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Исследование механизмов гибели клеток – одна из наиболее быстро развивающихся областей современной
биомедицины. Особый интерес к этой проблеме возник в 1972 г. после опубликования статьи Kerr, Wyllie и
Currie, в которой апоптоз, один из типов гибели клеток, впервые был рассмотрен как базовый биологичес"
кий феномен, регулирующий гомеостаз тканей. Несколько российских групп, занимавшихся изучением
механизмов индуцируемой радиацией гибели клеток, обратили внимание на схожесть между этими двумя
механизмами. По некоторым объективным причинам эти работы долгое время нe были доступны мировой
общественности. В настоящем введении предпринята попытка восстановить цепь событий минувших дней.
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ВВЕДЕНИЕ

У этих исторических заметок две цели. Пер"
вая – никогда непроходящая память и благодар"

ность моему Учителю и другу профессору Кайдо
Хансону. Он учил тому, как надо относиться к
научному исследованию, как не надо бояться
сложностей и как надо критически смотреть на

К.П. Хансон (1936–2005)

Моему учителю посвящается!

То, что верно для бактерий, верно и для слона.

Жак Моно



ЖИВОТОВСКИЙ

результаты. Мне трудно судить о том, пол"
ностью ли я выполнял его наставления, но абсо"
лютно честно скажу, что очень старался. Вторая
цель – рассказать молодому поколению иссле"
дователей историю развития такого важного ме"
дико"биологического направления, как прог"
раммируемая гибель клеток, и о роли российс"
ких исследователей в его разработке. Дело в том,
что не только до, но и сразу после появления в
1972 г. принципиально важной для данной об"
ласти знаний статьи Kerr, Wyllie и Currie [1], нес"
колько российских групп стали очень серьезно
заниматься изучением механизмов индуцируе"
мой радиацией гибели клеток. Основная часть
полученных в этих исследованиях результатов
была опубликована на русском языке и, по изве"
стным причинам, долгое время они нe были
доступны мировой общественности. Впослед"
ствии некоторые из них были переведены, опуб"
ликованы в международных журналах и призна"
ны зарубежными коллегами. Так, в статье, напи"
санной одним из пионеров исследования апоп"
тоза A. Wyllie, среди ведущих мировых лаборато"
рий, работающих в области апоптоза, была от"
мечена наша лаборатория радиобиологии в Ле"
нинграде [2]. Сейчас, почти 50 лет спустя, очень
хочется восстановить цепь событий минувших
дней. Итак...

КАК ЭТО БЫЛО?

Известно, что все биологические организ"
мы, как одноклеточные, так и многоклеточные,
смертны. К сожалению, вскоре после создания
Шлейденом и Шванном теории клетки и обна"
ружения феномена ее деления и дифференци"
ровки [3, 4] многие исследователи сфокусирова"
ли свое внимание на изучении механизмов кле"
точной пролиферации и изменению ее феноти"
па и практически полностью игнорировали ин"
терес к выяснению того, как клетка элиминиру"
ется. Cart Vogt был первым, кто описал процесс
гибели клеток в хорде и прилегающем хряще у
метаморфических жаб [5]. Однако это был при"
мер единичного исследования. Вскоре стало по"
нятно, что в процессе развития и в течение жиз"
ни большое количество клеток, как у позвоноч"
ных, так и беспозвоночных, погибает. Более то"
го, в некоторых случаях таким образом удаляют"
ся целые ткани или органы, выполнившие свои
функции. Предпринимались редкие попытки
классифицировать различные виды клеточной
гибели. Так, еще в 1951 г. Glucksmann предложил
в соответствии с биологическим назначением
подразделять «естественную» клеточную гибель
на морфогенетическую, гистогенетическую и

