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 # ВВЕДЕНИЕ

Онкоассоциированный ганглиозид GD2 являет�
ся маркером ряда онкологических заболеваний [1].
Этот сиалированный гликосфинголипид гипер�
экспрессируется на плазматической мембране

 Сокращения: 7�AAD – 7�аминоактиномицин D; AVD –
апоптозиндуцированное уменьшение клеточного объема;
FBS – сыворотка эмбрионов крупного рогатого скота;
МТТ – 3�(4,5�диметилтиазол�2�ил)�2,5�дифенилтетразо�
лийбромид; FITC – Fluorescein Isothyocyanate, флуорес�
цеинизотиоцианат; HEPES – 2�[4�(2�гидроксиэтил)пипера�
зин�1�ил]этилсульфоновая кислота; PI – иодистый пропи�
дий; siRNA – малые интерферирующие РНК; Z�VAD�FMK –
общий ингибитор каспаз; Z�DEVD�FMK/AFC – ингиби�
тор/субстрат каспазы�3; Z�IETD�FMK/AFC – ингибитор/суб�
страт каспазы�8; Z�LEHD�FMK/AFC – ингибитор/субстрат
каспазы�9; анти�GD2�мАт – GD2�специфичные монокло�
нальные антитела, PBS – забуференный физиологический
раствор.

# Автор для связи (тел.: +7 (495) 330�72�56, эл. почта:
khol@mail.ru).

клеток таких опухолей, как нейробластома, глио�
ма, меланома, мелкоклеточный рак легких, лим�
фома и ряде других. Современные подходы к ле�
чению рака, основанные на применении новых
вакцин [2], цитокинов [3], адресной доставки хи�
миопрепаратов и siRNA в составе липосом [4] и
наночастиц [5] к раковым клеткам, в терапии
GD2�позитивных опухолей зачастую оказывают�
ся неэффективными. Ассоциированность ган�
глиозида GD2 с опухолевыми клетками и ограни�
ченная экспрессия на нетрансформированных
клетках делает его привлекательной мишенью
для противоопухолевой иммунотерапии с ис�
пользованием GD2�специфических монокло�
нальных антител (анти�GD2�мАт). Так, анти�
GD2�мАт показали высокую эффективность при
клинических испытаниях  в лечении нейробла�
стомы [6]. Основными механизмами действия ан�
ти�GD2�мАт считаются антителозависимая кле�
точноопосредованная цитотоксичность и ком�
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племент�зависимая цитотоксичность [7]. В то же
время, в ряде работ была показана прямая цито�
токсическая активность анти�GD2�мАт. Так, на
различных GD2�позитивных опухолевых клет�
ках, таких как нейробластома [8], мелкоклеточ�
ный рак легкого [9] и лимфома [10], показано, что
анти�GD2�антитела индуцируют клеточную ги�
бель без привлечения иммунных механизмов.
Также на сингенной мышиной модели перевива�
емой опухоли EL�4 показаны противоопухолевые
эффекты Fab�фрагментов анти�GD2�мАт [11],
что говорит о возможности реализации in vivo ги�
бели опухолевых клеток при непосредственном
воздействии на онкоассоциированный маркер
GD2, без участия системы комплемента и/или
эффекторных клеток. В то же время, тип клеточ�
ной гибели, вызываемой анти�GD2�мАт, а также
ее сигнальные пути, не ясны.

Каспазы – это семейство цистеиновых проте�
аз, которые специфически расщепляют белки по�
сле остатков аспарагиновой кислоты. Каспазы
являются центральным звеном протеолитиче�
ской системы, обеспечивающей запуск и прове�
дение клеточной гибели, как правило, проходя�
щей по механизму апоптоза, а сигнальные пути с
их участием характеризуются как классические
[12]. Каспазы принимают участие как в инициа�
ции гибели клетки, так и в ее реализации, выра�
жающейся в расщеплении различных клеточных
субстратов и приводящей к характерным морфо�
логическим и биохимическим изменениям в
клетке.

