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ГЕННО-ИНЖЕНЕРНЫЕ АНАЛОГИ 

ПОТЕНЦИАЛЬНОГО ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО ПЕПТИДА ЛАКТАПТИНА 
*
 

Индукция апоптоза раковых клеток белковыми факторами, специфичными к клеткам опухоли, поло-
жена в основу создания ряда современных противораковых фармакологических средств. В молоке че-
ловека присутствует белок – протеолитический фрагмент κ-казеина (лактаптин), способный вызывать 
апоптотическую гибель клеток аденокарциномы молочной железы MCF-7. Были сконструированы плаз-
мидные векторы, кодирующие рекомбинантные аналоги лактаптина, созданы штаммы-продуценты E. coli и 
получены рекомбинантные аналоги этого пептида (RL1, RL2). Проведен анализ действия аналогов на 
раковые клетки MCF-7, A549, Hep-2 и немалигнизированные клетки MSC жировой ткани человека в 
культуре. Установлено, что инкубация клеток MCF-7, А549, Hep-2 в присутствии аналога лактаптина 
RL2 приводит к существенному снижению жизнеспособности клеток (62, 45 и 30 % соответственно). 
Показано, что RL2 вызывает апоптотическую гибель клеток аденокарциномы молочной железы человека 
MCF-7, но не снижает жизнеспособности и не индуцирует апоптоз мезенхимальных стволовых клеток 
человека. Полученные данные о структуре и действии рекомбинантных аналогов лактаптина на клетки 
позволяют использовать лактаптин, а также его аналоги для создания новых средств терапии онкологи-
ческих заболеваний человека. 

Ключевые слова: апоптоз, раковые линии клеток, мезенхимальные стволовые клетки, лактаптин. 

Апоптоз, или программируемая клеточ-

ная гибель, является механизмом, ответст-

венным за поддержание постоянства чис-

ленности клеток путем элиминации дефект-

ных элементов многоклеточных организмов. 

Актуальность исследований апоптоза опре-

деляется тем, что нарушения регуляции это-

го процесса связаны с развитием многих 

заболеваний, в том числе онкологических 

[1]. Одним из наиболее важных направле-

ний изучения апоптотической гибели кле-

ток человека является поиск и идентифика-

ция эндогенных индукторов апоптоза как 

потенциальных средств терапии онкологи-

ческих заболеваний. 

Известно, что молоко человека содержит 

ряд проапоптотических белковых факторов, 

таких как ФНО-α, Fasl, TGF- , а также ряд 

ферментов, потенциально способных инду-

цировать гибель клеток млекопитающих в 

культуре [2]. Кроме того установлено, что 

ряд мажорных белков молока: α-лакт-

альбумин в комплексе с жирными кислота-

ми [3], лактоферрин [4], а также его протео-

литические фрагменты [5] могут вызывать 

апоптоз клеток млекопитающих. 

При исследовании цитотоксического / 

апоптотического действия белков молока на 

клетки аденокарциномы молочной железы 

MCF-7 мы установили, что в молоке чело-

века присутствует пептид с молекулярной 

массой 8,6 кДа, подавляющий жизнеспо-

собность и вызывающий апоптотическую 

гибель этих клеток. Пептид, вызывающий 

гибель клеток аденокарциномы MCF-7, был 

выделен из молока с помощью ряда после-

довательных хроматографических стадий и 

идентифицирован как протеолитический 

фрагмент κ-казеина человека. Он получил 

название лактаптина [6; 7]. 

Целью исследования являлось получе-

ние и выделение рекомбинантных аналогов 

лактаптина, а также изучение их влияния на 

жизнеспособность клеток человека различ-

ного тканевого происхождения в культуре 

(MCF-7 – клетки аденокарциномы молоч-

ной железы, A549 – карциномы легкого, 

Hep-2 – эпидермоидной карциномы гортани 
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и MSC – мезенхимальные стволовые клетки 

жировой ткани). 