филогенетическую [6]. Saunders первым пришел
к мысли о том, что гибель клеток в эмбриогене"
зе и морфогенезе может происходить в результа"
те активации генетической программы, запуска"
емой особыми как внутритканевыми, так и
внешними сигналами [7]. Однако первым, кто
экспериментально подтвердил генетическую де"
терминированность гибели клеток и то, что этот
процесс может быть не случайным, а регулируе"
мым, был Richard Lockshin. На примере дегене"
рации межсегментальных мышц шелкопряда им
было установлено наличие процесса «програм"
мируемой гибели клеток» и введен в практику
этот термин [8]. В 1972 г. Kerr, Wyllie и Currie [1]
опубликовали статью, которая привлекла прис"
тальное внимание многих исследователей к дан"
ной проблеме. Авторы предложили рассматри"
вать апоптоз, генетически запрограммирован"
ный тип гибели, как важное биологическое яв"
ление, регулирующее гомеостаз тканей. Как
сказано выше, задолго до появления этой важ"
ной публикации и, соответственно, резко воз"
росшему интересу к данному вопросу, в литера"
туре имелись отдельные статьи на эту тему. Так,
еще в 1950"е гг. особенное внимание уделялось
изучению радиационно"индуцируемой гибели
клеток. В радиобиологии было принято разли"
чать два типа клеточной гибели: репродуктив"
ный и интерфазный. Первый – связывали с ми"
тотическим циклом и потерей клетки способ"
ности к делению. Второй, наоборот, происходил
до вступления клетки в митоз и не связывался с
циклом деления. Поэтому его называли «неми"
тотической», «немедленной», «интерфазной»
или «гибелью в отсутствии деления». Okada раз"
делял три типа интерфазной гибели: 1) гибель
некоторых видов неделящихся или ограниченно
делящихся клеток (лимфоциты, тимоциты, эн"
тероциты, клетки ростовой зоны хрусталика и
т.д.) в первые часы после облучения в дозах от
сотых долей до нескольких Грей; 2) гибель деля"
щихся клеток в культуре при воздействии высо"
ких доз излучения (десятки Грей); 3) гибель не"
делящихся или редко делящихся клеток (нерв"
ные и мышечные клетки, гепатоциты, кардио"
циты и др.) при облучении сверхвысокими доза"
ми (десятки и сотни Грей) [9]. В России эту
проблему исследовали особенно детально. Так,
в 1970"е гг. Хансон сформулировал гипотезу,
согласно которой феномен радиационно"инду"
цируемой интерфазной гибели лимфоидных
клеток впервые рассматривался как пример
программируемой гибели клеток, апоптоза [10].
Данная гипотеза базировалась на собственных и
накопленных в литературе экспериментальных
данных и привела к дополнительному всплеску
исследований этого феномена. Хансон рассмат"
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ривал радиационную интерфазную гибель под
принципиально новым углом зрения. Дело в
том, что ионизирующее излучение не является
единственным агентом, обладающим лимфоли"
тическим действием. Аналогичные морфологи"
ческие и молекулярные события разыгрываются
в лимфоцитах в ответ на воздействия стероид"
ных гормонов, алкилирующих агентов и неко"
торых других химических соединений. В пользу
выдвинутой гипотезы свидетельствовали мно"
гие экспериментальные данные. Во"первых,
было установлено, что независимо от характера
начального воздействия, вызвавшего поврежде"
ние, реализуется единый механизм распада хро"
матина и наблюдается единая морфологическая
картина гибели лимфоидных клеток. Во"вто"
рых, было обнаружено существенное сходство
молекулярных событий, происходящих при ин"
терфазной гибели лимфоидных клеток и в про"
цессе развертывания генетической программы
дифференцировки, завершающейся, например,
элиминацией клеточного ядра. В"третьих, было
установлено, что ультрафиолетовое и гамма"из"
лучения в дозах, вызывающих интерфазную ги"
бель, способны включать программу эритро"
дифференцировки лейкемических клеток. В"
четвертых, было известно, что в процессе имму"
нодифференцировки и при стрессовых воздей"
ствиях определенная популяция лимфоцитов
(клетки коркового слоя тимуса) погибает, вы"
полняя свои физиологические функции в орга"
низме. Последнее рассматривалось как пример
программируемой гибели клеток. Важно отме"
тить, что эта гипотеза была впоследствии под"
вергнута очень детальной проверке многими ла"
бораториями и признана научным сообществом
[11, 12].

Исследования в области программируемой
гибели клеток включают несколько периодов.
Так, сначала была описана цитологическая кар"
тина физиологической гибели. Наиболее ран"
ним морфологическим признаком в клетке бы"
ла признана конденсация ядерного материала.
Эти изменения детально описаны в статье Kerr
et al. как характерные для апоптоза [1]. Накоп"
ленные результаты позволили предположить,
что в основе гибели клеток лежат события, про"
исходящие в ядре. Начался т.н. «ядерный пери"
од» в исследовании этого клеточного феномена.
Действительно, в 1980 г. Wyllie опубликовал
статью в «Nature», в которой показал, что опи"
санная ранее типичная для апоптоза конденса"
ция хроматина в обработанных глюкокортикои"
дами тимоцитах и опухолевых лимфоидных
клетках тесно связана с межнуклеосомной фраг"
ментацией хроматина и удалением нуклеосом"
ных цепей, по"видимому, посредством актива"

ции внутриклеточной, но не лизосомальной эн"
донуклеазы [13]. Следует подчеркнуть, что за"
долго до появления этой статьи была опублико"
вана работа, описывающая in vivo деградацию
хроматина облученных лимфоидных клеток с
образованием регулярных фрагментов [14]. Эти
данные были подтверждены несколькими науч"
ными группами [15, 16], и наличие межнуклео"
сомной фрагментации хроматина было призна"
но одним из отличительных признаков апопто"
за. Справедливости ради необходимо также от"
метить, что, используя достаточно простые био"
химические методы еще до введения в научную
литературу термина «апоптоз», было показано,
что в результате воздействия гамма"облучения,
гидрокортизона и дегранола в щитовидной же"
лезе крыс появляются низкомолекулярные про"
дукты распада дезоксирибонуклеопротеинов
[17], и определен белковый состав этих фраг"
ментов эндонуклеолиза хроматина [18]. Впослед"
ствии было установлено, что это и есть продук"
ты межнуклеосомной деградации хроматина.

