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РеФеРаТ Активация рецептора CD95 (APO-1/Fas) приводит к инициации апоптоза в клетках эукариот. Ин-
дукция апоптоза начинается с образования белкового комплекса на рецепторе CD95 (APO-1/Fas), который по-
лучил название DISC (death-inducing signaling complex, сигнальный комплекс, индуцирующий гибель клеток). 
В представленной работе для анализа состава рецепторного комплекса DISC применили методы протеомики. 
Предположили, что состав комплекса DISC играет ключевую роль в инициации апоптоза. С помощью метода 
двумерного электрофореза проанализировали комплексы DISС в клетках двух типов, различающихся скоростью 
индукции апоптоза. Показано, что клетки обоих типов содержат такие основные компоненты комплекса DISС, 
как рецептор CD95, адаптерная молекула FADD и прокаспаза-8. Также с помощью двумерного электрофореза 
удалось выявить различия в составе рецепторного комплекса CD95, выделенного из клеток двух типов. Таким 
образом, методами протеомики показано, что белковый состав комплекса DISС не одинаков в клетках двух типов, 
что может определять различия в скорости инициации апоптоза. 
КлючеВые СлоВа апоптоз, рецептор CD95, двумерный электрофорез, DISС.

ВВеденИе
Способность запускать самоликвидацию, или апоптоз, яв-
ляется неотъемлемым свойством клеток высших эукариот 
[1]. В клетках млекопитающих существует несколько про-
грамм инициации клеточной гибели в ответ на поврежде-
ния ДНК, при отсутствии факторов роста, а также в ответ 
на активный сигнал смерти, передаваемый секретируемы-
ми или мембраносвязанными цитокинами через так назы-
ваемые рецепторы смерти [1, 2].

Семейство рецепторов смерти состоит из восьми белков: 
tnF-r1, cD95 (APO-1/Fas), Dr3, trAIL-r1, trAIL-r2, 
Dr6, eDA-r и nGF-r [2]. Считается, что для передачи сиг-
нала эти рецепторы должны образовывать олигомерные 
структуры, предположительно тримеры [1–3]. Цитоплаз-
матическая часть рецепторов смерти содержит так назы-
ваемые домены смерти, которые характеризуются способ-
ностью к гомотипической олигомеризации. Адаптерные 
молекулы, содержащие такой домен, и вовлекаются в ре-
цепторый комплекс.

Наиболее полно изучен механизм передачи сигнала 
клеточной гибели через cD95/AРО-1/Fas [1, 3]. Сборка 
активного инициаторного комплекса, называемого DISc, 
происходит за секунды после связывания лиганда СD95 
с рецептором СD95 [3–5]. В качестве адаптера рецептор 
использует белок FADD, содержащий домен смерти. Вто-
рой функциональный домен этой молекулы – DeD (death 

effector domain) – за счет гомотипических белок-белковых 
взаимодействий рекрутирует в рецепторный комплекс 
прокаспазу-8, которая затем подвергается аутопротеоли-
тическому расщеплению с образованием активной формы 
каспазы-8 (рис. 1). На следующих этапах активируются 
каспазы-3 и -7, а затем и субстраты апоптоза [2] (рис. 1). 
Характерная особенность механизма передачи сигнала 
смерти через cD95 состоит в существовании двух типов 
сигнальных путей, которые встречаются в клетках двух 
типов [4] (рис. 1). В клетках первого типа повышено коли-
чество комплекса cD95 DISc и соответственно активной 
каспазы-8, которая затем расщепляет каспазы-3 и -7 [4]. 
В клетках второго типа комплекс cD95 DISc образуется 
менее эффективно, и они содержат гораздо меньше каспа-
зы-8, чем клетки первого типа. Поэтому для эффективной 
индукции апоптоза клетки второго типа нуждаются в ам-
плификации сигнала, что достигается с помощью следую-
щего механизма: активированная каспаза-8 расщепляет 
молекулу Bid, и образовавшийся фрагмент tBid транслоци-
руется в митохондрии, что приводит к выходу цитохрома 
с в цитоплазму с последующим формированием комплекса 
апоптосомы. В апоптосоме происходит активация каспа-
зы-9, которая в свою очередь расщепляет (активирует) 
каспазы-3 и -7 (рис. 1). К клеткам первого типа относятся 
клеточные линии В-лимфоцитов SKW6.4, raji, BJAB; кле-
точные линии Т-лимфоцитов Hut78, а также перифериче-
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ские Т-клетки. К клеткам второго типа относятся клеточ-
ные линии Т-лимфоцитов СeM и Jurkat [4].