Материал и методы 

Для получения рекомбинантных анало-

гов лактаптина использовали векторную 

плазмиду pGSDI, любезно предоставленную 

Н. А. Нетесовой и П. А. Белавиным (ФГУН 

ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора). Кло-

нирование плазмид проводили в клетках 

E. coli штамм XL-Blue. Штаммы-проду-

центы рекомбинантных аналогов лактапти-

на RL1 и RL2 создавали на основе штамма 

E. coli BL21(DE3). Для амплификации уча-

стков ДНК лейкоцитов человека, кодирую-

щих аналоги лактаптина, применяли сле-

дующие праймеры. Для получения ДНК, 

кодирующей аналог лактаптина RL1: 

RPAI196U41 – 5'GCCCAGATCTATGA-

GACCAGCTATAGCAATTAATAATCCAT; 

IPTI376L67 – 5'GCCCGTCGACTTAGT-

GATGGTGATGGTGATGTGATCCGCCGA-

TGGTAGGGATGATTATTTTATCCTG. 

Для получения ДНК, кодирующей ана-

лог лактаптина RL2 праймер IPTI376L67 и 

праймер: 

CDCex3U55 – 5'GCCCAGATCTATGA-

ACCAGAAACAACCAGCATGCCATGAGA

ATGATGAAAGACCA. 

Подчеркиванием обозначена дополни-

тельная последовательность, кодирующая 

аминокислотную последовательность GGS-

HHHHHH, курсивом выделен введенный 

терминирующий кодон. Дополнительная 

аминокислотная последовательность, со-

держащая шесть гистидиновых остатков, 

была введена в структуру аналогов для про-

ведения в дальнейшем очистки белков с 

помощью аффинной хроматографии на Ni-

NTA агарозе. Использованные в работе  

дезоксирибоолигонуклеотиды синтезирова-

ны в лаборатории медицинской химии 

ИХБФМ СО РАН. 

Для получения фрагментов ДНК, коди-

рующих аналоги лактаптина, проводили 

ПЦР с использованием набора «XL PCR 

Kit» («Applied Biosystems», США) по мето-

дике производителя. Для лигирования ДНК, 

кодирующих аналоги лактаптина, с плазми-

дой плазмиду pGSDI переводили в линей-

ную форму гидролизом эндонуклеазами 

рестрикции SalI и BglII. Линейную форму 

плазмиды разделяли электрофорезом в 

0,8 % агарозном геле и выделяли с помо-

щью набора «QIAquick Gel Extraction» 

(«Qiagen», США). Получение рекомбинант-

ных плазмидных ДНК, трансформацию кле-

ток, анализ и отбор колоний продуцентов 

E. coli, наращивание продуцентов BL21 

(RL1) и BL21(RL2), а также лизис бактерий 

проводили в соответствии с описанными 

рекомендациями [8]. 

Разделение белков лизата клеток-

продуцентов E. coli осуществляли на хро-

матографической станции низкого давления 

«BioLogic LP» («Bio-Rad», США), осна-

щенной спектрофотометрическим детекто-

ром поглощения элюата на длине волны 

280 нм и проточным кондуктометром. 

Для выделения рекомбинантного аналога 

RL1 лизат клеток E. coli BL21(RL1) цен-

трифугировали 30 мин при 10 000 g и тем-

пературе 5 С. Супернатант наносили на Ni-

NTA-агарозу («Sigma», США), уравнове-

шенную буфером A, содержащим 50 мМ 

NaH2PO4, 300 мМ NaCl, 10 мМ имидазола, 

10 мМ β-меркаптоэтанола, 1 мМ фенилме-

тилсульфонилфторида («PMSF», «Sigma», 

США), pH 8,0. Не связавшиеся с сорбентом 

белки E. coli элюировали этим же буфером. 

Аналог лактаптина RL1 элюировали буфе-

ром А, содержащим 250 мМ имидазола. 

Для выделения рекомбинантного аналога 

RL2 лизат клеток E. coli BL21(RL2) цен-

трифугировали и наносили на Ni-NTA-

агарозу, как это описано для RL1. Белки 

E. coli, неспецифически сорбирующиеся на 

Ni-NTA-агарозу, элюировали буфером A, 

содержащим 50 мМ имидазола, проводили 

частичную (10–15 %) элюцию RL2 и свя-

занных с ним белков E. coli буфером, со-

держащим 250 мМ имидазола. RL2 элюиро-

вали буфером А, содержащим 6 М гуани-

дин-НСl. Полученные белковые фракции 

диализовали против 150 мМ NaCl, трис-HCl 

pH 7,5 (две смены по 18 ч при 5 C) и хра-

нили до использования при –70 С. 

Определение концентрации белка в пре-

паратах проводили по методу Брэдфорд [9]. 

Для построения калибровочной кривой ис-

пользовали бычий сывороточный альбумин 

(БСА) («Serva», США). 