Дальнейшие эксперименты in vitro показа"
ли, что процесс распада хроматина требует учас"
тия нуклеазы, зависящей от наличия ионов
кальция и магния. Многие лаборатории вклю"
чились в ее активный поиск и установлениe ме"
ханизмов ее активации [19]. В это же время поя"
вились первые данные о возможном участии
протеаз в регуляции апоптоза. Так, было показа"
но, что гомолог IL1β"converting enzyme, белок
Ced"3, необходим для активации программиру"
емой гибели клеток нематоды C. elegans [20].
Впоследствии оказалось, что IL1β"converting
enzyme представляет собой один из белков боль"
шого семейства, названного каспазами [21]. Ин"
тересно отметить, что в это же время появилась
работа Филипповича с сотр., в которой впервые
было установлено, что ингибиторы протеаз спо"
собны существенно замедлить деградацию ядер"
ной ДНК в тимоцитах, подвергнутых облуче"
нию либо действию дексаметазона [22]. Важно,
что ни гистоны, ни белки ядерного матрикса ти"
моцитов не подвергались протеолизу после та"
ких воздействий. Более того, впервые было по"
казано, что деградация хроматина в этих услови"
ях не была обусловлена активацией Ca/Mg"за"
висимой эндонуклеазы. Впоследствии работы
из лабораторий Nagata и Wang продемонстриро"
вали, что распад генетического материала
действительно не связан с Ca/Mg"зависимой
эндонуклеазой, но зависит от протеолитическо"
го расщепления каспазой"3 ингибитора эндо"
нуклеазы (ICAD/DFF45), приводившего к акти"
вации каспазо"зависимой эндонуклеазы (CAD/
DFF40) [23–26]. Впоследствии, в работах Nagata
и Horvitz, было обнаружено, что ДНК апоптоти"
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ческих клеток как человека, так и нематоды C.
elegans может быть разрушена не только клеточ"
но"автономно в умирающих клетках с помощью
CAD/DFF40, но также с помощью ДНКазы II в
лизосомах фагоцитов после поглощения апоп"
тотических клеток [27, 28].

С накоплением данных об участии цитоп"
лазматических протеаз в апоптозе сформирова"
лось мнение, что главными в развитии апопто"
тической гибели являются цитоплазматические
события, т.е. фокус исследований сместился с
«ядра в цитоплазму». Действительно, участие
каспаз в активации двух основных путей апоп"
тоза, рецепторного и митохондриального, подт"
верждало данное предположение. Особенно это
подтвердилось при выявлении белков"мишеней
каспаз. Так, впервые Lazebnik et al., установили,
что активная цитоплазматическая протеаза
(позднее было показано, что это каспаза"3) спо"
собна расщеплять ядерный белок PARP, нару"
шая репарацию поврежденной ДНК и приводя к
ее деградации [29]. Возвращаясь в историю, сле"
дует подчеркнуть, что задолго до обнаружения
PARP как первого субстрата каспаз, Уманский с
сотр. наблюдали снижение поли(ADP"рибоза)
полимеразной активности через 2–3 час после
облучения тимоцитов [30]. Более того, это сни"
жение по времени совпадало с активацией меж"
нуклеосомной деградации хроматина в облучен"
ных клетках [31]. Одновременно Филиппович с
сотр. установили, что NAD"поли(ADP"рибо"
за)полимеразная система, не является пусковым
механизмом в радиационно"индуцированной
гибели тимоцитов, но регулирует радиацион"
ный ответ этих клеток на повреждение [32, 33].
Интересно, что этот эффект наиболее четко
воспроизводился в радиочувствительных, неже"
ли в радиоустойчивых тканях. Как отмечено вы"
ше, на «лидирующую» роль цитоплазмы в апоп"
тозе указывал также факт расщепления каспа"
зой"3 ингибитора каспазо"зависимой эндонук"
леазы, что приводило к ее активации в ядре
[23–26].

В середине 1990"х гг., благодаря серии работ
X. Wang, было высказано предположение о том,
что важные события в развитии апоптоза связа"
ны с митохондриями [34, 35]. Прежде всего бы"
ло показано, что, находясь в цитоплазме, мито"
хондриальный белок, цитохром c, способствует
сборке комплекса апоптосомы, что ведет к пос"
ледовательной активации каспазы"9 и каспазы"3
[36]. Начался «митохондриальный период» в ис"
следовании апоптoза. Услышав доклад Wang на
Гордоновской конференции и прочитав его
статью в журнале «Cell», я вспомнил давние ра"
диобиологические исследования в которых бы"
ло показано значение цитохрома с в развитии