В настоящее время описано 14 каспаз, которые
в той или иной степени участвуют в процессах

клеточной гибели [13], но ключевыми и наиболее
изученными каспазами, определяющими класси�
ческие механизмы апоптоза, являются каспазы�8,
�9 и �3. Наиболее значимой инициаторной каспа�
зой, приводящей к запуску рецепторопосредо�
ванного пути апоптоза, является каспаза�8. Ми�
тохондриальный путь апоптоза обычно опосредо�
ван активностью инициаторной каспазы�9. В
обоих случаях ключевой эффекторной каспазой,
приводящей к расщеплению клеточного субстра�
та, служит каспаза�3 [13]. Поскольку роль каспаз
при развитии гибели клеток, обработанных ан�
тителами к ганглиозидам, не ясна, представля�
лось важным изучить роль инициаторных и эф�
фекторных каспаз в клеточной гибели, индуци�
рованной анти�GD2�мАт 14G2a, в клетках
мышиной лимфомы EL�4, гиперэкспрессирую�
щей ганглиозид GD2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее мы показали, что анти�GD2�мАт спо�
собны индуцировать сильные цитотоксические
эффекты в клетках мышиной лимфомы EL�4.
Клетки данной линии являются удобной моделью
для изучения прямого воздействия анти�GD2�
мАт, поскольку для них характерна высокая и
равномерная экспрессия ганглиозида GD2 [10]. 

На первом этапе работы мы выбрали опти�
мальное анти�GD2�мАт для проведения последу�
ющих экспериментов. Для этого были проведены
сравнительные тесты цитотоксической активно�
сти анти�GD2�моноклональных антител: 14G2a и
МЕ361. По результатам МТТ�теста получены гра�
фики зависимости жизнеспособности клеток EL�4
от концентрации антител 14G2a и МЕ361 (рис. 1).
Как следует из рис. 1, оба антитела вызывают дозо�
зависимое снижение жизнеспособности клеток
EL�4, но антитела 14G2a имеют более выражен�
ную цитотоксичность по сравнению с МЕ361.
Снижение уровня жизнеспособности клеток при
инкубации с максимальной использованной кон�
центрацией (10 мкг/мл) анти�GD2�мАт 14G2a и
МЕ361 составляет 80 и 60% соответственно.

Другим методом для сравнения цитотоксиче�
ских эффектов анти�GD2�мАт был выбран PI�
тест [14]. Мы исследовали временные зависимо�
сти изменения количества клеток с фрагментиро�
ванной ДНК при действии антител на опухолевые
клетки. Для этого клетки EL�4 инкубировали с ан�
тителами 14G2a и МЕ361 (5 мкг/мл) в течение 24,
48 и 72 ч. Как следует из диаграммы, представлен�
ной на рис. 2, процент гиподиплоидных клеток с те�
чением времени возрастает. Через трое суток после
инкубации клеток EL�4 с мАт 14G2a уровень их ги�
бели составляет 67 ± 6%, а для МЕ361 – 30 ± 7%.

Таким образом, двумя методами было показа�
но, что анти�GD2�мАт 14G2a и ME361 индуциру�

Рис. 1. Зависимость жизнеспособности клеток от
концентрации анти�GD2�мАт в МТТ�тесте. Клетки
EL�4 (5 тыс. кл./лунка) инкубировали с анти�GD2�
мАт в течение 72 ч в 96�луночном планшете в ПС, со�
держащей 10% FBS. Каждая точка выполнена в трех
повторах.
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ют клеточную гибель, но эффективность их дей�
ствия различается – антитела 14G2a проявляют
более высокую цитотоксическую активность и
являются предпочтительными эффекторами при
исследовании механизмов изучаемого процесса.
Причины различий эффективности действия ан�
тител 14G2a и ME361 требуют дальнейшего ис�
следования; возможно, они объясняются разной
эффективностью связывания с ганглиозидом
GD2 [15].

В следующей серии экспериментов с исполь�
зованием метода ПЦР в реальном времени пока�
зано влияние выбранных анти�GD2�мАт 14G2a
на уровень экспрессии генов прокаспаз�8, �9, �3 при
индукции этим мАт гибели клеток линии EL�4. В
качестве внутреннего контроля использован мы�
шиный ген фермента гликолиза (глицеральдегид�
3�фосфат�дегидрогеназа, GADPH). Положитель�
ным контролем индукции клеточной гибели
выбран стауроспорин – алкалоид, являющийся
ингибитором протеинкиназ и запускающий кас�
пазозависимый путь апоптоза [16]. В предвари�
тельных экспериментах (регистрация PI�мето�
дом) нами была подобрана оптимальная концен�
трация стауроспорина (50 нМ) таким образом,
чтобы уровни клеточной гибели, индуцирован�
ной анти�GD2�мАт и стауроспорином, были со�
поставимы и составляли 30–35% после 24 ч инку�
бации с клетками (данные не представлены). Из
диаграмм, представленных на рис. 3, видно, что в
контрольных клетках EL�4 присутствует консти�
тутивная экспрессия исследуемых генов прокас�
паз. При обработке клеток анти�GD2�мАт 14G2a
(12�ч инкубация) происходит слабое достоверное
повышение экспрессии гена каспазы�8. Досто�
верных изменений в экспрессии генов прокас�

паз�3 и �9 под действием антител 14G2a, а также
влияния стауроспорина на индукцию генов про�
каспаз в клетках EL�4 (рис. 3), как и в контроль�
ных клетках, не наблюдалось (данные не пред�
ставлены).