Для анализа действия белковых препара-

тов на клетки человека использовали клетки 

аденокарциномы молочной железы челове-
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ка линии MCF-7, карциномы легкого чело-

века А549 и эпидермоидной карциномы 

гортани человека Hep-2 (Российская кол-

лекции клеточных культур позвоночных, 

ИНЦ РАН, Санкт-Петербург). Клетки куль-

тивировали в среде IMDM с 10 мМ L-глу-

тамина и 40 мкг/мл гентамицина в присут-

ствии 10 % эмбриональной сыворотки 

крупного рогатого скота при 37 С в атмо-

сфере 5 % СО2. Мезенхимальные стволовые 

клетки жировой ткани человека выделяли 

по описанной методике [10]. Подсчет коли-

чества клеток проводили в камере Горяева. 

Для анализа влияния аналогов лактапти-

на на жизнеспособность клеток человека 

2 × 10
6
 клеток MCF-7, А549, Hep-2 или 

MSC культивировали в 96-луночном план-

шете 2 сут. К культуральной среде добавля-

ли рекомбинантные аналоги лактаптина в 

концентрации 60, 30, 7 или 3 нг/мл, инкуби-

ровали 24–72 ч, после чего определяли жиз-

неспособность клеток с помощью MTT-

теста [11]. Измерение оптической плотно-

сти растворов MTT-формазана проводили 

на Multiskan RC («ThermoLabs», CША). 

Для количественного анализа числа 

апоптотических телец в культуре клеток 

MCF-7 последние культивировали в 24-лу-

ночном планшете 2 сут. (2 × 10
5
 клеток на 

лунку). К культуральной среде добавляли 

рекомбинантные аналоги лактаптина до ко-

нечной концентрации 14 мкг/мл. Клетки 

инкубировали 24, 48 либо 72 ч. После инку-

бации клетки, открепившиеся от подложки, 

собирали с культуральной средой, центри-

фугировали 15 мин при 500 g, среду удаля-

ли, а клетки суспендировали в буфере BAP, 

содержащем 30 мМ HEPES-NaOH pH 7,5, 

3 мМ CaCl2, 140 мМ NaCl, 100 мкг/мл про-

пидий йодида, 1 мкл/мл клеточной суспен-

зии раствора FITC-меченого аннексина V 

(«BD Biosciences», США). Прикрепленные 

клетки снимали с подложки с помощью 

трипсин-ЭДТА-буфера по стандартной ме-

тодике, осаждали центрифугированием 

15 мин при 500 g и суспендировали в BAP. 

Открепившиеся и прикрепленные клетки 

анализировали раздельно на проточном ци-

тофлуориметре BD FACSAria с использова-

нием системы светофильтров BP 585/42 (PI) 

и BP 530/30 (FITC) Центра коллективного 

пользования проточной цитофлуорометрии 

СО РАН. 

Результаты исследования 

и обсуждение 

Нами получены рекомбинантные анало-

ги лактаптина и проведен сравнительный 

анализ влияния этих аналогов на жизнеспо-

собность раковых и мезенхимальных ство-

ловых клеток человека в культуре. 

Для конструирования рекомбинантных 

аналогов осуществлен анализ аминокислот-

ных последовательностей лактаптина и κ-ка-

зеина человека (GenBank gi1245482). Были 

подобраны последовательности фрагментов 

κ-казеина, позволяющие получить клетки-

продуценты Е. coli, экспрессирующие с вы-

сокой эффективностью рекомбинантные 

аналоги лактаптина (рис. 1). Были скон-

струированы плазмидные ДНК pGSDI, ко-

дирующие аналоги, и получены штаммы 

продуценты E. coli BL21(RL1) и BL21(RL2). 

Рекомбинантные аналоги лактаптина 

выделяли из лизатов продуцентов E. coli 

аффинной хроматографией на Ni-NTA-ага-

розе. Для очистки аналогов от неспецифи-

чески сорбирующихся на Ni-NTA-агарозу 

белков E. coli проводили предварительную 

элюцию буфером, содержащим 50 мМ ими-

дазола (рис. 2), что позволяло получить 

белковые препараты с содержанием реком-

бинантных аналогов более 95 % (рис. 3, 

дорожки 5, 6). 

