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Лиганд семейства фактора некроза опухоли, индуцирующий апоптоз (TRAIL/Apo2L), является 
многообещающим агентом для лечения острого миелоидного лейкоза (ОМЛ) благодаря избира-
тельной способности индуцировать апоптотическую гибель опухолевых клеток, не повреждая 
при этом нормальные клетки. Однако возникновение резистентности у клеток ОМЛ к TRAIL огра-
ничивает его потенциал в качестве антилейкемического агента. Ранее мы выявили повышение 
устойчивости клеток ОМЛ человека ТНР-1 к TRAIL-индуцированной гибели при их липополи-
сахарид (ЛПС)-зависимой провоспалительной активации и в in vitro модели ЛПС-независимой 
провоспалительной активации – в долговременной культуре клеток высокой плотности. В этом 
исследовании мы изучали механизмы данного феномена с помощью вестерн-блот анализа, ана-
лиза ферментативной активности каспазы 3, количественной ПЦР с обратной транскрипцией 
и проточной цитометрии. Результаты показали, что повышение резистентности к TRAIL-инду-
цированной гибели у клеток ОМЛ ТНР-1 при их провоспалительной активации связано со сни-
жением поверхностной экспрессии проапоптотических рецепторов TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5, 
а также повышением содержания представителей семейства IAPs – Livin и cIAP2. Результаты этой 
статьи дают новые представления о роли воспаления в формировании устойчивости клеток ОМЛ 
к действию медиаторов противоопухолевого иммунитета, в частности TRAIL.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: острый миелоидный лейкоз, резистентность, провоспалительная клеточная 
активация, TRAIL-индуцированная клеточная гибель.

DOI: 10.31857/S0320972524030026 EDN: WLKLVV

Принятые сокращения: ВПК – клеточная культура высокой плотности; ЛПС – липополисахарид; НПК – кле-
точная культура низкой плотности; ОМЛ – острый миелоидный лейкоз; FADD – Fas-ассоциированный домен 
смерти; сFLIP  – белок, ингибирующий FADD-подобный IL-1P-превращающий фермент; IAP  – белок, ингиби
рующий апоптоз; TRAIL – цитокин семейства фактора некроза опухоли, лиганд, вызывающий апоптоз.
* Адресат для корреспонденции.

ВВЕДЕНИЕ

Острые миелоидные лейкозы (ОМЛ) занимают 
второе место по распространённости среди лей-
козов и составляют 25% из всех злокачественных 
новообразований у детей [1]. На сегодняшний день 
основным способом лечения ОМЛ остаётся химио-
терапия [1, 2]. Однако 15–30% пациентов не дости-
гают ремиссии после индукционной терапии, и 
более чем у 60% пациентов в течение первых трёх 

лет развивается рецидив [1]. Применение химио-
терапевтических препаратов также вызывает ряд 
серьёзных негативных побочных эффектов  [3]. 
Поэтому ведётся поиск новых направленных 
терапевтических подходов для лечения данного 
заболевания  [2]. Иммунный цитокин семейства 
фактора некроза опухоли, лиганд, вызывающий 
апоптоз (TRAIL), быстро привлёк внимание в ка-
честве нового терапевтического агента для лече-
ния острых форм миелоидного лейкоза благодаря 
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способности избирательно вызывать гибель опу-
холевых клеток, не вызывая цитотоксичности 
in vivo  [4, 5]. В доклинических исследованиях 
была показана потенциальная терапевтическая 
эффективность препаратов на основе TRAIL [4, 5]. 
Однако, как и для большинства противоопухоле-
вых препаратов, устойчивость к TRAIL-индуци-
рованной гибели ограничивает его клиническую 
эффективность  [4, 5]. Поэтому исследование кле-
точных и молекулярных механизмов, опосредую-
щих устойчивость к цитотоксическому действию 
TRAIL, является актуальным на сегодняшний день. 
Приобретение устойчивости клеток ОМЛ к TRAIL-
индуцированной гибели может быть опосредовано 
как подавлением внутриклеточных TRAIL-зависи-
мых проапоптотических сигнальных путей [5, 6], 
так и нарушением экспрессии TRAIL-рецепторов 
на клеточной поверхности, включая потерю ре-
цепторов DR4 и DR5, или увеличением количества 
рецепторов-ловушек DcR1 и DcR2  [5, 7]. В своих 
ранних работах мы продемонстрировали повы-
шение устойчивости клеток ОМЛ к TRAIL-индуци-
рованной гибели при их липополисахарид (ЛПС)-
зависимой провоспалительной активации и в 
in vitro модели ЛПС-независимой провоспалитель-
ной активации – в долговременной культуре кле-
ток высокой плотности (ВПК) [8, 9]. Известно, что 
нарушение регуляции гуморальных медиаторов 
воспаления (цитокинов, хемокинов и ростовых 
факторов) при ОМЛ может создавать микроокру-
жение, активирующее пролиферацию, выживае-
мость и лекарственную устойчивость лейкозных 
клеток [10]. Также хорошо известно, что провоспа-
лительные цитокины и ростовые факторы могут 
повышать устойчивость клеток ОМЛ к клеточ-
ной гибели за счёт активации воспалительных 
сигнальных путей, регулирующих внутриклеточ-
ное содержание антиапоптотических белков [11].  
В то же время механизмы резистентности клеток 
ОМЛ к TRAIL-индуцированной гибели, опосредо-
ванные воспалением, остаются неизвестными. 
В данной работе мы выявили, что провоспалитель-
ная активация клеток ОМЛ может приводить к 
снижению количества проапоптотических TRAIL-
рецепторов на их поверхности и препятствовать 
активации внутриклеточного проапоптотического 
сигнального пути TRAIL.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение белка izTRAIL. Для получения рас-
творимой тримерной формы белка izTRAIL был 
синтезирован мотив изолейциновой застёжки и 
ген TRAIL  [12, 13], который в дальнейшем клони-
ровали в плазмидном векторе pET101 («Novagen», 
США). Полученным геном трансформировали 