Для выснения, приводит ли дополнительная
индукция гена каспазы�8 при воздействии анти�
GD2�мАт на клетки EL�4 к увеличению уровня
прокаспазы�8, мы провели внутриклеточное
окрашивание клеток антителами к этому маркеру
с последующим анализом на проточном цито�
флуориметре. Как следует из рис. 4, прокаспаза�8
синтезируется в интактных клетках, а индукция
гибели клеток EL�4 при воздействии антител (ин�
кубация 24 ч) не приводит к увеличению уровня
экспрессии данного белка.

Таким образом, методами ПЦР и проточной
цитофлуориметрии нами была показана консти�
тутивная экспрессия генов прокаспаз�3, �8 и �9 и
отсутствие увеличения уровня экспрессии белко�
вого продукта – прокаспазы�8, что говорит о воз�
можности быстрого проведения сигнала в случае
его запуска по каспазозависимому пути. Консти�
тутивная экспрессия прокаспаз характерна также
и для ряда других опухолевых клеток [17]. Индук�
ция клеток антителами 14G2a не вызывала изме�
нения уровня экспрессии генов прокаспаз�3, �9, а
усиление экспрессии гена прокаспазы�8 не при�
водило к значимому увеличению уровня белково�
го продукта прокаспазы�8 относительно его уров�
ня в интактных клетках EL�4. 

Для прямого определения активности каспаз
были использованы флуоресцентно�меченые
субстраты каспазы�3 (Z�DEVD�AFC), каспазы�8
(Z�IETD�AFC) и каспазы�9 (Z�LEHD�AFC).
Показано, что обработка клеток линии EL�4

Рис. 2. Временная зависимость клеточной гибели в
PI�тесте. Клетки EL�4 инкубировали с антителами
14G2a (5мкг/мл) и ME361 (5мкг/мл) в течение 24, 48
и 72 ч.

Рис. 3. Сравнение уровня экспрессии генов каспаз�3,
�8, �9 в интактных клетках и в клетках, индуцирован�
ных антителами 14G2a (5мкг/мл) и стауроспорином
(50 нМ) в течение 12 ч. Эффективность ПЦР – 85%.
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анти�GD2�мАт (24 ч) приводит лишь к незначи�
тельной активации тестируемых каспаз (рис. 5).
В случае индукции клеток стауроспорином на�
блюдалось существенное усиление флуоресцен�
ции субстратов каспаз�3 и �9. Активность каспаз�3
и �9 была в 7.5 и в 3 раза соответственно ниже в
клетках, инкубированных c антителами 14G2a,
чем в клетках, индуцированных стауроспорином
(рис. 5).

Известно, что при развитии апоптоза с участи�
ем каспазы�3 происходит активация ДНКазы, ак�
тивируемой каспазами, которая вносит разрывы

ДНК между нуклеосомами, в результате чего об�
разуются фрагменты размером 180–190 п.о. [18].
Как следует из результатов, представленных на
рис. 6, после инкубации клеток линии EL�4 с ан�
тителами 14G2a в течение 24 ч на электрофоре�
грамме появляются характерные полосы – т.н.
“лесенка”, что свидетельствует о фрагментации
геномной ДНК (рис. 6). Следует отметить, что в
случае инкубации клеток с анти�GD2�антитела�
ми интенсивность полос, соответствующих фраг�
ментированной ДНК, ниже, чем в образце кле�
ток, обработанных стауроспорином (ср. полосы 3

Рис. 4. Внутриклеточное окрашивание клеток EL�4 антителами к прокаспазе�8 после инкубации клеток с антителами
14G2a (5 мкг/мл) в течение 24 ч. а – контроль (окрашивание клеток антивидовыми FITC�мечеными антителами), б –
интактные клетки, окрашенные антителами к прокаспазе�8, в – клетки, инкубированные с антителами 14G2a и окра�
шенные антителами к прокаспазе�8. Данные проточной цитофлуориметрии.
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использованием флуоресцентно�меченых субстратов
в интактных клетках и в клетках, обработанных анти�
телами 14G2a (5 мкг/мл) и стауроспорином (50 нМ) в
течение 24 ч.