При подборе условий выделения анало-

гов из лизатов клеток-продуцентов уста-

новлено, что при концентрации имидазола 

250 мМ в элюенте происходит полная де-

сорбция аналога RL1 с Ni-NTA-агарозы 

(данные не иллюстрированы). После нане-

сения на Ni-NTA-агарозу лизата E. coli – 

продуцентов аналога RL2, элюция буфером, 

содержащим 250 мМ имидазола, приводи-

ла к десорбции только примерно 10–15 % 

аналога RL2 (см. рис. 2). Количественной 

элюции аналога RL2 удавалось достичь 

только с использованием хаотропных аген-

тов (6 М гуанидин-HCl). Принимая во вни-

мание тот факт, что оба аналога содержат 

идентичные С-концевые 6-His-последова-

тельности, обеспечивающие высокий аффи-

нитет к Ni-хелатным сорбентам, можно 

предположить, что повышенное сродство 

аналога RL2 обусловлено сочетанием низ-

кой растворимости этого белка в буфере с 

физиологической ионной силой, а также 



Оригинальные исследования 20 

 
Рис. 1. Схема первичных структур генно-инженерных аналогов лактаптина. 

Серым цветом обозначена последовательность (182 аминокислотных остатка) κ-казеина человека; выделением 

указаны фрагменты, соответствующие генно-инженерным аналогам RL1 и RL2. Молекулярные массы рекомби-

нантных фрагментов RL1 и RL2 с учетом последовательностей GSSHHHHHH составили 8,9 и 14 кДа соответст-

венно. LP – последовательность лидерного пептида κ-казеина 

 

Рис. 2. Выделение аналога лактаптина (RL2) аффинной хроматографией на Ni-NTA-агарозе. 

Фракции белков: А – не взаимодействующих с сорбентом; B – элюируемых 50 мМ имидазола; C – элюируемых 

250 мМ имидазола; D – элюируемых 6 М гуанидин-HCl 

способностью белка к образованию олиго-

мерных форм. 

Анализ белковых препаратов рекомби-

нантных аналогов лактаптина SDS электро-

форезом в ПААГ показал, что RL1 пред-

ставлен одним полипептидом с молекуляр-

ной массой 8,9 кДа (см. рис. 3, дорожка 6), 

что соответствует теоретической расчетной 

массе 8,9 кДа. 

Препараты аналога RL2 в отсутствие 

восстановителей дисульфидных связей со-

держали две формы белка с массами 14 и 

28 кДа в соотношении примерно 30 : 70 % 

соответственно (см. рис. 3, дорожка 7).  

В восстанавливающих условиях (1 % -мер-

каптоэтанола) происходила полная диссо-

циация формы с массой 28 кДа с образова-

нием формы с массой 14 кДа (см. рис. 3, 

дорожка 5). Эти данные демонстрируют, 

что аналог RL2 продуцируется клетками E. 

coli в форме ковалентного гомодимера, 

субъединицы которого образуют межмоле-

кулярные дисульфидные связи. Аминокис-

лотная последовательность RL2 содержит 

только один остаток цистеина, соответст-

вующий Cys30 κ-казеина человека (см. 

рис. 1). Следовательно, именно этот остаток 

участвует в образовании межмолекулярной 

S-S связи гомодимера RL2. 

Известно, что α-, - и κ-казеины молока 

человека образуют прочные нековалентные 

комплексы (мицеллы), гидрофобное ядро 

которых формируется N-концевым доменом 

молекул κ-казеина. Диссоциация мицелл 

происходит в присутствии высоких концен-

траций хаотропных агентов (6–8 М мочеви-

ны или гуанидин-HCl) [12]. В связи с тем, 

что RL2 представляет собой фрагмент  

N-концевого домена κ-казеина, ответствен-

ного за образование казеиновых мицелл, 

можно предположить, что как мономеры 

RL2, так и ковалентные гомодимеры могут 

образовывать мультисубъединичные ком-

плексы высокого порядка, подобно форми-

рованию гидрофобного ядра казеиновых 

мицелл. Принимая во внимание тот факт, 

что аналог лактаптина RL1 не проявляет 

тенденции к олигомеризации в условиях 

аффинной хроматографии на Ni-NTA-агаро-

зе, а также не содержит остатков цистеина и 

последовательности 23–66 N-концевого до-

мена κ-казеина, можно заключить, что
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именно эта часть RL2 (и κ-казеина челове-

ка) важна для формирования прочных меж-

молекулярных комплексов и способствует 

образованию межсубъединичных S-S связей 

в посттрансляционном процессинге белка. 