штамм Escherichia coli BL21(DE3), и методом мик-
робного синтеза с последующей очисткой металл-
аффинной хроматографией получали тример-
ную форму izTRAIL с молекулярной массой около 
80 кДа, согласно методу Fadeev et al. [14].

Культура клеток и условия культивирова-
ния. В работе использовали клетки ОМЛ чело-
века линии ТНР-1, полученные из Американской 
коллекции типовых клеточных культур (ATCC, 
США). Клетки культивировали в питательной 
среде RPMI-1640 («Sigma-Aldrich», США) с добавле-
нием 10%-ной эмбриональной бычьей сыворотки 
(«Gibco», США), содержащей 40 мкг/мл гентамици-
на сульфата («Sigma-Aldrich»), при 37 °C и 5% CO2 
в газовой фазе. Клетки высевали в количестве 
5·103 в 100 мкл питательной среды в лунки U-об-
разного 96-луночного культурального планшета. 
Через 1  сутки после посева количество клеток в 
лунке увеличивалось до 1·104 (1·105 кл./мл), и мы 
использовали их как культуры низкой плотно-
сти (далее ТНР-1НПК). Через 5 суток культивиро-
вания без смены питательной среды количество 
клеток в лунке вырастало до 1·105 (1·106  кл./мл), 
формируя трёхмерный многоклеточный агре-
гат – высокоплотную клеточную культуру (далее 
ТНР-1ВПК). Для активации провоспалительного 
фенотипа (THP-1ЛПС) клетки THP-1 культивиро-
вали в среде RPMI-1640 с добавлением 10%-ной 
эмбриональной бычьей сыворотки в присутствии 
10 мкг/мл ЛПС из E. coli O111:B4 («Sigma-Aldrich») в 
течение 24 ч [5, 9].

Оценка цитотоксического действия белка 
izTRAIL проводилась по отношению количества 
живых клеток в опытных и контрольных (без 
добавления izTRAIL) культурах через 1, 2, 4, 8 и 
24  ч после добавления izTRAIL. Количество жи-
вых клеток после инкубации с izTRAIL оценивали 
по интенсивности восстановления резазурина 
(«Sigma-Aldrich»). Для этого к клеткам добавляли 
резазурин (30  мкг/мл), инкубировали с красите-
лем в течение 4 ч при 37 °С и 5% СО2 в инкубаторе 
и измеряли интенсивность флуоресценции при 
длине волны возбуждения 532 нм и длине волны 
испускания 590  нм с использованием планшет-
ного спектрофлуориметра Infinite F200 («Tecan», 
Швейцария) [5, 9].

Вестерн-блот анализ. Для получения клеточ-
ного лизата использовали буферный раствор RIPA 
(«Santa Cruz Biotechnology», США). Электрофоре-
тическое разделение белка проводили в 12%-ном 
полиакриламидном геле с помощью камеры 
Mini-Protean Tetra cell и источника тока PowerPac 
Universal Power Supply («Bio-Rad», США). Перенос на 
0,2 мкм нитроцеллюлозные мембраны («Bio-Rad») 
проводили при помощи системы переноса Trans-
Blot Turbo, используя набор реагентов Trans-Blot 
Turbo Transfer Kit («Bio-Rad»), согласно инструкции 
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производителя. Блокирование неспецифического 
связывания мембран проводили в 3%-ном рас-
творе БСА в 0,1%-ном Tris-буферном физиологиче-
ском растворе с полисорбатом 20 (TBST). Окраска 
первичными антителами проводилась в течение 
ночи при температуре +4 °C. После проводили 
окраску вторичными антителами в течение часа 
при комнатной температуре. Хемилюминесцент-
ную детекцию блотов проводили гель-документа-
тором ChemiDoc MP («Bio-Rad») с использованием 
субстрата Clarity Western ECL Substrate («Bio-Rad»). 
Для анализа использовали следующие первичные 
антитела: FLIP, Caspase-8 («Enzo», США); GAPDH, 
FADD («Santa Cruz»); BID («Cell Signaling Technology», 
США); вторичные антитела: Goat Anti-Rabbit IgG 
(H+L)-HRP Conjugate («Bio-Rad»), Anti-mouse IgG 
HRP-linked («Santa Cruz»). Количественный анализ 
интенсивности белковых полос проводили с помо-
щью денситометрии, с использованием программ-
ного обеспечения Image Lab 6.0 («Bio-Rad»).

