза запускается при связывании провоспа-
лительного цитокина TNFα с одним из двух ре-
цепторов TNFR1 или TNFR2 [20, 26]. Актива-
ция TNFR1-пути обычно приводит к развитию 

Таблица 1. Члены суперсемейсТва факТора некроза опухоли альфа в опухолевых клеТках линии 
Jurkat при ингибировании Hsp90 in vitro

Показатель Интактная культура опухолевых клеток 
линии Jurkat 

Ингибирование Hsp90 (культивирование 
Jurkat с 5 мкМ 17-AAG)

FasR (%) 22,60 (19,75-28,75) 59,00 (57,85-61,85)
р < 0,05

sFasL (нг/мл) 0,14 (0,09-0,20) 0,07 (0,05-0,08)
р < 0,05

TNF-R1 (%) 3,30 (1,80-7,20) 21,40 (20,30-27,25)
р < 0,05

sTNF-R (нг/мл) 1,72 (1,66-1,88) 1,68 (1,67-1,74)
р > 0,05

TNFα (нг/мл) 0,05 (0,02-0,07) 0,04 (0,03-0,05)
р > 0,05

примечание. р – достоверность различий по сравнению с аналогичным показателем в интактной культуре.

рисунок 1. количество опухолевых клеток линии 
Jurkat в состоянии апоптоза и некроза при действии 
различных концентраций ингибитора Hsp90 17-aaG
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воспаления или програмированной гибели кле-
ток [14]. 

Ингибирование белка теплового шока Hsp90 
в культуре опухолевых клеток линии Jurkat по-
казало значительное увеличение числа клеток, 
несущих TNFR1, и количества клеток, вступив-
ших в апоптоз, по сравнению с интактной куль-
турой. При связывании TNFα и TNFR1 проис-
ходит активация NF-κB в результате стабилиза-
ции RIP-1, а также формировании активных IKK 
или Akt комплексов, участвующих в фосфорили-
ровании IκB, что вызывает диссоциацию NF-κκB 
от его ингибитора [15]. Блокирование этого ме-
ханизма устраняет активацию NF-κB и повыша-
ет чувствительность клеток к апоптозу [22].

Система TNFα имеет неоднозначный эффект 
на онкогенез. Так, с одной стороны, у данного 
цитокина впервые были обнаружен противоопу-
холевые свойства, и в настоящее время рекомби-
нантный TNF применяется в лечении ряда злока-
чественных новообразований [21]. С другой сто-
роны, TNFα обладает туморогенным действием, 
обеспечивая прорастание кровеносных сосудов 
в опухоли, инвазию опухолевых клеток и мета-
стазирование [28]. Растворимые формы рецепто-
ра TNF могут действовать как ингибиторы TNFα, 
препятствуя взаимодействию с мембранными ре-
цепторами. Вместе с тем обнаружена способ-
ность sTNFR пролонгировать эффект TNFα по-
средством стабилизации его биологически актив-
ной гомотримерной структуры [9]. В нашем ис-
следовании, проведенном in vitro, мы обнаружи-
ли, что белок теплового шока Hsp90 не оказыва-
ет влияния на продукцию TNFα и растворимой 
формы TNFR1, увеличивая, однако, презента-
цию TNFR1 на поверхности опухолевых клеток. 
Полученный результат дает основания предпо-
ложить, что использование ингибитора белка те-
плового шока 90 в терапии онкологических за-
болеваний в условиях in vivo позволит селектив-
но уничтожить опухолевые клетки, посредством 
цитотоксического действия иммуноцитов, и по-
высить спонтанный апоптоз опухолевых клеток. 

Для оценки влияния белка теплового шока 
Hsp90 на систему Fas-рецептора в опухолевых 
клеток линии Jurkat была изучена продукция 
FasL и экспрессия FasR. Известно, что разви-
тие опухоли обычно связано с уменьшением или 
даже полным исчезновением FasR на поверхно-
сти опухолевых клеток, однако, при этом обычно 
увеличивается экспрессия FasL [27]. В то же вре-
мя опухолевые клетки, в которых отмечается вы-
сокая экспрессия FasR и низкая – FasL, стано-
вятся уязвимыми для клеток лимфоидного ряда. 
При этом гибель опухолевых клеток достигается 

двумя путями, один из которых осуществляется 
за счет высвобождения перфоринов и гранзимов 
натуральными киллерами, активируя сигналь-
ные пути апоптоза как с участием, так и без уча-
стия каспаз. Второй путь заключается в захвате 
рецепторов смерти на клетках-мишенях соответ-
ствующими лигандами и активацией каспаза-
зависимого апоптоза [27].

Культивирование опухолевых клеток с селек-
тивным ингибитором Hsp90 17-AAG в концен-
трации 5 мкМ вызывало достоверное увеличе-
ние числа клеток, несущих на поверхности FasR, 
по сравнению с интактными опухолевыми клет-
ками, и снижение продукции FasL. Из данных 
литературы известно, что действие противоопу-
холевых препаратов приводит к увеличению со-
держания FasR на плазматической мембране 
клетки и сопровождается образованием сигналь-
ного комплекса, индуцирующего гибель клет-
ки даже в отсутствии FasL [24]. Культивирование 
опухолевых клеток с ингибитором белка тепло-
вого шока Hsp90 вызывало рост числа клеток, не-
сущих на своей поверхности FasR, это позволя-
ет предположить, что индукция апоптоза в усло-
виях ингибирования белка теплового шока Hsp90 
не требует высокой экспрессии FasL. 

Таким образом, в условиях селективного ин-
гибирования белка теплового шока Hsp90 опухо-
левые клетки линии Jurkat презентируют большее 
число TNFR1 и FasR, что сопровождается увели-
чением числа клеток, вступивших в апоптоз. Од-
нако блокирование белка теплового шока Hsp90 
не влияет на продукцию TNFα, sTNFR1 и сни-
жает содержание FasL в супернатантах культуры 
опухолевых клеток. Молекулярные механизмы 
запуска программированной гибели опухолевых 
клеток при ингибировании Hsp90, кроме систем 
TNFR1 и FasR, вероятно, включают в себя акти-
вацию других рецепторов суперсемейства факто-
ра некроза опухоли и других путей апоптоза.
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