радиационной гибели клеток. Как отмечено вы"
ше, намного раньше «эпохи» апоптоза гибель
клеток достаточно интенсивно изучалась в ради"
ационной биологии, поскольку именно гибель
клетки является конечным результатом воздей"
ствия ионизирующего излучения. Исследования
изменений в биоэнергетике клетки, вызванных
радиацией, были одной из наиболее активно
развивающихся областей радиобиологии в 1950"х
и 1960"х гг. [37–40]. Изучение механизмов ран"
ней массовой гибели клеток в радиочувстви"
тельных тканях в 1950"х гг. выявило подавление
окислительного фосфорилирования в митохон"
дриях тимуса и селезенки [38]. В одной из ран"
них работ мой учитель К. Хансон показал, что
данное явление не наблюдалось в митохондриях,
выделенных из радиорезистентных тканей [41].
Подавление окислительного фосфорилирова"
ния обнаруживалось через 30–60 мин после об"
щего рентгеновского облучения крыс в относи"
тельно низких дозах облучения (50–100 сГр) [41,
42]. В радиочувствительных тканях подавление
окислительного фосфорилирования сопровож"
далось образованием пикнотических ядер
(апоптотических телец) [42]. Было установлено,
что в митохондриях тимуса наблюдается замед"
ление переноса электронов между цитохромами
b и c, что можно объяснить снижением содержа"
ния цитохрома с после облучения [39]. В качест"
ве одной из причин называлось ослабление свя"
зывания цитохрома с с внутренней мембраной
митохондрий [43]. Интересно, что добавление
экзогенного цитохрома с стимулировало ско"
рость потребления кислорода митохондриями,
выделенными из радиочувствительных, но не из
радиорезистентных тканей облученных крыс
[44, 45]. Потеря цитохрома с не была результа"
том его пассивного выхода из митохондрий,
поскольку дополнительное промывание мито"
хондриальной фракции изотоническим буфером
не вызывало дальнейшего снижения скорости
дыхания митохондрий [44]. Интересно, что об"
лучение изолированных митохондрий in vitro не
влияло на содержание цитохрома с [44]. Таким
образом, было высказано предположение, что
нарушение переноса электронов в дыхательной
цепи митохондрий радиочувствительных тканей
обусловлено регулируемым высвобождением
цитохрома с из митохондрий и его появлением в
цитозоле [40, 44]. Интересно отметить, что вы"
ход цитохрома с был заметно меньше, когда он
находился в полностью восстановленном состо"
янии, а не частично окислен или подвержен аль"
тернативным изменениям окисления"восста"
новления. В поддержку этих более ранних наб"
людений спустя почти 30 лет появились иссле"
дования о механизмах высвобождения цитохро"

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1326



ГИБЕЛЬ КЛЕТОК: ИСТОРИЧЕСКИЕ ЗАМЕТКИ

ма с из митохондрий в клетках, подвергшихся
облучению [46], и о важности окислительно"
восстановительного состояния цитохрома с в
процессе активации каспазы в цитозольных
экстрактах [47]. Впоследствии многие из этих
данных были подтверждены с использованием
более точных методов исследования. Так, было
установлено что появление цитохрома с в цито"
золе представляет собой двухступенчатый про"
цесс. Поскольку цитохром с находится на внеш"
ней стороне внутренней мембраны митохонд"
рий в комплексе с кардиолипином, это взаимо"
действие должно быть сначала разрушено для
создания растворимого пула гемопротеина. Бы"
ло установлено, что солюбилизация цитохрома с
включает нарушение электростатических и/или
гидрофобных связей, которые этот белок обыч"
но поддерживает с кардиолипином [48]. Этому
нарушению способствует селективное перекис"
ное окисление кардиолипина [49]. Как только
цитохром с солюбилизирован, пермеабилизация
наружной митохондриальной мембраны с по"
мощью Bax/Bak достаточна, чтобы позволить
экструзию этого белка в экстрамитохондриаль"
ную среду [50]. Было объяснено, каким образом
добавление экзогенного цитохрома с способно
восстановить работу цепи переноса электронов
[51]. Наконец, с помощью инвазивного подхода
было показано, что микроинъекция цитохрома с
во все исследованные типы клеток индуцирова"
ла в них апоптоз [52].

Интересно, что облучение вызывало лишь
умеренное снижение уровня АТФ в клетках ти"
муса, селезенки и некоторых раковых клетках
[45]. Это наблюдение показало, что потеря ци"
тохрома с митохондриями не была существен"
ной, чтобы заметно влиять на выработку АТФ
митохондриями, или что эту потерю нельзя бы"
ло компенсировать с помощью гликолиза. Зна"
чительно позже появились исследования, подт"
вердившие идею, что высвобождение цитохро"
ма с совместно с поддержанием жизненно необ"
ходимого внутриклеточного пула АТФ необхо"
димы для реализации программы апоптоза [53,
54]. В работах Reed [55] и Schendel [56] обсужда"
лись два возможных пути апоптоза, в которых
принимает участие высвобождаемый из митохон"
дрий цитохром c. Один из них включает акти"
вацию каскада каспаз путем взаимодействия
высвобожденного гемопротеина с Apaf"1 и про"
каспазой"9 в цитозоле [36], тогда как другой
связан с замедлением транспорта митохондри"
альных электронов, что ведет не только к нару"
шению продукции АТФ, но и генерации актив"
ных форм кислорода. Этот второй путь очень
похож на тот, который описал Scaife много лет
назад [45].

Дальнейшие исследования показали, что
протекание не только апоптоза, но и других ти"
пов гибели не является работой лишь одного из
внутриклеточных компартментов, а включает их
тесное взаимодействие.

Важно отметить, что многие из полученных
радиобиологами данных впоследствии были ис"
пользованы и подтверждены при исследовании
радиационного поражения в результате Черно"
быльской аварии, особенно у людей, занятых
очисткой территории. Так, в качестве одного из
подходов биологической дозиметрии был ис"
пользован анализ распада хроматина в клетках
крови. В определенных диапазонах доз была по"
лучена прямая зависимость между дозой облу"
чения и уровнем накопления фрагментов дегра"
дации хроматина.