Анализ поверхностной экспрессии рецепто-
ров к TRAIL. Для анализа поверхностной экспрес-
сии рецепторов к TRAIL клетки отмывали в буфере 
Cell Staining Buffer («BioLegend», США). Окрашива-
ние проводили с использованием моноклональ-
ных антител κ APC anti-human CD261 (TRAIL-R1, 
DR4), PE anti-human CD262 (TRAIL-R2, DR5), ALEXA 
Fluor 647 anti-human CD263 (TRAIL-R3, DcR1), PE anti-

human CD264 (TRAIL-R4, DcR2) («BioLegend»). Для 
оценки возможности неспецифического связы-
вания антител клетки окрашивали антителами 
APC Mouse IgG1 κ isotype Ctrl, FITC Mouse IgG1 κ 
isotype Ctrl, PE Mouse IgG1 κ isotype, PE Mouse IgG2a 
κ isotype, APC Mouse IgG2a κ isotype («BioLegend»). 
Окрашивание проводилось в течение 30 мин при 
комнатной температуре в темноте с последующей 
фиксацией 2%-ным раствором параформальдеги-
да. Анализ проводили методом проточной цито-
метрии на приборе BD Accuri C6 («BD Bioscience», 
США). В каждом эксперименте анализировали 
30 000 событий. Гистограммы экспрессии рецеп-
торов к TRAIL строили с помощью программного 
обеспечения FlowJo v10 («BD Bioscience»).

Анализ ферментативной активности кас-
пазы 3 проводили с помощью коммерческого 
набора Caspase-3 Activity Assay Kit («Cell Signaling 
Technology»), следуя рекомендациям производи-
теля, на планшетном спектрофлуориметре Infinite 
F200 («Tecan»).

Анализ содержания cleaved PARP1/2. Для 
анализа экспрессии неактивной формы поли(ADP-
рибоза)-полимеразы cleaved PARP1/2 (Asp214) 
клетки отмывали в буфере Cell Staining Buffer, по-
сле чего инкубировали в течение ночи при тем-
пературе −20 °C в буфере True-Phos™ Perm Buffer 
(«BioLegend»). Окрашивание проводили в буфере 

Таблица 1. Характеристика используемых в работе праймеров мРНК для проведения ПЦР в реальном времени

№ Название Последовательность (5′ → 3′) Tm, °C Длина продукта (bp)

1
NAIP F GGGGACTTCGTCTGGGATTC 59,82

127
NAIP R CTGGCCAGTGGAAGGAAAGT 59,89

2
BIRC2 F CTGATTCCCGGCTCTGCG 60,59

133
BIRC2 R AGCACGAGCAAGACTCCTTT 59,61

3
BIRC3 F TCCATGGGTTCAACATGCCA 59,89

140
BIRC3 R CTCCTGGGCTGTCTGATGTG 60,11

4
XIAP F TGGCGCTCATCGAGGGA 60,43

113
XIAP R TGTCTGCAGGTACACAAGTTTTAG 59,19

5
BIRC5 F TTCAAGGAGCTGGAAGGCTG 59,96

141
BIRC5 R GCAACCGGACGAATGCTTTT 60,04

6
BIRC6 F AGAAAGGGATGATGCAAGTACG 58,46

122
BIRC6 R CTACCTGGGCTGCTGAACTC 60,11

7
BIRC7 F GGCCTCCTTCTATGACTGGC 59,89

109
BIRC7 R GCAGAAGAAGCACCTCACCT 59,96

8
BIRC8 F GGAGAGGAAAAGCGTTGTGC 59,76

128
BIRC8 R TCTTCACTATGCATGGCGGG 60,18
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Cell Staining Buffer с использованием монокло-
нального антитела PE anti-human cleaved PARP1/2 
(Asp214) («BioLegend»). Для оценки неспецифиче-
ского связывания клетки окрашивали контроль-
ным антителом PE Mouse IgG1 κ изотипа Ctrl. Окра-
шивание проводили при комнатной температуре 
в темноте в течение 30  мин. Анализ экспрессии 
проводили с использованием проточного цито-
метра BD Accuri C6.