Природа различий между клетками первого и второ-
го типа пока не установлена. Предполагается, что белко-
вый состав комплекса cD95 DISc в клетках разного типа 
не одинаков. Вероятно, в клетках второго типа в состав 
комплекса cD95 DISc входят белки, ингибирующие акти-
вацию прокаспазы и инициацию апоптоза. Проверка этой 
гипотезы, а именно сравнительный анализ белкового соста-
ва комплекса cD95 DISc в клетках двух типов с помощью 
методов протеомики, и стала задачей нашей работы.

В представленной работе методом двумерного электро-
фореза проанализирован состав комплекса cD95 DISc. 
Этот метод основан на электрофоретическом разделении 
белков в двух направлениях – в соответствии с величина-
ми изоэлектрических точек (pI) в первом и в соответствии 
с молекулярной массой (М

r
) во втором [6]. Этот подход яв-

ляется важнейшей частью современной стратегии протеом-
ных исследований. Вместе с тем существуют с различные 
модификации двумерного электрофореза, что позволяет 
анализировать белковые комплексы различной сложности. 
Мы использовали метод с иммобилизованными градиента-
ми рН (IPG) как подход, обладающий высокой воспроизво-
димостью [7]. Проанализирован состав рецепторного ком-
плекса cD95 в интервале pI от 3 до 10, а также подобраны 
условия проведения двумерного электрофореза в области 
pI 6–11 с последующим анализом белков, ассоциированных 
с рецептором cD95. Наш анализ позволил найти различия 
в белковом составе комплекса cD95 DISc, выделенного 
из клеток двух типов.

эКСПеРИМенТальная чаСТь

Реактивы и биопрепараты
В  р а б о т е  и с п о л ь з о в а л и  с л е д у ю щ и е  р е а к т и -
вы и материалы: 1,4-дитио-D,L-треитол (Dtt), 
n,n,n′ ,n′-тетраметилэтилендиамин (teMeD), мо-
чевину, додецилсульфат натрия (SDS), акриламид, n,n′-
метиленбисакриламид, белок-А-сефарозу фирмы «Serva»; 
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Рис. 1. Два типа передачи сигнала через рецептор CD95. 
Под действием лиганда на мембране происходит сборка 
комплекса CD95 DISC. Связывание молекулы FADD обуслов­
лено взаимодействием доменов смерти DD (death domain). 
За счет взаимодействий DED (death effector domain) доменов 
в комплекс поступают прокаспазы­8/10 и с­FLIP. При свя­
зывании прокаспазы­8 в комплекс CD95 DISC происходит 
образование активной каспазы­8. Затем в клетках первого 
типа, которые характеризуются повышенным образованием 
комплекса CD95 DISC и соответственно активной каспазы­8, 
апоптоз зависит от активации каспаз­3 и ­7. В клетках второго 
типа образуется гораздо меньшее количество комплекса 
CD95 DISC, и для эффективной индукции апоптоза необхо­
дима амплификация сигнала, включающая расщепление Bid 
с помощью каспазы­8, транслокацию tBid в митохондрии, 
выход цитохрома с из митохондрий, образование апоптосо­
мы и последующую активацию каспаз.

Рис. 2. Контроль образования CD95 DISC с помощью 
вестерн­блотинга. Иммунопреципитаты CD95 (1/10 от ко­
личества образца, нанесенного на двумерный гель) анализи­
ровали с помощью одномерного электрофореза и вестерн­
блотинга с моноклональными антителами С15 против 
каспазы­8. Положение прокаспазы­8 (р55/р53) и продуктов 
ее расщепления р43/р41, р18 и р10 указано стрелками.
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Рис. 3. Анализ 
CD95 DISC 
в клетках первого 
(SKW6.4) и вто­
рого (CЕМ) типа. 
К 5 х 107 клеток 
SKW6.4 доба­
вили LZ­CD95L 
(а) или оставили 
без стимуляции 
(б). К 7 х 107 

клеток СЕМ до­
бавили LZ­CD95L 
(в) или оставили 
без стимуляции 
(г). Иммунопре­
ципитаты CD95 
анализировали 
с помощью дву­
мерного электро­
фореза в области 
pI от 3 до 10. 
Время экспози­
ции радиоавто­
грамм – 4 неде­
ли. Представлен 
один из трех 
экспериментов. 
Положение CD95 
отмечено стрел­
ками. Положения 
основных белков 
комплекса CD95 
указано номе­
рами. Диффе­
ренциальные 
пятна показаны 
сплошной линией, 
отсутствие пят­
на – пунктиром.