К сожалению, многие из российских лабо"
раторий, занимающихся проблемой гибели кле"
ток, в силу различных обстоятельств прекратили
свои исследования. Однако появились новые
группы, которые рассматривали гибель клеток с
более широких позиций. Так, В.П. Скулачев для
описания программируемой гибели организма
по аналогии с феноменом гибели клеток, апоп"
тозом, предложил использовать термин «феноп"
тоз» [57]. В отличие от случая «острого» феноп"
тоза, примером которого автор рассматривал
смерть горбуши сразу после окончания нереста,
примером «мягкого», растянутого во времени
феноптоза было предложено рассматривать
процесс старения. Было постулировано, что
программа старения закодирована в геноме в
виде цепи летальных биохимических событий,
инициированных в митохондриях активными
формами кислорода (мАФК). Если так, то инги"
битором этой программы мог бы служить анти"
оксидант, специфически направляемый в мито"
хондрии. Эта интересная идея В.П. Скулачева
нашла подтверждение во многих работах [58,
59]. Молекулярные механизмы таких видов
программируемой гибели клеток, как апоптоз,
некроптоз, аутофагия, ферроптоз и др., во мно"
гом расшифрованы. Недавно была предпринята
попытка выяснения молекулярных механизмов,
лежащих в основе феноптоза. Было установле"
но, что «умеренная» деполяризация внутренней
мембраны митохондрий достаточна для полного
ингибирования накопления мАФК, что являет"
ся одним из важнейших компонентов регуляции
старения и феноптоза [60]. Детальная расшиф"
ровка молекулярных механизмов феноптоза
требует дополнительных исследований.

В последние 10 лет в России наблюдается
ренессанс в изучении как фундаментальных ас"
пектов программируемой гибели клеток, так и
ее роли в патогенезе различных заболеваний,
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прежде всего онкологических. Этому способ"
ствовало создание, благодаря Мегагранту Рос"
сийского правительства, лаборатории на фа"
культете фундаментальной медицины МГУ им.
М.В. Ломоносова (Животовский Б.), активной
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сибирске (Лаврик И.Н.), лаборатории в Инсти"
туте цитологии (Барлев Н.A., Piacentini M.) и
Технологическом университете (Melino G.) в
Санкт"Петербурге. Немаловажное значение
имело создание новых зондов для исследования
гибели клеток в лабораториях С.А. и К.А. Лукь"
яновых. Есть надежда, что такая тенденция бу"
дет продолжена, и российские исследователи
вновь внесут свой вклад в развитие одной из
ключевых медико"биологических проблем.

Важность того, что большое количество
клеток в различных тканях самоуничтожается
при нормальном развитии и при многочислен"
ных патологиях не вызывает сомнений. Данный
номер журнала «Биохимия», выходящий к 10"

летию создания Лаборатории исследования ме"
ханизмов апоптоза в МГУ им. М.В. Ломоносова,
посвящен обсуждению этого феномена с раз"
личных позиций. В этот выпуск вошли статьи и
обзоры как молодых сотрудников Лаборатории,
так и коллег из вышеперечисленных лаборато"
рий и исследовательских центров. Очень наде"
юсь, что этот выпуск заинтересует читателей
журнала «Биохимия», а также широкий круг ис"
следователей в данной области знаний.
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The investigation of cell death mechanisms is one of the fastest growing areas of modern biomedicine. A particular
interest in this research topic arose in 1972 after publication of an article by Kerr, Wyllie, and Currie, in which apo"
ptosis, one of the types of cell death, was first considered as a basic biological phenomenon regulating tissue homeo"
stasis. Several Russian groups involved in the investigation of the mechanisms of radiation"induced cell death have
drawn attention to the similarity between these two mechanisms. Unfortunately, these studies have been for a long
time inaccessible to the international scientific community. These introductory remarks attempt to restore the chain
of events that have taken place during the past 50 years
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Активация прокаспазы�8 в «сигнальном комплексе, индуцирующем гибель» клетки (DISC), приводит к за�
пуску внешнего пути апоптоза. Активация прокаспазы�8 происходит в филаментах «эффекторного домена
смерти» (DED), и этот процесс регулируется белками c�FLIP, в частности, т.н. длинной изоформой белка,
c�FLIPL. Недавно было описано первое рационально сконструированное химическое соединение, FLIPin,
нацеленное на гетеродимер каспаза�8/c�FLIPL. FLIPin повышает активность каспазы�8 при процессинге
гетеродимера. В настоящей работе с использованием кинетической модели были исследованы механизмы
действия FLIPin в комплексе DISC. Ключевой целью данной работы было предсказание активности FLIPin
в зависимости от различной стехиометрии и состава DED филамента. С помощью математического моде�
лирования были получены оптимальные соотношения между белком c�FLIPL и прокаспазой�8 в различных
внутриклеточных ландшафтах, благоприятствующих действию FLIPin. Анализ модели показал, что в моду�
ляции активности FLIPin при снижении или повышении экспрессии c%FLIPL задействованы различные
молекулярные механизмы. Таким образом, комбинация математического моделирования и системной фар�
макологии является важным инструментом для разработки более эффективных терапевтических подходов
и предсказания оптимальных стратегий лечения.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: апоптоз, DISC, каспаза�8, FLIPin, DED, DRs.