Количественная ПЦР с обратной транскрип-
цией. Праймеры мРНК для выбранных генов NAIP, 
BIRC2, BIRC3, XIAP, BIRC5, BIRC6, BIRC7, BIRC8 были 
сконструированы с использованием программ-
ного обеспечения Primer-BLAST (National Library of 
Medicine, США) с учтёнными параметрами вклю-
чения интрона и допуска вариантов альтернатив-
ного сплайсинга. Последовательности праймеров 
приведены в табл.  1. Выделение тотальной РНК 
проводили с использованием набора innuPREP 
RNA Mini Kit  2.0 («Analytik Jena», Германия). Для 
постановки реакции обратной транскрипции ис-
пользовали набор реактивов для синтеза кДНК 
на матрице РНК MMLV RT («Евроген, Россия»). 
Общую реакционную смесь инкубировали 30 мин 
при 38 °C в амплификаторе Bio-Rad C1000 Thermal 
Cycler («Bio-Rad»). Синтез и амплификацию кДНК 
проводили с использованием набора OneTube 
RT-PCR SYBR («Евроген») на приборе QuantStudio 5 
Real-Time PCR («Thermo Fisher Scientific», США) и 
программного обеспечения QuantStudio™ Design & 
Analysis Software v1.5.2 («Thermo Fisher Scientific»). 
Уровни экспрессии были количественно определе-
ны путём измерения значений порога цикла (Ct) 
и нормализованы к β-актину (ACTB) и гену, коди-
рующему субъединицу А сукцинатдегидрогеназы 
(SADH). Для измерения изменения экспрессии ге-
нов использовали веб-сервис RT2 Profiler PCR Data 
Analysis («Quagen», Нидерланды) и подсчитывали 
fold change в каждом образце по сравнению с кон-
трольной группой. Различия при р  <  0,05 счита-
лись значимыми.

Статистический анализ. Результаты пред-
ставляли в виде среднего ± стандартное отклоне-
ние (M ± SD). Опыты проводили не менее чем в 
трёх повторах (n ≥ 3). Статистическую значимость 
отличия определяли с помощью одностороннего 
ANOVA с последующим множественным сравне-
нием Холма–Сидака, р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Повышение TRAIL-резистентности клеток 
ТНР-1ВПК и ТНР-1ЛПС сопровождается сниже-
нием поверхностной экспрессии рецепторов 
DR4 и DR5. Клетки ОМЛ человека линии ТНР-1, 
культивируемые в условиях высокой плотности 

(ТНР-1ВПК), низкой плотности (ТНР-1НПК) и обра-
ботанные в течение 24 ч 10 мкг/мл липополисаха-
рида (далее ТНР-1ЛПС), подвергали воздействию 
100  нг/мл izTRAIL в течение 0, 1, 2, 4, 8 и 24  ч.  
Из рис. 1 видно, что клетки ТНР-1ВПК и ТНР-1ЛПС 
были гораздо устойчивее к действию izTRAIL 
по сравнению с клетками ТНР-1НПК. Так, число 
живых клеток ТНР-1ВПК и ТНР-1НПК после 24  ч 
инкубации со 100 нг/мл izTRAIL составляло более 
80%, в свою очередь, клеток ТНР-1НПК  – менее 
10%, что согласуется с ранее полученными нами 
результатами  [8,  9]. Стоит отметить, что в своих 
предыдущих работах мы показали, что в клетках 
ТНР-1, культивируемых в условиях ВПК, происхо-
дит активация ряда воспалительных сигнальных 
путей, регулируемых транскрипционным ядер-
ным фактором каппа-Би (NF-κB), а также клетки 
приобретают фенотипические черты, характерные 
для воспалительной клеточной активации [8, 9].

Далее в работе мы рассмотрели активность 
ключевых белков-участников TRAIL-зависимого 
проапоптотического сигнального пути, которые 
могут регулировать чувствительность опухолевых 
клеток к действию TRAIL. Одной из основных при-
чин повышения устойчивости к TRAIL-опосредо-
ванной гибели принято считать снижение экспрес-
сии проапоптотических рецепторов к TRAIL DR4 
(TRAIL-R1) и DR5 (TRAIL-R2), а также увеличение 
экспрессии рецепторов-ловушек для TRAIL – DcR1 
(TRAIL-R3) и DcR2 (TRAIL-R4)  – на внешней кле-
точной мембране  [5, 7, 15, 16]. Поэтому мы иссле-
довали экспрессию данных рецепторов на внеш-
ней клеточной мембране у клеток THP-1ВПК и 
THP-1ЛПС. Анализ экспрессии проапоптотических 
рецепторов TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5 показал 
снижение числа клеток, несущих TRAIL-R1/DR4,  