Для того чтобы сравнить действие ана-

логов лактаптина RL1 и RL2 на клетки аде-

нокарциномы молочной железы человека 

MCF-7, их инкубировали в присутствии 

различных концентраций белков RL1 и RL2 

и оценивали жизнеспособность с помощью 

MTT-теста. Обнаружено, что короткий ана-

лог лактаптина RL1 вызывал слабое подав-

ление жизнеспособности MCF-7, в то время 

как инкубация MCF-7 в присутствии  

30–60 нг/мл RL2 приводила к существенно-

му снижению их жизнеспособности (7–10 и 

62 % соответственно; рис. 4). Снижение 

жизнеспособности под действием RL2 со-

провождалось морфологическими измене-

ниями MCF-7, характерными для апоптоза 

клеток в культуре: откреплением от пласти-

ковой подложки, конденсацией цитоплазмы 

и ядер и появлением вторичных некротиче-

ских клеток, окрашиваемых трипановым 

синим. Эти данные позволяют заключить, 

что фрагмент κ-казеина 23–66, который 

входит в состав RL2, важен не только для 

формирования мультимерных форм белка, 

но и для проявления апоптотического дей-

ствия этого белка на клетки MCF-7. 

Так как рекомбинантный аналог RL1 не 

оказывал существенного влияния на жизне-

способность клеток MCF-7, в дальнейших 

экспериментах мы использовали только 

аналог RL2. 

В результате проведенного анализа 

влияния рекомбинантного аналога лактап-

тина RL2 на жизнеспособность клеток кар-

циномы легкого А549 и клеток карциномы 

гортани человека Hep-2 мы установили, что 

жизнеспособность клеток А549 на 3 сут. 

инкубации с аналогом RL2 снижалась на 

45 % (см. рис. 4), а клеток Hep-2 – на 30 %. 

Снижение жизнеспособности клеток А549 и 

Hep-2 не сопровождалось морфологически-

ми изменениями, характерными для апопто-

за, и не происходило фрагментации ядерной 

ДНК этих клеток даже при длительной ин-

кубации (5 сут.) с RL2-аналогом (данные не 

иллюстрированы). Жизнеспособность ме-

зенхимальных стволовых клеток жировой 

ткани человека MSC при инкубации с RL2 

не отличалась от жизнеспособности кон-

трольных клеток (см. рис. 4). 

 

Рис. 3. Электрофоретический анализ белковых 

препаратов в 12 % ПААГ в присутствии SDS. 

Дорожки: 1 – белки лизата клеток E. coli; 2 – белки, 

не взаимодействующие с Ni-NTA-агарозой; 3–4 – 

белки, элюируемые 50 мМ и 250 мМ имидазола соот-

ветственно; 5 и 7 – белки, элюируемые 6 М гуанидин-

HCl (в присутствии 1 % -меркаптоэтанола и в невос-

станавливающих условиях соответственно); 6 – ре-

комбинантный аналог лактаптина RL1; 8 – маркеры 

молекулярной массы белков «Fermentas» (Латвия) 

Таким образом, нами показано, что чув-

ствительность клеток к токсическому дей-

ствию аналога лактаптина RL2 убывает в 

ряду MCF-7 ≥ A549 > Hep-2 >> MSC. При 

этом снижение жизнеспособности происхо-

дило только у раковых линий клеток, а не-

малигнизированные стволовые клетки че-

ловека оказались практически не чувстви-

тельны к действию этого белка. 

В настоящее время наиболее доказатель-

ные методы выявления апоптотических кле-

ток в культуре основаны на дифференциаль-

ном окрашивании ранних апоптотических 

телец флуоресцентно меченным белком ан-

нексин V, который аффинно связывается с 

полярной частью фосфатидилсерина на по-

верхности клеток. При этом апоптотические 

клетки остаются не проницаемыми для про-

пидий йодида, используемого в паре с ан-

нексином V для выявления некротических 

либо вторичных некротических клеток [13]. 

Для подтверждения апоптотического ха-

рактера гибели клеток MCF-7 под действи-

ем рекомбинантного аналога лактаптина 

RL2 мы инкубировали клетки с аналогом и 

анализировали клеточные субпопуляции 

проточной цитофлуорометрией в присут- 

ствии FITC меченного аннексина V и про-

пидий-йодида. Установлено, что откреп-

ленные клетки по интенсивности окраски 

FITC меченным аннексином V / пропидий 

йодидом образуют три субпопуляции 

(рис. 5): G1 – слабо окрашенные живые
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Рис. 4. Анализ жизнеспособности клеток MCF-7, A549, Hep-2 и мезенхимальных стволовых клеток (MSC), 

инкубированных в полной культуральной среде в присутствии рекомбинантных аналогов лактаптина 

в разных концентрациях. 

