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Каспаза-2 является ферментом, участвующим в индукции апоптоза. Количество активного фермента каспазы-2 регулируется 
альтернативным сплайсингом (АС) её мРНК. Целью данной работы было определение способности олигонуклеотида, комплементарного 
пре-мРНК Casp-2, индуцировать АС. Данный олигонуклеотид блокировал связывание регулирующих сплайсинг белков со своими сайтами 
на конце экзона 9 пре-мРНК Casp-2, что приводило к индукции АС мРНК Casp-2: понижению экспрессии полноразмерного активного 
сплайс-варианта Casp-2L и повышению экспрессии укороченного варанта Casp-2S в клетках Т-клеточной лимфомы человека линии Jurkat. 
При этом уровень экспрессии общей Casp-2 не изменялся. Нарушуение пропорции сплайс-вариантов Casp-2 приводил к ингибированию 
ферментативной активности каспазы-2. 
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ВВЕДЕНИЕ 

Каспазы представляют собой семейство цистеиновых 
протеаз, осуществляющие протеолиз белков-субстратов 
после аспарагиновой кислоты в аминокислотной 
последовательности. Помимо расщепления различных 
белков-предшественников (например, ряда воспалительных 
цитокинов), каспазам принадлежит важная роль в процессах 
почечной смерти. Каспазы являются инициаторными, 
медиаторными и эффекторными молекулами в процессе 
развития апоптоза и играют определяющую роль в регуляции 
гибели клеток [1]. Каспаза-2 (Caspase-2, ген Casp-2) является 
одной из наиболее эволюционно консервативных каспаз и 
обладает свойствами как инициаторных, так и эффекторных 
каспаз [2].

Регуляция функции Casp-2 включает альтернативный 
сплайсинг (АС) её мРНК. Известно два сплайс-варианта 
Casp-2: Casp-2L (Long Form, длинная форма) и Casp-2S 
(Short Form, короткая форма). Полноразмерная белковая 
форма Casp-2L (435 аминокислотных остатков, а.о.), или 
ICH-1 (Interleukin-1β-converting enzyme), состоит из т.н. p19 
и р12 последовательностей, необходимых для активации и 
каталитической активности фермента [3]. Сплайс-вариант 
Casp-2S содержит альтернативный не кодирующий экзон 
на 5’-конце мРНК, что приводит к инициации трансляции 
с кодирующего кодона 2 и потере 31 а.о.  в области CARD 
домена (Caspase Recruitment Domain) на N-конце белковой 
молекулы [4]. Появление дополнительного кодирующего 
экзона 9 вызывает сдвиг рамки считывания, появление 
стоп-кодона на стыке экзонов 9 и 10 и укорочение белковой 
молекулы на 92 а.о. с С-конца белковой молекулы (рис. 1 А) 

[5]. В результате АС Casp-2S теряет р12 последовательность 
и ферментативную активность. Сплайс-варианты Casp-2 
обладают противоположным эффектом на судьбу клеток: 
Casp-2L индуцирует клеточную гибель, в то время как 
Casp-2S подавляет апоптотические процессы [6]. Casp‑2L 
экспрессируется в большинстве тканей, в то время как Casp-
2S – преимущественно в мозге, скелетных и сердечной 
мышцах [6, 7]. Casp-2 активируется в клеточных линиях Т- и 
В- лимфоцитов человека при стимуляции CD95 рецептора 
[8].

Известно участие некоторых факторов сплайсинга 
в регуляции АС Casp-2: hnRNPA1 (heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein A1) способствует включению экзона 9, а 
богатые серином и аргинином белки ASF (alternative splicing 
factor) и SF2 (splicing factor 2) способствуют его удалению 
[9]. Описано участие интронной последовательности, 
названной In100 [10, 11], которая взаимодействующет с пре-
мРНК Casp-2 белка RBM5 (RNA binding motif protein 5) [12].

В настоящее время применение переключающих 
сплайсинг олигонуклеотидов (ПСО) считается одним 
из наиболее специфичных методов модуляции АС и 
ферментативной активности [13]. Ранее мы показали, 
что АС мРНК Casp-2 индуцируется в ответ на действие 
эндонуклеазы EndoG [14]. Мы предположили, что по 
аналогии со способностью EndoG производить активный 
ПСО к пре-мРНК каталитической субъединицы теломеразы 
hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase) [15] и 
дезоксирибонуклеазы 1 (DNase I) [16], произведённый ею 
ПСО способен модулировать АС Casp-2. Целью данной 
работы явилось изучение способность ПСО, специфичного 
к пре-мРНК Casp-2, модулировать её АС. 