Рис. 1. Жизнеспособность клеток ТНР-1НПК, ТНР-1ВПК 
и ТНР-1ЛПС после инкубации со 100  нг/мл izTRAIL в 
течение 1, 2, 4, 8 и 24  ч. Данные приведены в виде 
среднего значения ± SD (n ≥ 5). * р < 0,05 в сравнении c 
клетками THP-1 НПК
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Рис. 2. Поверхностная экспрессия рецепторов к TRAIL у клеток ТНР-1НПК, THP-1ВПК и THP-1ЛПС. а – Число кле-
ток в популяции THP-1ВПК и THP-1ЛПС, несущих проапоптотические рецепторы TRAIL-R1/DR4 или TRAIL-R2/
DR5, в сравнении с клетками ТНР-1НПК. б  – Средняя интенсивность флуоресценции (СИФ) антител APC anti-
human CD261 (DR4) и PE anti-human CD262 (DR5) в клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС, несущих проапоптотические 
рецепторы TRAIL-R1/DR4 или TRAIL-R2/DR5, в сравнении с клетками ТНР-1НПК. в  –  Гистограммы экспрессии 
антиапоптотических рецепторов TRAIL-R3/DсR1 и TRAIL-R4/DсR2 на поверхности клеток ТНР-1НПК, THP-1ВПК 
и THP-1ЛПС. Isotype  – контроль изотипа антител. По оси ординат представлено число анализируемых собы-
тий. Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n ≥ 5). * р < 0,05 в сравнении c клетками THP-1 НПК

с 60 ± 2 до 31 ± 8 и 41 ± 2%, а также снижение числа 
клеток, несущих TRAIL-R2/DR5, с 80 ± 6 до 61 ± 2 и 
40 ± 3% в культуре THP-1ВПК и ТНР-1ЛПС соответ-
ственно (рис. 2, а, б).

Также для клеток ТНР-1ВПК было выявлено 
снижение поверхностной экспрессии рецептора 
TRAIL-R1/DR4 (рис. 2, а, б). Далее мы обнаружи-
ли отсутствие антиапоптотических рецепторов 
TRAIL-R3/DcR1 и TRAIL-R4/DcR2 на поверхности как 
чувствительных к действию TRAIL клеток ТНР-1 в 
НПК, так и TRAIL-резистентных клеток THP-1ВПК и 
ТНР-1ЛПС (рис. 2, в).

Активация внутриклеточного TRAIL-зави-
симого проапоптотического сигнального пути 
полностью подавляется в TRAIL-резистентных 
клетках THP-1ЛПС, но не THP-1ВПК. Другой, не 
менее важной причиной повышения устойчиво-
сти клеток ОМЛ к TRAIL-индуцированной гибели 

может являться подавление внутриклеточных 
TRAIL-зависимых проапоптотических сигналь-
ных путей [6]. Известно, что взаимодействие ли-
ганда TRAIL с проапоптотическими рецепторами 
TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5 на внешней мем-
бране клетки приводит к запуску внешнего пути 
апоптоза [17, 18, 19–21]. Ключевым событием про-
цесса индукции и реализации TRAIL-индуцирован-
ной гибели является связывание лиганда TRAIL с 
рецептором, что приводит к тримеризации рецеп-
торов, присоединению к рецептору адаптерного 
белка FADD (Fas-ассоциированный домен смерти) 
и прокаспазы 8 и формированию многокомпонент-
ного сигнального комплекса DISC, на базе которого 
происходит автокаталитический протеолиз неак-
тивной прокаспазы 8 в активную инициаторную 
каспазу [20–22]. Далее каспаза 8 инициирует про-
теолитическую конверсию цитозольного белка Bid 
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Рис. 3. Анализ активации внутриклеточного TRAIL-зависимого проапоптотического сигнального пути в 
TRAIL-резистентных клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС. Содержание белков FADD (а), cFLIP (б) и прокаспазы 8 (в) 
в клетках THP-1ВПК (1  столбец), THP-1НПК (2  столбец) и THP-1ЛПС (3  столбец) относительно референсного 
белка GAPDH. Содержание белков каспазы  8  (г) и tBid  (д) в клетках THP-1ВПК (1  столбец), THP-1НПК (2  стол-
бец) и THP-1ЛПС (3  столбец) до и после 1 и 2  ч обработки 100  нМ izTRAIL относительно референсного белка 
GAPDH. Cредняя интенсивность флуоресценции (СИФ) AMC  (е) и число клеток, содержащих cleaved PARP1/2 
(Asp214) (ж), в популяции ТНР-1НПК, THP-1ВПК и ТНР-1ЛПС до и после 1, 2, 4 и 8 ч обработки 100 нг/мл izTRAIL 
относительно референсного белка GAPDH. Данные приведены в виде среднего значения ± SD (n ≥ 5). * р < 0,05 
в сравнении c клетками THP-1 в НПК