1 2 3 4

20000

5000

1500

500

200

Рис. 6. Электрофорез ДНК клеток в агарозном геле.
1 – Маркеры молекулярных масс (п.о.), 2 – ДНК кон�
трольных клеток, 3 – ДНК клеток, индуцированных
антителами 14G2a (5 мкг/мл), 4 – ДНК клеток, индуци�
рованных стауроспорином (50 нМ). Инкубация 24 ч.

128

0
104

Events

Gm: 4.6

FL1 LOG
103102101100

a 128

0
104

Events

Gm: 25.2

FL1 LOG
103102101100

б 128

0
104

Events

Gm: 23.41

FL1 LOG
103102101100

в



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 40  № 3  2014

УЧАСТИЕ КАСПАЗ В КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ 309

и 4 на рис. 6), что коррелирует с результатами, по�
лученными с использованием флуоресцентно�
меченого субстрата каспазы�3.

В следующей серии экспериментов были исполь�
зованы ингибиторы каспаз. Для исследования влия�
ния общего ингибитора каспаз (Z�VAD�FMK), а так�
же ингибиторов каспазы�3 (Z�DEVD�FMK), каспа�
зы�8 (Z�IETD�FMK) и каспазы�9 (Z�LEHD�FMK)
изучали долю гиподиплоидных клеток после 24 ч ин�
кубации клеток с антителами 14G2a (5 мкг/мл) и ста�
уроспорином (50 нМ); регистрацию проводили
после окрашивания клеток в PI�тесте по общепри�
нятому протоколу (см. “Экспериментальная часть”).
Как видно из рис. 7, ингибиторы Z�VAD�FMK и
Z�DEVD�FMK снижают уровень клеточной гибели,
индуцированной антителами 14G2a, на 9–18 и
8–15% соответственно. Достоверного влияния ин�
гибиторов каспаз Z�IETD�FMK и Z�LEHD�FMK
на клеточную гибель, запускаемую анти�GD2�мАт,
зарегистрировано не было. После инкубации кле�
ток со стауроспорином клеточная гибель снижа�
лась на 55–65% при ингибировании процесса
Z�VAD�FMK и Z�DEVD�FMK, и на 32–40% –
для Z�LEHD�FMK. Ингибитор Z�IETD�FMK не
влиял на цитотоксичность, индуцированную ста�
уроспорином. 

Ингибиторный анализ показал слабую вовле�
ченность каспазы�3 и отсутствие влияния ингиби�
рования каспаз�8 и �9 на клеточную гибель, запус�
каемую анти�GD2�мАт 14G2a. Можно заключить,
что роль каспаз в процессе, индуцированном воз�
действием на GD2, не является ключевой и их ак�
тивность значительно ниже, чем в апоптозе, инду�
цированном стауроспорином. Как мы полагаем,
неполное ингибирование общим ингибитором кас�
паз и отсутствие ингибирования специфическим
ингибитором каспазы�8 на индуцированную ста�
уроспорином клеточную гибель запускается не по
рецепторопосредованному типу апоптоза.

Первыми событиями, происходящими при
воздействии анти�GD2�мАт, являются апоптоз�
индуцированное уменьшение клеточного объема
и нарушение целостности плазматической мем�
браны клеток EL�4. При апоптозиндуцирован�
ном уменьшении объема (AVD) клеток происхо�
дит их сморщивание, которое характеризуется
уменьшением размера клеток и увеличением их
гранулированности [19]. Поэтому удобным мето�
дом детектирования AVD клеток является его ци�
тометрическое определение в координатах пря�
мого (FS) и бокового (SS) светорассеяния. Нами
было показано, что после инкубации клеток с ан�
тителами 14G2a в течение часа процент клеток с
AVD увеличивается по сравнению с контрольным
образцом в 3–5 раз (см. рис. 8а, 8б).

Для определения нарушения целостности
мембраны клеток было использовано окрашива�
ние стимулированных антителами и интактных

клеток ДНК�красителем 7�AAD. Флуоресцентный
ДНК�интеркалятор 7�AAD способен проникать в
клетки с нарушенной целостностью мембраны че�
рез ее разрывы или поры, в то время как клетки с не�
поврежденной мембраной не окрашиваются этим
красителем. После 1 ч инкубации с антителами
14G2a клетки линии EL�4 окрашивали 7�AAD; флу�
оресценцию регистрировали на проточном цито�
флуориметре. Гистограммы, представленные на
рис. 8в, 8г, демонстрируют значительное возрас�
тание количества 7�AAD�позитивных клеток по�
сле их индукции анти�GD2�мАт, что свидетель�
ствует об увеличении проницаемости мембран
этих клеток. 