а

в г

б

  Охарактеризованные белки DISC
1, 2 – FADD, САР1 и САР2
4 – Прокаспаза­8 (САР4 = p55) 
3, 5, 6 – Продукты расщепления прокаспазы­8 
(САР3, САР5 = p26 и САР6 = p24)
7,8 – Каспаза­8 (p10, p18) 

  Неохарактеризованные белки DISC

персульфат аммония, хлорид аммония, бромфеноловый 
синий – фирмы «Merck». 

В качестве радиоактивной метки применяли [35S]Met 
и [35S]Сys фирмы «Amersham». 

В работе использовали линии В- и Т-лимфоцитов, 
SKW6.4 и ceM, соответственно, а также среды для куль-
тивирования клеток rPMI фирмы «Gibco». LZ-cD95L был 
приготовлен как описано ранее [8]. Моноклональные анти-
тела к каспазе-8 С15 и С5 [9]; а также анти-APO-1 [10] при-
готовлены в лаборатории согласно ранее описанному мето-
ду. Использовали поликлональные антитела к рецептору 
cD95 (С20) фирмы «Santa cruz». 

Мечение клеток [35S]
Для радиоактивного мечения 5 х 107 клеток SKW6.4 
или 7 х 107 клеток ceM переносили в cреду rPMI без мети-
онина и цистеина. После инкубации в течение 1 ч при тем-

пературе 370С к клеткам добавляли [35S]Met и [35S]Сys, а за-
тем культуры клеток растили в течение 24 ч до проведения 
эксперимента.

Иммунопреципитация рецептора CD95
К 5 х 107 клеток SKW6.4 или 7 х 107 клеток ceM добавляли 
лиганд LZ-cD95L (концентрация 10 мкг/мл), инкубировали 
в течение 10 мин при температуре 370С. Получение клеточ-
ных лизатов, иммунопреципитацию комплекса и вестерн-
блотинг проводили как описано в [11].

Двумерный электрофорез
Для изоэлектрофокусирования образцов в первом направ-
лении применяли готовые стрипы с нанесенными амфоли-
тами длиной 18 см, с рI от 6 до 11 («Amersham»).

Для изоэлектрофокусирования клеточных лизатов 
к 10 мкл лизатов добавляли 340 мкл буфера А (9 М мочеви-
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ны, 2% СНАPS, 18 мМ Dtt, 0.001% бромфенолового синего, 
0.5% IPG-буфера фирмы «Amersham») или буфера Б (9 М 
мочевины, 2% nP-40, 18 мМ Dtt, 0.001% бромфенолового 
синего, 0.5% IPG-буфера фирмы «Amersham»).

Для изоэлектрофокусирования иммунопреципитатов 
белки после иммунопреципитации элюировали с белок-А-
сефарозы в течение 30 мин при комнатной температуре 
буфером А.

После изоэлектрофокусирования стрипы инкубиро-
вали в течение 20 мин в буфере: 50 мМ Трис-НСl, pH 8.8, 
6 M мочевина, 30% глицерина, 65 мМ Dtt, 0.001% бромфе-
нолового синего. Затем повторно инкубировали в том же 
буфере в присутствии 2.5% йодацетамида. После этого 
стрипы фиксировали с помощью 0.5% агарозы на 12% SDS-
полиакриламидном геле и проводили электрофорез во вто-
ром направлении.

После электрофореза гели анализировали с помощью 
радиоавтографии или вестерн-блотинга. В некоторых слу-
чаях гели окрашивали серебром, используя набор фирмы 
«Invitrogen». 

РезульТаТы И оБСужденИе

Анализ комплекса CD95 DISC с помощью двумерного 
электрофореза в области pI от 3 до 10
Для проведения протеомных исследований в качестве 
клеток первого типа мы выбрали линию В-лимфоцитов 
SKW6.4, а в качестве клеток второго типа – линию 
Т-лимфоцитов ceM. Обе клеточные линии подробно оха-
рактеризованы ранее и представляют классические при-
меры клеток первого и второго типа [4].