в усечённую форму – tBid, которая связывается с 
белками BAX и BAK, индуцируя тем самым выход 
из межмембранного пространства митохондрии 
ряда проапоптотических факторов и активации 
эффекторных каспаз  3/7  [21,  23]. В свою очередь, 
антиапоптотический белок cFLIP может подавлять 
передачу проапоптотического TRAIL-сигнального 
пути  [23]. Показано, что в большинстве случаев 
при злокачественных новообразованиях cFLIP 
гиперэкспрессирован [21, 23]. Таким образом, из-
менение содержания белков FADD, cFLIP, прокас-
пазы  8 и Bid, а также активной каспазы  8 и tBid 

может регулировать чувствительность опухоле-
вых клеток к действию TRAIL. В связи с этим далее 
в работе мы проводили исследование активации 
внутриклеточного TRAIL-зависимого проапопто-
тического сигнального пути, для чего определяли 
содержание белков FADD, cFLIP, каспазы 8, tBid в 
резистентных клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС в 
сравнении с чувствительными к действию TRAIL 
клетками ТНР-1НПК.

Из рис.  3 видно, что в TRAIL-резистентных 
клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС наблюдается не-
большое снижение содержания адаптерного белка 
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FADD (р ≤ 0,05) и длинной изоформы cFLIP – cFLIPL 
(р ≤ 0,05), не препятствующей аутокатализу каспа-
зы 8 [24, 25], и не изменяется содержание прокас-
пазы 8 по сравнению с клетками ТНР-1НПК, чув-
ствительными к действию TRAIL.

Далее мы выявили, что после 2  ч обработки 
100 нг/мл izTRAIL содержание активной каспазы 8 
(p18) в клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС было ниже 
по сравнению с клетками ТНР-1НПК (р ≤ 0,05 для 
всех клеточных вариантов). В то же время после 
2  ч обработки 100  нг/мл izTRAIL наличие tBid 
было характерно только для клеток ТНР-1НПК и 
ТНР-1ВПК, но не ТНР-1ЛПС (рис. 3, г, д). Поскольку 
мы обнаружили, что повышение устойчивости 
клеток ОМЛ ТНР-1ВПК сопровождалось увели-
чением содержания в них проапоптотического 
белка tBid, который опосредует пермеабилизацию 
митохондриальной мембраны, выход из межмем-
бранного пространства митохондрии ряда проапоп
тотических факторов и активацию эффекторных 
каспаз [21, 26], далее мы провели определение фер-
ментативной активности каспазы 3, а также опре-
деление содержания cleaved PARP-1 в резистент-
ных клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС в сравнении 
с чувствительными к действию TRAIL клетками 
ТНР-1НПК. Ферментативную активность каспазы 3 
оценивали по накоплению флуорогенного AMC, 
который высвобождается из Ac-DEVD-AMC при рас-
щеплении каспазой 3.

Показано, что после инкубации со 100  нг/мл 
izTRAIL ферментативная активность каспазы  3 
была существенно ниже в клетках THP-1ВПК 
по сравнению с клетками ТНР-1НПК (рис. 3,  е). 
Далее, мы обнаружили, что после обработки  
100  нг/мл izTRAIL число клеток, содержащих не-
активную форму поли(ADP-рибоза)-полимеразы 
cleaved PARP1/2 (Asp214), основного маркера апоп-
тоза, среди TRAIL-резистентных клеток ТНР-1ВПК 
было значительно ниже в сравнении c клетками 
THP-1НПК (рис. 3, ж). Мы не обнаружили cleaved 
PARP1/2 (Asp214) и изменений в ферментативной 
активности каспазы 3 в клетках ТНР-1ЛПС после 
инкубации со 100 нг/мл izTRAIL (рис. 3, е, ж), что 
согласуется с представленными выше результата-
ми о содержании в них проапоптотического белка  
tBid после инкубации со 100 нг/мл izTRAIL (рис. 3, д).

В TRAIL-резистентных клетках ТНР-1ВПК и 
ТНР-1ЛПС повышается экспрессия представите-
лей семейства IAPs (IAP – белок, ингибирующий 
апоптоз). Хорошо известно, что активная каспа-
за 8 может индуцировать апоптотический каскад 
как за счёт прямого процессинга эффекторных 
каспаз 3/7, так и опосредованно, через tBid-зависи-
мую сборку апоптосомы с активацией каспазы 9 
и последующим процессингом каспаз 3/7  [21, 27].  
В связи с тем, что при инкубации с izTRAIL у TRAIL-
резистентных клеток THP-1ВПК происходила акти-

вация каспазы 8 и образование tBid, но не повы-
шение активности каспазы 3, а у клеток THP-1ЛПС, 
в свою очередь, происходила активация каспазы 8, 
но не образовывался tBid и не повышалась актив-
ность каспазы 3, мы предположили, что данный 
эффект может быть связан с непосредственным 
ингибированием как активности каспаз 8 и 3, так 
и сборки апоптосомы. Главными внутриклеточ-
ными ингибиторами панкаспазной активности 
являются белки семейства IAP (BIRC), образующие 
комплексы с каспазами с последующей их протео-
сомальной деградацией  [27,  28]. Поэтому мы ис-
следовали уровень экспрессии генов всех белков 
семейства IAPs в резистентных клетках THP-1ВПК 
и THP-1ЛПС в сравнении с чувствительными к дей-
ствию TRAIL клетками ТНР-1НПК.