DOI: 10.31857/S0320972520100024

МАТЕМАТИЧЕСКОЕ МОДЕЛИРОВАНИЕ ДЕМОНСТРИРУЕТ
ВЛИЯНИЕ СОСТАВА ФИЛАМЕНТОВ DED НА АКТИВНОСТЬ МАЛЫХ
МОЛЕКУЛ, НАЦЕЛЕННЫХ НА ГЕТЕРОДИМЕР КАСПАЗА�8/c�FLIPL

© 2020 Н.В. Иванисенко1, И.Н. Лаврик1,2*

ВВЕДЕНИЕ

Инициация внешнего пути апоптоза проис�
ходит в результате активации т.н. рецепторов
смерти (DRs), в частности, CD95/Fas/APO�1
или TRAIL�R1/2 [1]. Это приводит к формиро�
ванию макромолекулярной платформы, обозна�
чаемой как «сигнальный комплекс, индуцирую�
щий гибель» (DISC) [2, 3]. В состав DISC входят
соответствующий рецептор смерти (DR), белок,
взаимодействующий с доменом смерти Fas�ре�
цептора (FADD), белки прокаспаза�8, прокас�
паза�10 и c�FLIP. Сборка DISC приводит к акти�
вации прокаспазы�8, что происходит в составе
филаментов, образуемых эффекторными доме�
нами смерти (DED). Сборка DED филаментов
происходит за счет взаимодействия между эф�

фекторными доменами смерти и белков FADD,
прокаспазы�8, прокаспазы�10 и белка c�FLIP.
Образованные филаменты DED служат в каче�
стве платформы для димеризации и последую�
щей активации прокаспазы�8 [4–7].

Димеризация каталитических доменов про�
каспазы�8a/b приводит к конформационным из�
менениям структуры прокаспазы�8a/b и положе�
ния т.н. петли L2, которая играет центральную
роль в структурной организации активного
центра данного фермента [8, 9]. Это событие
приводит к формированию активного центра
каспазы�8 и далее к инициации активации про�
каспазы�8. Следует отметить, что вслед за акти�
вацией прокаспазы�8 происходит её автокатали�
тический процессинг, который включает рас�
щепление петли L2 в районе остатка аспарагино�
вой кислоты D374 на фрагменты L2 («процесси�
рованный» L2) и L2′. Данное событие приводит
к образованию продуктов расщепления прокас�
пазы�8a/b (p43/p41 и p12) [10]. Последние далее
подвергаются автокаталитическому процессингу
в результате протеолиза по аминокислотным ос�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : DISC (death�inducing signal�
ing complex) – сигнальный комплекс, индуцирующий ги�
бель клетки; DED (death effector domain) – эффекторный
домен смерти; FLIPin (FLIP inhibitor) – ингибитор белка
FLIP; DRs (death receptors) – рецепторы смерти.

* Адресат для корреспонденции.
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таткам D384 и D210/216 с образованием т.н. ак�
тивных субъединиц каспазы�8 (p10 и p18), кото�
рые, в свою очередь, образуют гетеротетрамер
p102/p182 [11–14]. Показано, что гомодимер про�
каспаза�8a/b и продукт его расщепления p43/p41
обладают каталитической активностью, которая
тесным образом связана с конформационными
изменениями в активном центре после димери�
зации прокаспазы�8 [7, 11]. Кроме того, было
показано, что активность прокаспазы�8 отлича�
ется от активности гетеротетрамера каспазы�8
(p102/p182), и оба комплекса характеризуются
различной субстратной специфичностью [7, 11].

Описаны три изоформы белка c�FLIP, обоз�
начаемые Long (L), Short (S) и Raji (R), т.е. c�
FLIPL, c�FLIPS и c�FLIPR [15, 16]. Короткие изо�
формы белка c�FLIP, а именно, c�FLIPS и c�
FLIPR блокируют активацию прокаспазы�8 в
филаментах DED. В то же время c�FLIPL в соста�
ве DISC может действовать и как активатор
апоптоза, и как его ингибитор [8, 9, 17– 19]. С
позиции структурной биологии, проапоптоти�
ческая функция c�FLIPL опосредована образова�
нием гетеродимеров прокаспаза�8/c�FLIPL, в
которых петля L2 прокаспазы�8 и, тем самым, ее
активный центр стабилизированы в «закрытой»
конформации через взаимодействия с белком c�
FLIPL. Это приводит к повышению фермента�
тивной активности каспазы�8 [8, 20, 21]. Было
показано, что проапоптотическое действие c�
FLIPL наблюдается в случае низкого или средне�
го уровня экспрессии данного белка, в то время
как при повышенной экспрессии данная изо�
форма действует как ингибитор апоптоза [17].
Данные выводы основаны на многих работах, в

которых было показано, что уровень экспрессии
c�FLIPL играет важную роль в его про� или анти�
апоптотической функции. Кроме того, недавно
было показано, что антиапоптотическую роль
белка c�FLIPL можно объяснить его влиянием на
состав и структуру филамента DED [18, 22]. В
частности, было показано, что повышенная
экспрессия c�FLIP останавливает рост филамен�
та DED, что приводит к укорочению филамен�
тов DED и ограничению активации каспазы�8.
Таким образом, количество белка c�FLIP играет
роль чекпойнта, контролирующего длину фила�
мента DED и его структуру [18].