Представлялось важным оценить, участвуют ли
каспазы на первых этапах индуцированной ан�
тителами 14G2a клеточной гибели. Для такой
оценки были использованы общий ингибитор
каспаз Z�VAD�FMK и ингибитор каспазы�9
Z�DEVD�FMK, проявившие активность в клет�
ках, индуцированных антителами 14G2a (см. вы�
ше). Как видно из таблицы, предварительная ин�
кубация клеток с Z�VAD�FMK и Z�DEVD�FMK
не изменила количества клеток с AVD, а также ко�
личества клеток с нарушенной целостностью
плазматической мембраны после их инкубации с
анти�GD2�мАт 14G2a. Эти результаты свидетель�
ствуют в пользу того, что каспазы не участвуют на
первых этапах клеточной гибели, запускаемой
антителами 14G2a.

В представленной работе изучен вклад каспаз,
ключевых молекул апоптоза, в цитотоксические
эффекты, индуцированные анти�GD2�мАт 14G2a,
в клетках мышиной лимфомы EL�4. Показано,
что, несмотря на функционально незначимую ак�
тивацию эффекторной каспазы�3, инициаторные
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Рис. 7. Оценка уровня клеточной гибели в PI�тесте
после 24�ч инкубации клеток линии EL�4 с 14G2a
(5 мкг/мл) и стауроспорином (50 нМ) в присутствии
ингибиторов каспаз.
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Рис. 8. а, б – Определение изменений клеточного объема в координатах прямого и бокового светорассеяния в кон�
трольных клетках (а) и в клетках, индуцированных в течение 1 ч антителами 14G2a (5 мкг/мл) (б). R – регион, содер�
жащий пул клеток с апоптоз�индуцированным уменьшением объема. в, г – гистограммы распределения клеток, окра�
шенных 7�амино�актиномицином�D (7�AAD), по интенсивности флуоресценции. в – интактные клетки, г – клетки,
индуцированные в течение 1 ч антителами 14G2a (5 мкг/мл). Маркером обозначен процент 7�AAD�позитивных клеток.

каспазы (рис. 7) не участвуют в данном процессе,
и первые этапы клеточной гибели являются кас�
пазонезависимыми.

В нашей предыдущей работе [20] было показа�
но, что эффект анти�GD2�мАт связан исключи�
тельно с воздействием на ганглиозид GD2, кото�
рый является единственным акцептором, проводя�
щим сигнал клеточной гибели. С другой стороны,
экзогенные ганглиозиды, сброшенные с поверх�
ности опухолевых клеток, могут выступать также
индукторами клеточной гибели [21], и в этом про�
цессе участвуют как исполнительные, так и ини�
циаторные каспазы [22, 23]. Таким образом, сиг�

нальные пути, запускаемые экзогенными ганглио�
зидами и антителами к ганглиозидам, встроенным в
клеточную мембрану, различаются. Если экзоген�
ные ганглиозиды индуцируют рецепторопосредо�
ванный апоптоз, то в случае воздействия анти�
GD2�мАт, клеточная гибель происходит, по�ви�
димому, по одному из “неклассических” механиз�
мов [24]. Выяснение детальных механизмов, по
которым ганглиозид GD2, молекула липидной
природы, локализованная на внешнем монослое
плазматической мембраны клеток и не имеющая
характерных признаков “классического” рецеп�
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тора, проводит сигнал клеточной гибели, станет
предметом дальнейшего изучения.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы. В работе использовали среду для
культивирования клеток RPMI�1640, сыворотку
эмбрионов крупного рогатого скота (FBS; Hy�
Clone, США); L�глутамин; NaHCO3; NaN3; DMSO;
PBS, 7�актиномицин (7�AAD); IgG мыши, флуорес�
центно�меченые субстраты каспаз: Z�DEVD�AFC,
Z�IETD�AFC, Z�LEHD�AFC, Z�WEHD�AFC,
Z�YVAD�AFC; ингибиторы каспаз: Z�DEVD�FMK,
Z�IETD�FMK, Z�LEHD�FMK, Z�WEHD�FMK,
Z�YVAD�FMK (все – Sigma, США); моноклональ�
ные антитела 14G2 к ганглиозиду GD2; антитела к
прокаспазе�8 (SantaCruz, США); обратная тран�
скриптаза вируса мышиного лейкоза Молони
(Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Tran�
scriptase, M�MLV), случайный гексапраймер,
ОТ�буфер, тризол, вода, свободная от РНК�аз,
5хqPCRmix�HS SYBR (Евроген, Россия). Анти�
GD2�мАт ME361 были получены из культураль�
ной жидкости гибридомы HB9326 согласно опи�
санному ранее методу [25].