Было показано, что в TRAIL-резистентных 
клетках THP-1ВПК достоверно (p ≤ 0,05) в 4,8 ± 
± 1,5  раза повышался уровень экспрессии гена 
белка ML-IAP/livin, ингибитора каспаз 3, 7 и 9 [27, 
28, 29], в клетках THP-1ЛПС в 42,3 ± 2,5 раза повы-
шался уровень экспрессии гена белка cIAP2, инги-
битора каспаз 3, 7, 8 и 10 [24, 28, 30], относительно 
клеток ТНР-1НПК, чувствительных к действию 
TRAIL (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Цитокин TRAIL – мембранно-связанный белок 
семейства фактора некроза опухоли (ФНО), пред-
ставленный на внешней клеточной мембране 
цитотоксических T-клеток, NK-клеток и миелоид-
ных дендритных клеток. Данный белок является 
одним из главных молекулярных эффекторов  

Рис. 4. Уровень экспрессии мРНК генов белков се-
мейства IAPs (BIRC) в клетках THP-1ВПК и THP-1ЛПС 
в  сравнении с клетками THP-1НПК. Данные приве-
дены в виде среднего значения  ±  SD (n  ≥  5). * р < 0,05 
в сравнении c клетками THP-1 в НПК
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противоопухолевого иммунитета и индуцирует 
селективный рецептор-опосредованный апоптоз 
трансформированных клеток, связываясь с мем-
бранными рецепторами DR4 и DR5  [17, 31]. Из-за 
своей способности специфически вызывать гибель 
у опухолевых клеток, не затрагивая нормальные, 
TRAIL вызвал восторженный интерес во всём 
мире в качестве потенциальной терапии онко-
логических заболеваний, включая ОМЛ  [32,  33]. 
Однако клинические исследования, основанные 
на использовании рекомбинантных человеческих 
белков TRAIL или агонистических моноклональ-
ных антител против рецепторов к TRAIL (DR4/5), 
не продемонстрировали клиническую эффектив-
ность даже в сочетании с традиционной химиоте-
рапией [32–34], что значительно снизило интерес 
к использованию TRAIL в терапии злокачествен-
ных новообразований. За последнее десятилетие 
исследования показали, что только небольшая 
часть опухолевых клеток чувствительна к TRAIL, в 
то время как большинство клеток опухолей устой-
чивы к этому белку, что ограничивает потенциал 
терапии злокачественных новообразований на 
его основе [21]. Ранее мы обнаружили повышение 
устойчивости клеток ОМЛ к действию TRAIL при 
их провоспалительной активации в двух моделях: 
в in  vitro модели ЛПС-независимой провоспали-
тельной активации – в долговременной культуре 
клеток высокой плотности (ТНР-1ВПК) – и при их 
ЛПС-зависимой провоспалительной активации 
(THP-1ЛПС) [8, 9]. Интерес к данным in vitro моде-
лям обусловлен в первую очередь тем, что в науч-
ном поле появляется всё больше данных, предпо-
лагающих важную роль воспаления не только в 
возникновении и развитии злокачественных но-
вообразований, но и в возникновении и/или повы-
шении лекарственной устойчивости и резистент-
ности опухолевых клеток к действию медиаторов 
противоопухолевого иммунитета [9, 35–39]. Однако 
вопрос о механизмах данного феномена остаётся 
открытым.

Наши результаты показывают, что при про-
воспалительной активации клеток ОМЛ повыше-
ние их устойчивости к действию TRAIL в in vitro 
модели ЛПС-независимой провоспалительной ак-
тивации – в долговременной культуре клеток вы-
сокой плотности (ТНР-1ВПК) – и при их ЛПС-зави-
симой провоспалительной активации (THP-1ЛПС) 
сопровождается снижением поверхностной экс-
прессии проапоптотических TRAIL-рецепторов 
DR4/5 и содержания внутриклеточного проапопто-
тического адаптерного белка FADD, а также сниже-
нием содержания активной длинной изоформы 
проапоптотического белка cFLIPL. Как уже было 
отмечено выше, снижение экспрессии проапопто-
тических рецепторов к TRAIL DR4 (TRAIL-R1) и DR5 
(TRAIL-R2) на внешней клеточной мембране [5, 7], 