Для анализа cD95 DISc клетки SKW6.4 и ceM выра-
щивали в среде, содержащей [35S]Met и [35S]Сys, в течение 
суток. Затем для инициации апоптоза культуры клеток 
обрабатывали лигандом – LZ-cD95L, который специфи-
чески связывается с рецептором cD95 и инициирует обра-
зование рецепторного комплекса. После этого проводили 
иммунопреципитацию комплекса cD95 DISc с помощью 
моноклональных антител анти-АРО-1. Моноклональные 
антитела анти-АРО-1 распознают внеклеточный домен 
рецептора cD95 и применяются для иммунопреципита-
ции рецептора или комплекса cD95 DISc [10–12]. Имму-

нопреципитаты анализировали с помощью двумерного 
электрофореза.

Эффективность иммунопреципитации контролирова-
ли, проводя одномерный электрофорез с использованием 
одной десятой части образца, анализируемого методом дву-
мерного электрофореза, с последующим вестерн-блотингом 
со специфическими моноклональными антителами против 
каспазы-8 (рис. 2). Этот анализ выявил присутствие в cD95 
DISc как прокаспазы-8, так и продуктов ее протеолитиче-
ского расщепления р43/р41, что свидетельствует о специ-
фичности использованного метода.

Состав комплекса cD95 DISc после иммунопреципита-
ции проанализировали с помощью двумерного электрофо-
реза в области pI от 3 до 10 (рис. 3). На радиоавтограммах 
комплекса cD95 DISc из клеток как первого, так и второ-
го типа выявлены пятна, соответствующие по pI и моле-
кулярной массе основным белкам комплекса cD95 DISc, 
охарактеризованным ранее [5, 13]. На двумерных гелях 
обнаружены белки cD95, FADD в двух формах – cAP1 
и cAP2 (нефосфорилированной и фосфорилированной), 
прокаспаза-8 (cAP4) и продукты ее расщепления – САР3, 
р26/р24, р18 и р10. В клетках как первого, так и второго 
типа выявлены новые, неохарактеризованные компоненты 
комплекса cD95 DISc (рис. 3). Интересно, что молекуляр-
ные массы и рI новых белков cD95 DISc были разными 
в клетках разного типа, что указывает на различия в со-
ставе комплекса cD95 DISc.

Анализ комплекса CD95 DISC с помощью двумерного 
электрофореза в области pI от 6 до 11
Поскольку разрешение метода в области выше pI 6 до-
вольно низкое, нам удалось установить только часть бел-
ков, возможно, ассоциированных с cD95. Соответственно 
огромный интерес представляли белки комплекса cD95 
DISc в области pI от 6 до 11.

Известно, что изоэлектрофокусирование в области pI 
6–11 осложнено электроосмосом воды и миграцией Dtt 
в сторону анода [14]. Все это значительно ухудшает каче-
ство “картины” двумерного электрофореза. Поэтому сна-
чала мы попытались подобрать оптимальные условия изо-
электрофокусирования. С этой целью приготовили лизаты 
клеток SKW6.4 и провели изоэлектрофокусирование, ис-

Рис. 4. Оптимизация условий изоэлек­
трофокусирования. Проведено изоэлек­
трофокусирование клеточных лизатов, 
полученных из 107 клеток SKW6.4. 
Затем образцы наносили на 12% гель 
и проводили электрофорез по Лэммли. 
Белки окрашивали серебром. Изоэлек­
трофокусирование проводили в буфере 
А (а, в) и буфере Б (б) . Был применен 
следующий протокол для изоэлектро­
фокусирования: (а, б) 12 ч – дегидрата­
ция, 1 ч – 500 В, 1 ч – 1000 В, 1 ч – 3000 
В, 8000 В до достижения 60000 В/ч. (в) 
12 ч – дегидратация, 1 ч – 100 В, 1 ч – 
150 В, 1 ч – 300 В, 1 ч – 400 В, 1 ч – 500 В, 
1 ч – 1000 В, 1 ч – 3000 В, 8000 В до до­
стижения 180000 В/ч.
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пользуя различные протоколы и детергенты (СНАPS и nP-
40) в буфере для первого направления (рис. 4). В качестве 
критерия качества результатов двумерного электрофореза 
мы рассматривали количество полученных пятен и их раз-
решение.

Разрешение было существенно лучше при использо-
вании детергента СНАPS (рис. 4а) по сравнению с детер-
гентом nP-40 (рис. 4б). Протокол изоэлектрофокусирова-
ния, использованный в наших экспериментах (рис. 4а,б), 
включал всего четыре режима напряжения: 500, 1000, 3000 
и 8000 В. Для того чтобы получить еще более высокое раз-
решение двумерного электрофореза мы попытались ис-
пользовать восемь режимов напряжения (от 100 до 8000 В) 
и более продолжительное время изоэлектрофокусирования 
(рис. 4в). По-видимому, эти условия способствовали более 
эффективному вхождению белков в гель, поскольку разре-
шение при этом значительно улучшилось (рис. 4в). Таким 
образом, в дальнейшем мы использовали детергент СНАPS 
в буфере для первого направления и такие же условия изо-
электрофокусирования, как на рис. 4в.