Культивирование клеток мышиной лимфомы
EL�4 осуществляли в полной среде (ПС), приго�
товленной на основе среды RPMI�1640, содержа�
щей 10% FВS, 2 мМ L�глутамин, 100 мкг/мл пени�
циллин и 100 ед/мл стрептомицин. FBS предвари�
тельно инактивировали нагреванием в течение
30 мин при 56°С. Клетки культивировали во флако�
нах (75 см3; Greiner, Германия) в СО2�инкубаторе
(содержание СО2 в атмосфере – 5%, 37°С) с пере�
севом каждые 48/72 ч, исходная концентрация
(7.5–10) × 104 кл/мл. 

Оценка клеточной гибели 

МТТ�тест осуществляли с использованием
стандартной колориметрической процедуры [26]
с рядом изменений, описанных ранее [27]. При
этом клетки инкубировали с индукторами в течение
72 ч, затем центрифугировали (8 мин, 300 g), осадок
суспендировали и добавляли по 30 мкл/лунка рас�
твора MTT (5 мг/мл в PBS). После выпадения кри�
сталлов формазана (2–4 ч) его растворяли добав�

лением 100 мкл DMSO. Оптическое поглощение
измеряли на спектрофотометре для планшетов
Multiscan FC (ThermoScientific, США) при длине
волны 540 нм.

Оценку клеточной гибели в PI�тесте проводи�
ли в соответствии с протоколом [14] при ряде из�
менений, описанных ранее [28]. После окончания
инкубации с исследуемыми веществами клетки
осаждали, фиксировали ледяным 70% этанолом в
течение 1 ч при +4°С, дважды отмывали в PBS
(300 g, 10 мин, 4°C). Затем клетки ресуспендиро�
вали в растворе для окрашивания (PBS, содержа�
щий 10 мкг/мл йодистого пропидия и 10 мкг/мл
РНКазы). Измерения проводили на проточном ци�
тофлуориметре EPICS ELITE (Coulter, США). В
каждом образце регистрировали не менее 1 × 104

клеток. На гистограммах клетки с фрагментирован�
ной ДНК дифференцировали от живых клеток по
более низкой интенсивности флуоресценции.
Обработку результатов проводили с использова�
нием программы WinMDI.

Внутриклеточное окрашивание клеток EL�4 ан�
тителами к прокаспазе�8 для проточной цитофлуо5
риметрии проводили согласно методике, описан�
ной ранее [29]. Клетки отмывали в PBS, фиксиро�
вали в 2% параформальдегиде (30 мин, 20°С) и
затем центрифугировали при 350 g. Супернатант
отделяли и обрабатывали 0.6% раствором сапони�
на в PBS (30 мин, 20°С). Клетки отмывали в PBS
с 0.1% Tween 20 (в дальнейшем такую процедуру
отмывки проводили после каждой стадии). Для
блокирования сайтов неспецифического связы�
вания клетки инкубировали в PBS, содержащем
10% FBS (20 мин, 20°С). Далее клетки инкубиро�
вали с антителами к прокаспазе�8 в концентра�
ции 10 мкг/мл (1 ч, 20°С) и окрашивали вторич�
ными антивидовыми FITC�мечеными антитела�
ми (разведение 1 : 400, объем образца 100 мкл) в
течение часа при той же температуре. После двух
отмывок в PBS клетки переносили в цитометри�
ческие пробирки и проводили измерения на про�
точном цитофлуориметре. В каждом образце ре�
гистрировали не менее 1 × 104 клеток. Обработку
результатов проводили с использованием про�
граммы WinMDI.

Влияние общего ингибитора каспаз и ингибитора каспазы�3 на AVD клеток линии EL�4 и целостность их плаз�
матической мембраны после инкубации с анти�GD2�мАт 14G2a

Клетки с уменьшенным объемом, % 7�AAD�положительные клетки, %

Контроль 3 ± 4 4 ± 4

14G2a 24 ± 6 27 ± 5

14G2a +  Z�VAD�FMK 22 ± 7 25 ± 6

14G2a + Z�DEVD�FMK 25 ± 3 28 ± 6
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Изменения клеточного объема детектировали с
помощью метода проточной цитофлуориметрии.
Интактные и подвергшиеся воздействию индук�
торов клетки EL�4, различающиеся по морфоло�
гии (размерам и гранулированности), дифферен�
цировали по переднему и боковому светорассея�
нию. В каждом образце регистрировали не менее
1 × 104 клеток. Обработку результатов проводили
с использованием программы WinMDI.