а также изменение содержания белка FADD мо-
гут регулировать чувствительность опухолевых 
клеток к действию TRAIL  [40]. В то же время мы 
выявили и различия в активации проапопто-
тического TRAIL-индуцированного сигнального 
пути между клетками THP-1ВПК и THP-1ЛПС. Так, 
в TRAIL-резистентных клетках ТНР-1ВПК, в отли-
чие от клеток THP-1ЛПС, при инкубации с izTRAIL 
инициировалось образование активной каспазы 8 
и активатора сборки апоптосомы  – укороченной 
формы tBid. Однако мы обнаружили в клетках 
THP-1ВПК незначительное повышение TRAIL-инду-
цированной активности эффекторных каспаз 3/7 и 
накопления белка cPARP в сравнении с TRAIL-чув-
ствительными клетками ТНР-1НПК, что свидетель-
ствует о слабом развитии TRAIL-индуцированного 
апоптоза. Мы связываем это с увеличением экс-
прессии ингибитора эффекторных каспаз – белка 
Livin, и ингибитора выхода цитохрома c и сборки 
апоптосомы – белка Bcl-2, повышение содержания 
которого в клетках THP-1ВПК было показано ра-
нее [9]. В случае с клетками, обработанными ЛПС, 
ингибирование TRAIL-индуцированного апоптоза 
может происходить на начальном этапе, путём 
блокирования активации инициаторных кас-
паз 8/10, за счёт многократно возросшей экспрес-
сии cIAP2, что согласуется с результатами других 
исследовательских групп  [41, 42]. Стоит подчерк-
нуть, что экспрессия Livin, Bcl-2 и cIAP2 находится 
под транскрипционным контролем ядерного фак-
тора NF-κB  [43–47], активация которого в клет-
ках THP-1ВПК и THP-1ЛПС нами была показана 
ранее [9].

Результаты представленной работы дают 
новые представления о роли воспаления и кле-
точного микроокружения в формировании устой-
чивости клеток ОМЛ к действию медиаторов про-
тивоопухолевого иммунитета, в частности TRAIL. 
Полученные результаты представляют интерес 
для понимания молекулярных механизмов укло-
нения опухолевых клеток от иммунного надзора, а 
также показывают принципиальную возможность 
коррекции устойчивости опухолевых клеток к ме-
диаторам противоопухолевого иммунитета.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование механизмов резистентности 
клеток ОМЛ к гибели, индуцированной действи-
ем эффекторов противоопухолевого иммунитета, 
остаётся крайне актуальной задачей. В настоящей 
работе показан новый возможный механизм укло-
нения клеток ОМЛ от молекулярного эффектора 
противоопухолевого иммунитета цитокина TRAIL 
при использовании in vitro моделей. Данный ме-
ханизм основан на провоспалительной клеточной 
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активации и реализуется через снижение экспрес-
сии на клеточной поверхности проапоптотиче-
ских рецепторов TRAIL-R1/DR4 и TRAIL-R2/DR5 и 
повышение содержания антиапоптотических фак-
торов Livin и cIAP2.
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PRO-INFLAMMATORY ACTIVATION SUPPRESSES TRAIL-INDUCED 
APOPTOSIS OF ACUTE MYELOID LEUKEMIA CELLS

M. I. Kobyakova1,2*, A. S. Senotov1, K. S. Krasnov1, Ya. V. Lomovskaya1,  
I. V. Odinokova1, A. A. Kolotova1, A. M. Ermakov1, A. I. Zvyagina1, I. S. Fadeeva1,  

E. I. Fetisova1, V. S. Akatov1, and R. S. Fadeev1

1 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,  
142290 Pushchino, Moscow Region, Russia; e-mail: margaritaikobyakova@mail.ru
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Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL/Apo2L) is a promising agent for the 
treatment of AML due to its specific apoptosis-inducing effect on tumor cells but not normal cells. 
However, the emergence of resistance in AML cells to TRAIL limits its potential as an antileukemic agent. 
Previously, we revealed an increase in the resistance of human AML THP-1 cells to TRAIL-induced death 
during their LPS-dependent proinflammatory activation and in an in vitro model of LPS-independent 
proinflammatory activation - in a long-term high-density cell culture. In this study, we investigated the 
mechanisms of this phenomenon using western blot analysis, caspase 3 enzymatic activity analysis, 
quantitative reverse transcription-PCR, and flow cytometry. The results showed that increased resistance 
to TRAIL-induced cell death of AML THP-1 cells during their pro-inflammatory activation is associated 
with a decrease in the surface expression of the proapototic receptors TRAIL-R1/DR4 and TRAIL-R2/DR5, 
as well as with an increased content of members of the IAPs family - Livin and cIAP2. The results of this 
article open up new insights into the role of inflammation in the formation of resistance of AML cells 
to the action of mediators of antitumor immunity, in particular TRAIL.
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