Biomedical Chemistry: Research and Methods 2019, 2(3), e00108 DOI: 10.18097/bmcrm00108 2

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток и трансфекция

В работе использовали клетки Т-клеточной лимфомы 
человека линии Jurkat из коллекции клеточных культур 
Института биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича. 
Клетки культивировали в среде RPMI-1640 («Gibco», США), 
содержащей 10% FSB (Fetal Serum Bovine, «Thermo Fisher 
Scientific Inc.», США) при 37°С в атмосфере с 5% CO2 и 95% 
влажности.

Для трансфекции клеток ПСО или контрольным 
нуклеотидом (табл. 1 «Синтол», Россия) использовали 
Oligofectamine Reagent («Invitrogen», США), следуя 
протоколу компании производителя. 

Все олигонуклеотиды содержали химические 
модификации для защиты от действия внутриклеточных 
РНКаз: 2’-O-(2-метокси)этил рибозу (2’MOE), 

фосфоротиоатный остов, и 5’-метилцитозин как описано 
в [17]. Все олигонуклеотиды были конъюгированы с 
флуоресцентным красителем Cy5.5. Поиск в программе 
BLAST не выявил других участков в геноме человека, 
комплементарных ПСО. Эффективность трансфекции ПСО 
оценивали методом проточной цитометрии при подсчёте 
Cy5.5-положительных клеток, меченых антителами к CD4+ 
(«Miltenyi Biotec», Германия) при помощи проточного 
цитометра MACS Quant Analyzer 10 («Miltenyi Biotec»). 
Количество олигонуклеотидов внутри клеток определяли 
по уровню средней интенсивности флуоресценцции (mean 
fluorescence intensity, MFI) Cy5.5-положительных клеток.

Экстракция РНК и ОТ-ПЦР в реальном времени

Тотальную РНК из клеток выделяли с помощью PureLink 
RNA mini kit («Thermo Fisher Scientific Inc.», США), следуя 
протоколу компании-производителя. Реакцию обратной 

Рисунок 1. Гипотетическая схема механизма сплайсинга мРНК Casp-2 в результате действия ПСО. Гипотетическая схема АС мРНК 
Сasp‑2 (А). Включение экзона 9 в конечный мРНК транскрипт приводит к появлению стоп-кодона и синтезу укороченного Casp-2S 
сплайс-варианта. Схематическое изображение регулирующих сплайсинг белков SF2/ASF (показан в виде белого эллипса) и SRp30c 
(показан в виде серого эллипса), взаимодействующих с сайтами связывания (показаны в черной рамке) на молекуле пре-мРНК Casp-2 (В). 
Взаимодействие ПСО с пре-мРНК Casp-2 блокирует связывание обоих белков SF2/ASF и SRp30c с сайтами связывания (С). Результатом 
этого взаимодействия является индукция АС и включение экзона 9 в зрелой молекуле мРНК Casp-2S.
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транскрипции (ОТ) проводили в 25 мкл реакционной 
смеси MMLV RT kit («Evrogen», Россия), используя 5 мкг 
тотальной РНК и протокол компании-производителя. В 
качестве реакционной смеси для ПЦР в реальном времени 
использовали qPCRmix-HS SYBR («Evrogen»). Праймеры 
(«Evrogen») представлены в таблице 2.

Для амплификации применяли систему детекции 
ПЦР в реальном времени DTPrime 5 («ДНК-технология», 
Россия). Использовали двухтемпературный режим реакции 
(отжиг праймеров/элонгация). Количество амплификатов 
определяли по флуоресценции в конце цикла элонгации. 
Оценку качества амплификации проводили по анализу кривой 
плавления от 60°C до 95°C в конце реакции (после 35‑го 
цикла). Стандартные кривые эффективности ПЦР строили 
по серийным разведениям суммарных кДНК (1:40, 1:80, 
1:160 и 1:320). Вычисление относительной концентрации 
РНК проводили по DTPrime 5 («ДНК‑технология»). 
Уровни мРНК изучаемых генов или их сплайс-вариантов 
нормировали по мРНК конститутивно экспрессируемого 
референсного гена: 18S рибосомной РНК. 

Определение ферментативной активности Casp-2

Определение ферментативной активности Casp-2 в 
клеточных лизатах проводили в 96-ти луночном планшете 
из темного пластика («Corning», США) при помощи Caspase 
2 Assay Kit (Fluorometric, «Abcam», США) следуя протоколу 
производителя. Измерение флуоресценции осуществляли в 
планшетном спектрометре MultiscanGo («Thermo Scientific») 
при длинах волн возбуждения и эмиссии 400 нм и 505 нм 
соответственно. 