Оценку проницаемости плазматической мембра5
ны клеток проводили с помощью флуоресцентно�
го ДНК�красителя 7�AAD. Перед окрашиванием
клетки однократно отмывали в PBS и к осадку до�
бавляли 0.5 мл раствора 7�AAD с концентрацией
2 мкг/мл. Далее флуоресценцию клеток реги�
стрировали цитофлуорометрически. В каждом
образце регистрировали не менее 1 × 104 клеток.
Обработку результатов проводили с использова�
нием программы WinMDI.

Определение активности каспаз с использовани5
ем их флуоресцентно5меченых субстратов проводили
в соответствии с методом, описанным ранее [18].
Клетки, в количестве 2 × 106, после стимуляции
однократно отмывали PBS. Затем получали кле�
точный лизат по методу, описанному ранее [22].
Лизат (по 20 мкл) помещали в лунки 96�луночно�
го планшета для измерения флуоресценции (Dy�
natechMicroFLUOR, США), объем в лунках дово�
дили до 200 мкл буфером (100 мМ HEPES, 20%
глицерин, 5 мМ DTT, 0.5 мМ EDTA). Планшет
инкубировали 30 мин при +37°С, затем в каждую
лунку добавляли по 5 мкл 10 мМ раствора флуо�
ресцентно�меченого субстрата каспаз. Интенсив�
ность флуоресценции образцов измеряли на при�
боре Glomax (Promega, США) при λвозб = 400 нм и
λ

 исп = 505 нм.

Выделение РНК из образцов проводили в си�
стеме тризол/хлороформ/NaAc. Стимулирован�

ные клетки в количестве не менее 2 × 106 отмыва�
ли в PBS (5 мл), после чего суспендировали в
0.5 мл тризола и инкубировали 5 мин при 20°С.
Затем добавляли 0.2 мл хлороформа и после 2 мин
интенсивного встряхивания вновь выдерживали
15 мин при 20°С, центрифугировали (15 мин,
12000 об/мин), отбирали супернатант, содержа�
щий РНК, к нему добавляли 80%�ный изопропанол
(0.5 мл). Затем следовали инкубация (15 мин, 20°С)
и центрифугирование (10 мин, 10000 об/мин). Су�
пернатант удаляли и к осадку добавляли 1 мл 75%
этанола, после ресуспендирования центрифуги�
ровали (7500 об/мин, 5 мин). Супернатант удаляли,
а осадок, содержащий РНК, высушивали 10 мин
при 60°С и растворяли в 30 мкл воды, не содержа�
щей РНКаз. Концентрацию РНК расчитывали по
OD при λ260 на приборе NanoVue (GE Healthcare,
Швеция). Образцы хранили при –20°С.

Проведение обратной транскрипции. В пробир�
ке, помещенной в лед, смешивали 2 мкг тоталь�
ной РНК и 2 мкл 20 мкМ случайного гексапрай�
мера. Объем доводили до 9 мкл свободной от РНКаз
водой. После перемешивания смесь инкубирова�
ли 2 мин при 70°С. Затем пробирку переносили в
лед, после чего добавляли 4 мкл 5�кратного буфера
обратной транскрипции (ОТ�буфера), 2 мкл 10 мМ
смеси dNTP, 2 мкл 20 мМ DTT, 1 мкл обратной
транскриптазы M�MLV (50 ед/мкл). Смесь инку�
бировали в течение 30 мин при 40°C и останавли�
вали реакцию прогреванием в течение 10 мин при
70°C. Полученную кДНК хранили при –20°C.

Полимеразная цепная реакция в реальном вре5
мени. В пробирке, свободной от РНКаз, смеши�
вали следующие компоненты: 2 мкл кДНК�мат�
рицы (1–5 нг), по 0.4 мкл прямого и обратного
праймера (100 пмоль), 2 мкл 5хqPCRmix�HS
SYBR. Объем реакционной смеси доводили до
10 мкл водой, свободной от РНКаз.