Ожидается, что после активации прокаспа�
зы�8 и последующего расщепления прокаспазы�
8 по остатку D374 в гетеродимере прокаспаза�
8/c�FLIPL, «закрытая» конформация петли L2′ в
молекуле прокаспазы�8 нарушается, что вызы�
вает ингибирование активности каспазы�8 в
составе гетеродимера прокаспаза�8/c�FLIPL [8,
23]. Недавно была описана малая молекула, наз�
ванная FLIPin (FLIP inhibitor), которая была
разработана для увеличения каталитической ак�
тивности гетеродимера [23]. FLIPin был скон�
струирован таким образом, чтобы связываться с
белком c�FLIPL на интерфейсе гетеродимера
каспаза�8/c�FLIPL. FLIPin имитирует стабили�
зирующий эффект петли L2′ в «закрытой» кон�
формации (рис. 1). В частности, предположено,
что FLIPin связывается с гетеродимером после
процессинга прокаспазы�8 и образования
p43/p41 и, тем самым, восстанавливает сеть вза�
имодействий, приводя к стабилизации активно�
го центра каспазы�8. Данное соединение было
получено в результате проведения виртуального
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Рис. 1. Модель структуры гетеродимера каспаза�8/c�FLIPL, связанного с FLIPin. а – Структура гетеродимера прокаспазы�8
(темно�синий цвет) и c�FLIPL (желтый цвет) [PDB ID 3H11]. Показана петля L2 в «закрытой» конформации; б – модель
структуры гетеродимера белка c�FLIPL [PDB ID 3H11] и продукта протеолиза каспазы�8�p43/p10 [PDB ID 3H13], связан�
ного с FLIPin (зеленый цвет) в предполагаемом связывающем центре. Показана петля L2′ в «открытой» конформации.
(С цветными вариантами рис. 1–4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)

а б
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скрининга in silico. Кроме того, на основе FLIPin
было создано оптимизированное химическое
соединение FLIPinBγ, которое повышает актив�
ность каспазы�8 в комплексе DISC, усиливает
активацию эффекторных каспаз и DR�опосре�
дованный апоптоз [23].

Математическое моделирование сети апоп�
тоза стало мощным инструментом для изучения
динамики регуляции гибели клеток [24, 25]. В
частности, был очень тщательно изучен процесс
CD95�опосредованной передачи сигнала с ис�
пользованием системы обыкновенных диффе�
ренциальных уравнений (ОДУ; ODEs), а также
других математических формализмов, таких как
булевые и агентные модели [5, 26–28]. С по�
мощью математических моделей была получена
новая информация о контроле механизмов
внешнего пути апоптоза. В частности, было вы�
явлено пороговое поведение CD95�опосредо�
ванной передачи сигнала и получено количест�
венное представление о проапоптотической ро�
ли белков c�FLIPL. Кроме того, были расшиф�
рованы механизмы переключения про� и анти�
апоптотических сигнальных путей, индуциро�
ванных через рецептор CD95 [26, 29, 30].

Недавно нами была разработана математи�
ческая модель, которая позволяет проводить ана�
лиз влияния FLIPin на усиление активации про�
каспазы�8 в комплексе DISC [23]. Однако данная
модель не учитывала недавно открытую роль c�
FLIP в регуляции состава и стехиометрии комп�
лекса DISC [18]. Чтобы учесть новые структур�

ные данные относительно роли c�FLIPL и полу�
чить количественные представления о механиз�
мах действия FLIPin, в настоящей работе был ис�
пользован метод математического моделирова�
ния с помощью системы ОДУ. На основе модели�
рования предсказаны оптимальные количествен�
ные соотношения между уровнями прокаспазы�8
и белка c�FLIPL в различных внутриклеточных
ландшафтах для получения максимальной актив�
ности FLIPin. Полученные результаты обеспечи�
вают основу для разработки новых, более эффек�
тивных терапевтических противораковых подхо�
дов, а также позволяют дополнить представления
о механизмах регуляции филаментов DED. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Моделирование. Математическая модель бы�
ла основана на системе ОДУ (ODEs), описыва�
ющих процессы активации каспазы�8 в комп�
лексе DISC в присутствии или отсутствии
FLIPinBγ. Данный подход был ранее представ�
лен в работе [23] и доработан в данном исследо�
вании. Значения скоростей реакции и парамет�
ры модели были взяты из работы [23]. Для реше�
ния ОДУ была использована программа
Scipy.integrate.odeint из программного пакета
Python SciPy (www.scipy.org). Модель была опи�
сана с помощью 12 дифференциальных уравне�
ний (1–2, табл. 1) и 8 параметров (табл. 2).

Уравнения, использованные в модели:
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

ODE модель процесса активации каспазы�8 в
филаменте DED, описывающая влияние FLIPin.
FLIPin нацелен на гетеродимер каспаза�8/
c�FLIPL, следовательно, количество гетероди�
меров прокаспаза�8/c�FLIPL, образующихся на
филаменте DED, должно прямо коррелировать
с активностью FLIPin. Кроме того, недавно на�
ми было показано, что белок c�FLIPL имеет два
специфических сайта связывания в структуре
филамента DED, и поэтому возможно как ми�
нимум две пространственные локализации,
внутри которых может происходить сборка гете�
родимера каспаза�8/c�FLIPL [18]. А именно c�
FLIPL может связываться как с DED FADD, так
и с доменом DED2 прокаспазы�8, что и обеспе�
чивает образование гетеродимеров. Кроме того,
данный факт приводит к возникновению ситуа�
ции, при которой белок c�FLIPL может ограни�
чивать рост филаментов DED и при повышен�
ной экспрессии укорачивать длину филаментов
DED [18]. Поэтому в данной работе мы постави�

ли целью разработать систему ОДУ, с помощью
которой можно анализировать эффекты FLIPin
в различном клеточном контексте. В частности,
было сосредоточено внимание на выявление за�
висимости активности FLIPin от длины различ�
ных филаментов DED и соотношения c�FLIPL:
прокаспаза�8.