Статистический анализ

Статистический анализ результатов осуществляли, 
используя критерий Стьюдента при помощи программы 
Statistica 9.0 («StatSoft Inc.», США). Результаты представляли 
в виде средних значений ± стандартное отклонение. 
Значения считали статистически достоверными при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Блокирование доступа регулирующих сплайсинг белков 
к своим сайтам взаимодействия.

Для того чтобы индуцировать АС мРНК Casp‑2, 
клетки линии Jurkat трансфицировали 30-членным 
олигонуклеотидом, комплементарным 3’-концевой области 
экзона 9. Два регуляторных участка, являющихся сайтами 
взаимодействия с регулирующими сплайсинг белками, 
расположены в данной области: UGGAC (сайт связывания 
белка SF2/ASF) и GACGAC (сайт связывания белка SRp30c) 
(рис. 1 В). Трансфекция клеток ПСО к пре-мРНК Casp-2 
приводила к блокированию взаимодействия данных белков 
со своими сайтами связывания (рис. 1 С).

Индукция АС Casp-2 и ингибирование ферментативной 
активности при помощи ПСО

Уровень трансфекции клеток, определённый методом 
проточной цитометрии, приближался к 100% через 24 ч 
после трансфекции (рис. 2 А – C). При культивировании 
клеток наблюдали постепенное снижение эффективности 
трансфекции. Через 96 ч эффективность трансфекции 
составила 45.23 – 49.02%. Также обнаружено постепенное 
снижение внутриклеточного содержания олигонуклеотидов, 
детектированное по уровню MFI (рис. 2 D). Не выявлено 
значительных отличий в эффективности трансфекции и 
уровнях MFI в клетках, трансфицированных ПСО или 
контрольным 30-членным олигонуклеотидом. 

Определение уровня экспрессии сплайс вариантов мРНК 
Casp-2 методом ОТ-ПЦР в реальном времени не обнаружило 
изменения количества мРНК обшей Casp-2 при трансфекции 
клеток ПСО или контрольным олигонулеотидом (рис. 3 А). 
Трансфекция клеток ПСО вызывала индукцию АС мРНК 
Casp-2. Выявлено снижение уровня мРНК полноразмерного 
сплайс-варианта Casp-2L (рис. 3 B) и повышение количества 
мРНК укороченного варианта Casp-2S (рис. 3 C). Изменение 
пропорции сплайс-вариантов сопровождалось уменьшением 
ферментативной активности Casp-2 в трансфицированных 
ПСО клетках (рис. 3 D). 

Таблица 1. Олигонуклеотиды, используемые для трансфекции клеток Jurkat

Название Последовательность 5’-3’
ПСО GCCACCGUCGUCACUUGUCUUCCUCCACGG
Контрольный олигонуклеотид AUGUGCCGUAGGUGAGGCCUCACGUUCGUU 

Таблица 2. Праймеры, используемые для ОТ-ПЦР в реальном времени

Мишень Прямой праймер (5’-3’) Обратный праймер (5’-3’)
Размер 

амплификата 
п.о.

Температура 
отжига °C

Casp-2 общая GCATGTACTCCCACCGTTGA TGCTCAACACCAGTGCTAGG 242 60

Casp-2L AGCTCTTTGACAACGCCAA CAGGAACCTCGTTTGGTGTT 262 58

Casp-2S CCGTGGAGGTGCTATTGG TCGGCAACTTTTCTTTACCG 165 57

18S GGATCCATTGGAGGGCAAGT ACGAGCTTTTTAACTGCAGCAA 91 64
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Снижение ферментативной активности Casp-2, 
вероятно, является следствием пониженной экспрессии 
полноразмерной формы Casp-2L, поскольку именно 
полноразмерный вариант обладает каталитической 
активностью. Следует отметить, что индукция АС и 
ингибирование активности Casp-2 достигало максимальных 
значений через 24 ч после трансфекции. Постепенная 
нормализация данных параметров происходила при 
дальнейшем культивировании клеток: уровень мРНК 
Casp‑2L и её ферментативная активность постепенно 
повышались, в то время как уровень мРНК Casp-2S 
постепенно снижался и к концу периода наблюдения достигал 
значения контрольных клеток. Данная нормализация АС и 
ферментативной активности согласуется с постепенным 
понижением эффективности трансфекции и уровня MFI в 
культивируемых клетках. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