После перемешивания добавляли к смеси
20 мкл минерального масла так, чтобы поверх�
ность смеси была полностью закрыта для предот�
вращения испарения. Пробирку помещали в де�
тектирующий амплификатор DTprime ДТ�96
(ДНК�технологии, Россия). Полученные образ�
цы проверяли с помощью электрофореза в ага�
розном геле (см. ниже). Данные обрабатывали с
помощью программы RealTimePCR. 

Выделение ДНК и проведение 
электрофореза в агарозном геле

Экспериментальные и контрольные клетки в
количестве 2 × 106 отмывали в PBS, к осадку до�
бавляли 0.1 мл PBS, 100 мкг протеиназы К, 10 мкг
РНКазы А и 0.6 мл CTAB�буфера (2% CTAB,
100 мМ Tris�HCl, 20 мМ EDTA, 1.4 M NaCl, pH 8).
На 30�й мин смесь помещали на водяную баню
(65°С), добавляли равный объем смеси фенол–

Последовательности праймеров (5'�3'):

Прямой Обратный

Каспаза�8 TCACGGACTTCAGACAAA GTGGGATAGGATACAGCA

Каспаза�3 TGACTGGAAAGCCGAAAC GCAAGCCATCTCCTCATC

Каспаза�9 GGCTCAAGCCAGAGGTTC CTTGGCAGTCAGGTCGTT
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хлороформ (1 : 1, об/об), перемешивали и центрифу�
гировали (13000 об/мин, 5 мин). Водную фазу поме�
щали в новую пробирку и добавляли 1/10 часть объ�
ема 3 M NaAc, 0.8 мл 100% изопропанола, аккуратно
перемешивали и помещали на 30 мин на ⎯20°С. По�
сле этого центрифугировали (14 000 об/мин,
15 мин), супернатант удаляли, к осадку добавляли
0.5 мл 70% этанола, ресуспендировали осадок, содер�
жащий ДНК, и центрифугирование повторяли при
тех же условиях. Спирт удаляли, ДНК растворяли в
50 мкл бидистиллированной воды, измерение кон�
центрации проводили на приборе NanoVue
(GE Healthcare, Швеция). Агарозный гель (1.5%)
готовили на TAE�буфере, затем добавляли этиди�
умбромид до конечной концентрации 1 мкг/мл.
После полимеризации геля в лунки наносили по
5 мкл исследуемых образцов, 1 мкл маркера.
Электрофорез проводили при 85 В, 30 мА. Резуль�
таты визуализировали в ультрафиолетовом свете.

Обработка результатов и статистический анализ

Анализ цитометрических результатов прово�
дили в программе WinMDI. Построение графиков
выполняли в программе SigmaPlot, MS Excel. Пред�
ставленные результаты являются либо средним зна�
чением как минимум трех независимых экспери�
ментов, либо репрезентативными данными.
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Caspases Participarion in the Cell Death Induced 
by GD25Specific Monoclonal Antibody

P. A. Vishnyakova*, I. I. Doronin*, I. V. Kholodenko*, **, 
D. Yu. Ryazantsev*, I. M. Molotkovskaya*, R. V. Kholodenko#, *
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ul. Pogodinskaya 10, Moscow, 119121 Russia

The participation of the main caspases in the cytotoxic effects induced by monoclonal antibody 14G2a spe�
cific against tumor�associated ganglioside GD2 was studied in the EL�4 cells. It has been found constitutive
expression of procaspases genes in the EL�4 cells; incubation of the cells with 14G2a antibodies did not result
in increasing of the procaspases expression. Weak enzymatic activity of caspases has been shown using fluo�
rescent labeled substrates. At the same cell death level, activity of caspase�3 and caspase�9 in the cells incu�
bated with 14G2a was about 7.5� and 3�fold lower than in cells after incubation with staurosporine. Рan
caspase inhibitor Z�VAD�FMK, and caspase�3 inhibitor reduced the cytotoxic effects induced by 14G2a at
9–16 and 6–13%, respectively. At the same conditions, pan caspase inhibitor decreased staurosporine�in�
duced apoptosis at 55–65%. Inhibitors of other caspases had no effect on the cell death triggered by the an�
tibodies. Inhibition analysis demonstrated also that caspases did not involved in the cell volume decreasing
and permeabilization of the cell plasma membrane, which were the first stages of anti�GD2�mAb�induced
cell death in the EL�4 cells. Thus, despite the slight activation of caspases during the cell death induced by
antibodies directed to GD2, they do not play a key role and do not determine the mechanism of cell death
triggered through the tumor�associated ganglioside GD2.

Keywords: ganglioside GD2, tumor�associated gangliosides, caspases, cell death, apoptosis, monoclonal antibodies
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