За 100 % принята жизнеспособность клеток, инкубированных в отсутствие аналогов. Приведены результаты трех 

независимых экспериментов 

клетки (вдоль главной диагонали); G2 – ок-

рашиваемые аннексином V – апоптотиче-

ские клетки; G3 – интенсивно окрашивае-

мые пропидий йодидом – вторичные некро-

тические клетки. Неоткрепленные клетки 

при разных временах инкубации клеток с 

RL2 представлены в основном живыми 

клетками (G1) с небольшим вкладом вто-

ричных некротических (G3 до 7 %) и, в 

пределах ошибки 10 %, апоптотическими 

(G2). Необходимо подчеркнуть, что появле-

ние субпопуляции MCF-7 G2 (окрашивае-

мых аннексином V, но не окрашиваемых 

PI) непосредственно доказывает индукцию 

апоптотической гибели клеток аденокарци-

номы MCF-7 рекомбинантным аналогом 

лактаптина RL2. 

Относительное количество клеток аде-

нокарциномы MCF-7, погибающих по ме-

ханизму апоптоза под действием RL2, уве-

личивается с 53 (24 ч) до 60 % (48 ч), а за-

тем уменьшается до 55 % (72 ч) (см. рис. 5, 

субпопуляция G2). При этом происходит 

увеличение субпопуляции некротических 

клеток G3 от 17 (24 ч) до 23 % (72 ч) на фо-

не небольшого снижения вклада жизнеспо-

собных клеток с 15 до 13 %. Эти данные 

показывают, что прирост числа некротиче-

ских клеток происходит благодаря убыли 

апоптотических. Следовательно, некроти-

ческие клетки являются вторичными некро-

тическими, т. е. результатом апоптотиче-

ской гибели. Таким образом, в исследуемых 

образцах общее число клеток, погибающих 

и погибших по механизму апоптоза, пред-

ставлено суммой клеток субпопуляций G2 

и G3. 

Известно, что клетки MCF-7 несут деле-

цию 47 п. н. в III экзоне гена каспазы 3. Ре-

зультатом делеции является продукция 

«дефектной» мРНК каспазы 3 со сдвигом 

рамки считывания и с «преждевременным» 

терминирующим кодоном. Поэтому в клет-

ках MCF-7 отсутствует ключевой фермент 

апоптотического каскада – каспаза 3. От-

сутствие каспазы 3 в клетках приводит к 

тому, что апоптоз под действием ФНО-α с 

активацией инициаторной каспазы 8 харак-

теризуется низким уровнем активации 

ДНКазы DFF40 / CAD и не сопровождается 

олигонуклеосомной фрагментацией ядер-

ной ДНК [14]. Тем не менее ближайший 

структурный и функциональный гомолог 

каспазы 3 каспаза 7 может частично ком-

пенсировать отсутствие каспазы 3 при апо-

тозе, инициируемом митохондриальными 

факторами. Так, например, предложен ме-

ханизм апоптотической гибели MCF-7 под 

действием жирных кислот, которая ини-

циируется диссипацией трансмембранного 

потенциала митохондрий, сопровождается 

масштабной активацией каспазы 9, что при-

водит к активации каспазы 7, которая, в 

свою очередь, активирует DFF40/CAD-

подобную ДНКазу и инициирует олигонук-

леосомную фрагментацию ДНК [15]. 

Для оценки вклада экзекъюторных кас-

паз в процесс гибели клеток MCF-7 под 

действием RL2 мы провели анализ ДНК кле-

ток на разных стадиях их гибели. Установле-
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Рис. 5. Гистограммы распределения клеток MCF-7 по интенсивности окраски FITC меченным 

аннексином V (по оси Х) и пропидий йодидом (по оси Y). 

Клетки инкубировали с рекомбинантным аналогом лактаптина RL2 (24, 48, 72 ч) и без аналога (72 ч, контроль), 

после чего прикрепившиеся (монослой) и открепленные клетки окрашивали FITC-аннексином V / PI и анализи-

ровали проточной цитометрией; G1, G2, G3 – субпопуляции клеток. Границы субпопуляций указаны линиями. 