На сегодняшний день наиболее специфичным способом 
модуляции АС и управления соответствующими клеточными 
процессами является использование ПСО. ПСО представляют 
собой молекулы из нуклеотидов или нуклеотидных аналогов, 
которые способны специфически взаимодействовать с 
комплементарной последовательностью. Следует отметить, 
что все ПСО являются синтетическими молекулами, и фактов 
их природного существования найти до сих пор не удавалось. 
Типичный размер ПСО составляет 15–30 нуклеотидов, что 
обеспечивает высокую степень специфичности к таргетному 
участку и их относительно невысокую молекулярную 
массу, облегчающую проникновение внутрь клеток. 
Взаимодействие ПСО с таргетным участком перекрывает 
доступ субъединицам сплайсосомы к сплайс-сайтам или 
регуляторным SR-белкам к цис-последовательностям на 
цепи пре-мРНК (рис. 1). Таким образом, ПСО способны 

индуцировать делецию или включение экзонов в конечный 
мРНК транскрипт [18]. В настоящее время исследуется 
возможность применения ПСО с целью терапии множества 
патологических состояний [19], в т.ч. и опухолевых 
заболеваний. 

Мы изучили способность олигонуклеотида, 
комплементарного области на экзоне 9 пре-мРНК Casp‑2, 
индуцировать АС. Обнаружено снижение уровня мРНК 
полноразмерного варианта Casp-2L и увеличение количества 
мРНК укороченного сплайс-варианта Casp-2S (рис. 2). 
Последний образуется в результате появления стоп-кодона из-
за сдвига рамки считывания при включении дополнительного 
кодирующего экзона 9 [4]. Изменение пропорции сплайс-
вариантов Casp-2 приводило к ингибированию активности 
этого фермента. 

ВЫВОДЫ

В данной работе показано, что активность Casp-2 можно 
ингибировать при помощи 30-членого олигонуклеотида, 
способного индуцировать АС её мРНК. Возможно, что 
в дальнейшем данный олигонуклеотид может стать 
противоапоптотическим агентом и найти применение 
в биомедицине в качестве цитопротектора. Кроме того, 
полученные результаты подтверждают определяющую роль 
участка на конце экзона 9 в регуляции АС мРНК Casp-2.
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Рисунок 2. Эффективность трансфекции клеток Jurkat. 
Репрезентативные диаграммы проточной цитометрии клеток 
в течение 96 ч после трансфекции ПСО (А) или контрольным 
30-членным олигонуклеотидом (В). Эффективность трансфекции 
(С). MFI Cy-5.5-положительных трансфицированных клеток. Усл. 
ед. – условные единицы

Рисунок 3. Индукция АС мРНК Casp-2 и торможение активности 
этого фермента в результате трансфекции клеток ПСО. Уровни 
мРНК общей Casp-2 (A) и её сплайс-вариантов: Casp-2L (B) и 
Casp-2S (C), определенные методом ОТ-ПЦР в реальном времени. 
Ферментативная активность Casp-2 в трансфицированных клетках 
(D). * p ≤ 0.05 по отношению к клеткам, трансфицированным 
контрольным 30-членным олигонуклеотидом.
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INHIBITION OF CASPASE-2 ACTIVITY IN HUMAN JURKAT T-CELL LYMPHOMA CELLS 
BY SPLICE SWITCHING OLIGONUCLEOTIDE TO ITS pre-mRNA

D.D. Zhdanov1,2*, A.A. Plyasova1, Yu. A. Gladilina1, M.V. Pokrovskaya1, S.S. Alexandrova1, N.N. Sokolov1
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2Peoples Friendship University of Russia, 6 Miklukho-Maklaya str., Moscow, 117198 Russia

Caspase-2 is a key enzyme thinvolved in induction of apoptosis. The caspase-2 level is regulated by alternative splicing (AS) of its mRNA. 
The aim of this work was to determine the ability of an oligonucleotide complementary to Casp-2 pre-mRNA to induce AS. This oligonucleotide 
blocked the binding of splicing-regulating proteins to their sites at the end of exon 9 of Casp-2 pre-mRNA, leading to induction of AS of Casp-2 
mRNA. The decrease in expression of full-size active splice-variant (Casp-2L) and the increase the expression of a shortened variant (Casp-2S) was 
demonstrated in human T-cell lymphoma Jurkat cell line. The expression level of total Casp-2 remained unchanged. Disproportion of splice variants 
of Casp-2 led to inhibition of enzymatic activity of caspase-2.  
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