Рис. 5. Анализ 
CD95 DISC в клет­
ках первого 
(SKW6.4) и второ­
го (CЕМ) типа. К 5 х 
107 клеток SKW6.4 
добавили LZ­CD95L 
(а) или оставили 
без стимуляции 
(б). К 7 х 107 

клеток СЕМ до­
бавили LZ­CD95L 
(в) или оставили 
без стимуляции (г). 
Иммунопреципи­
таты CD95 анали­
зировали с помо­
щью двумерного 
электрофореза 
в области pI от 6 
до 11. Время экс­
позиции радио­
автограмм – 4 
недели. Представ­
лен один из трех 
экспериментов. 
Дифференциаль­
ные пятна показаны 
сплошной линией, 
отсутствие пятна – 
пунктиром.
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Для сравнительного анализа комплекса cD95 DISc 
в области pI выше 6 в качестве клеток первого типа мы вы-
брали клеточную линию В-лимфоцитов SKW6.4, а в ка-
честве клеток второго типа – линию Т-лимфоцитов ceM. 
Клетки SKW6.4 и ceM выращивали в среде, содержащей 
[35S]Met и [35S]Сys, в течение суток. Затем для образования 
комплекса cD95 DISc культуры клеток обрабатывали ли-
гандом LZ-cD95L, после чего комплекс cD95 DISc имму-
нопреципитировали с помощью моноклональных антител 
анти-АРО-1, а затем анализировали методом двумерного 
электрофореза в оптимизированных условиях.

На радиоавтограммах обнаружен ряд белков, которые 
появляются в cD95 DISc клеток как первого (рис. 5а), 
так и второго типа (рис. 5в). Всем белкам, имеющим молеку-
лярную массу более 30 кДа, присвоены номера от 1.1 до 1.7, 
а до 30 кДа – номера от 2.1 до 2.7 (рис. 5). Молекулярные 
массы и рI дополнительных белков cD95 DISc из клеток 
первого и второго типа различались, за исключением пятна 
2.5, которое присутствовало в клетках обоих типов. Следо-
вательно, белковый состав двух комплексов не одинаков. 
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Рис. 6. Анализ двумерных 
электрофорезов с по­
мощью вестерн­блотинга. 
CD95 DISC, иммунопреци­
питированный из клеточной 
линии SKW6.4, анализиро­
вали методом двумерного 
электрофореза с помо­
щью вестерн­блотинга со 
специфическими поликло­
нальными антителами С20 
против рецептора CD95 
(а) и с моноклональными 
антителами С15 против 
каспазы­8 (б). На радио­
автограмме (в) показано 
положение каспазы­8 
и рецептора CD95.

а б в

Изоэлектрическое фокусирование

SD
S­

ге
ль

Эффективность иммунопреципитации контролировали, 
как описано выше и на рис. 2. Также с помощью вестерн-
блотинга нам удалось локализовать положение уже из-
вестных компонентов комплекса на двумерных гелях: cD95 
(рис. 6а,б) и активной каспазы-8 (р10) (рис. 6б). Соотнесение 
рi и молекулярной массы активной каспазы-8, выявляемой 
методом вестерн-блотинга, с пятнами на радиоавтограммах 
показало, что белок 2.5 соответствует активной каспазе-8 
(рис. 6в). Таким образом, мы впервые подобрали условия 
проведения двумерного электрофореза в области pI от 6 
до 11 для анализа белков, ассоциированных с cD95. 

заКлюченИе
Применение двумерного электрофореза позволило про-
вести сравнительный анализ белкового состава cD95 
DISc клеток первого и второго типа: SKW6.4 и ceM. 
Следует специально отметить, что различия в спектрах 
белков cD95 DISc из клеток первого и второго типа под-
тверждают гипотезу о существовании различных ме-
ханизмов инициации апоптоза в этих клетках, опреде-
ляющих более быструю смерть (апоптоз) клеток первого 
типа. В настоящий момент мы пытаемся с помощью масс-
спектрометрии идентифицировать белки, обнаруженные 
в данной работе. 
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