Справа от гистограмм приведено относительное количество клеток во фракциях 

но, что при инкубации клеток в течение 

3 сут. в присутствии аналога лактаптина 

RL2 не происходило фрагментации ядерной 

ДНК. Олигонуклеосомная фрагментация 

ДНК на глубину 10–20 % выявлена лишь 

при длительной (5 сут.) инкубации клеток с 

фактором (данные не иллюстрированы). 

Следовательно, можно заключить, что 

апоптоз раковых клеток MCF-7, индуци-

руемый RL2, характеризуется низким уров-

нем активации ДНКазы DFF40 / CAD, что 

непосредственно указывает на низкий уро-

вень активации каспазы 7. 

Полученные данные также позволяют 

предположить, что апоптоз MCF-7 под дей-

ствием лактаптина и его аналогов – это 

процесс, в котором митохондриальные  

факторы (каспаза 9) играют лишь второсте-

пенную роль, а индукция процесса, по-

видимому, происходит по рецептор-

опосредованному механизму. Косвенно это 

предположение подтверждается данными  

о различной чувствительности раковых 

эпителиоцитов к действию аналога лактап-

тина, которая убывает в ряду MCF-7, A549, 

Hep-2 и может быть объяснена скорее раз-

личиями в уровне экспрессии клеточных 

рецепторов, чем различиями в экспрессии 

или эффективности активации митохондри-

альных факторов. 

Тот факт, что в отличие от раковых кле-

ток человека, погибающих (MCF-7) или 
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снижающих жизнеспособность (A549, Hep-2) 

под действием аналога лактаптина нема-

лигнизированные мезенхимальные клетки 

человека резистентны к действию RL2, по-

зволяет заключить, что структура иденти-

фицированного нами пептида представляет 

собой перспективную основу для создания 

нового селективного к раковым клеткам и 

низкотоксичного по отношению к немалиг-

низированным клеткам средства терапии 

онкологических заболеваний человека. 

Выводы 

1. Получены клетки E. coli – продуценты 

рекомбинантых аналогов пептида – лактап-

тина, протеолитического фрагмента κ-ка-

зеина, присутствующего в молоке человека 

и способного вызывать апоптическую ги-

бель клеток аденокарциномы молочной же-

лезы МCF-7. 

2. Установлено, что рекомбинантный 

аналог лактаптина RL2 представлен гомо-

димером, в котором мономеры образуют 

Cys30-Cys30 S-S дисульфидную связь. 

3. Показано, что рекомбинантный аналог 

лактаптина RL2 вызывает апоптотическую 

гибель клеток аденокарциномы человека 

MCF-7 и снижает жизнеспособность рако-

вых эпителиоцитов легкого A549 и гортани 

Hep-2 в культуре. 

4. Определено, что рекомбинантный 

аналог лактаптина RL2 не влияет на жизне-

способность мезенхимальных стволовых 

клеток жировой ткани человека, что позво-

ляет использовать лактаптин, а также его 

аналоги для создания новых средств тера-

пии больных с онкологическими заболева-

ниями. 
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Genetically Engineered Analogs of Potentially Anti-Tumor Peptide – Lactaptin 

The induction of apoptosis of cancer cells by peptides specific to tumor is the perspective basis for 
the design of new antitumor pharmacological agents. Previously we have shown that human milk contains 
the peptide – photolytic fragment of κ-casein (lactaptin) that is capable to inducing the apoptotic death of 
human mammary adenocarcinoma cells MCF-7. In the present work we have designed plasmids, coding 
recombinant analogs of lactaptin, developed E. coli producer strains and obtained recombinant analogs of 
this protein (RL1, RL2). The influence of lactaptin recombinant analogs on viability of MCF-7, A549, Hep-2 
cancer cells and MSC of human adipose tissue also has been determined. It was shown that viability of 
MCF-7, A549 and Hep-2 cells was significantly reduced (by 62, 45 and 30 % respectively after 3 days of 
incubation) during the incubation in the presence of RL2-analog. It was also shown that RL2 analog in-
duced the apoptotic death of MCF-7 cells, but didn’t decrease the viability and didn’t induce the apopto-
sis of MSC cells. Our data point out that lactaptin and its analogs structure could be used as basis for 
design of new anticancer therapeutic drugs. 

Keywords: apoptosis, cultures of tumor cells, human mesenchymal stem cells, lactaptin. 