Чтобы найти ответы на эти вопросы, была
выбрана недавно разработанная система обык�
новенных дифференциальных уравнений (ОДУ),
описывающая воздействие FLIPin на гетероди�
мер каспаза�8/c�FLIPL, и затем её расширили с
учетом новой структурной информации, касаю�
щейся филаментов DED. С этой целью был до�
бавлен дополнительный параметр, определяю�
щий длину цепи DED. При построении структу�
ры модели принят во внимание тот факт, что три
цепи DED образуют один филамент DED, и что
согласно результатам недавних протеомных ис�
следований, в среднем, на одну цепь DED при�
ходится одна молекула c�FLIPL [18]. Топология
модели включала образование гомо� (прокаспа�
за�8/прокаспаза�8) и гетеродимеров (прокаспа�
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Обозначения

DED _chain_length

FLIP

P8

C8

FLIP_P8

P8_P8

C8_C8

P8_C8

FLIP_C8_FLIPin

CellDeathSubstrate

CellDeath

Procaspase�3

Caspase�3

σFLIPin

DISC_cat

Таблица 1. Обозначения, использованные в модели, и их исходные значения

Описание

длина цепи DED в филаменте DED. Длину цепи рассчитывали из
соотношения (P8+FLIP)/FLIP = DED chain length

c�FLIPL

прокаспаза�8

каспаза�8 (p43/p10)

гетеродимер C�концевых доменов c�FLIPL и прокаспазы�8 в DISC

гомодимер C�концевых доменов прокаспаза�8/прокаспаза�8 в DISC

гетеротетрамер каспазы�8 (p43/p10/p18/p10)

димер C�концевых доменов прокаспаза�8/каспаза�8 в DISC

каспаза�8/c�FLIPL, стабилизированная FLIPin в DISC

субстрат клеточной смерти 

относительное количество погибших клеток 

прокаспаза�3

каспаза�3

коэффициент, который указывает на присутствие FLIPin

суммарная каталитическая активность каспазы�8 в комплексе DISC

Исходные условия для
клеток HeLa�CD95

9,71

7,39 [нM]

64,4 [нM]

0

0

0

0

0

0

1

0

1,44 [нМ]

0

1 или 0 при условии, что
FLIPin был добавлен или нет
соответственно 

FLIP_P8 + FLIP_C8_FLIPin +
+ 2⋅P8_C8 + 2⋅C8_C8 + 2⋅P8_P8
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за�8/c�FLIPL) в составе филаментов DED
(рис. 2). После образования гомо� и гетеродиме�
ров прокаспаза�8 подвергается аутокаталити�
ческой активации в филаменте DED, после чего
происходит внутри� и межмолекулярный про�
цессинг димеров с образованием p43/p41 (p43�
каспаза�8), p18 и p10 [10]. Также при построе�
нии топологии модели было сделано предполо�
жение, что как гомодимер прокаспаза�8/про�
каспаза�8, так и продукты её расщепления, а
именно p43�каспаза�8/p43�каспаза�8 и p18/p43�
каспаза�8, обладают каталитической актив�
ностью в филаменте DED. Эти предположения
были основаны на предыдущих сообщениях о
том, что гомодимер прокаспаза�8a/b, а также
продукт его расщепления p43/p41 обладают ка�
талитической активностью, которая тесным об�
разом связана с конформационными изменени�
ями в активном центре при димеризации про�
каспазы�8 и последующей активации димера [7,
11]. Другие предположения были сделаны в слу�
чае гетеродимера прокаспаза�8/c�FLIPL. В этом
случае было предположено, что только гетеро�
димер прокаспаза�8/c�FLIPL обладает каталити�
ческой активностью, в то время как продукт его
расщепления p43�каспаза�8/c�FLIPL каталити�
чески неактивен, и в отсутствие FLIPin проис�
ходит его быстрая диссоциация. Также было
предположено, что связывание FLIPin приводит
к восстановлению активности комплекса p43�
каспаза�8/c�FLIPL, достигая значений актив�
ности, характерных для гетеродимера прокаспа�
за�8/c�FLIPL. Активация прокаспазы�8 сопро�
вождается опосредованным каспазой�8 расщеп�
лением прокаспазы�3 с образованием каспазы�3
и её последующей активацией, приводящей к

гибели клетки. В структуре модели «общий уро�
вень гибели клеток» соответствует уровню рас�
щепленного субстрата клеточной смерти, кото�
рый был интегрирован с течением времени. В
структуру модели были включены процессинг
субстрата клеточной смерти, происходящий как
с участием каспазы�3, так и каспазы�8. Значе�
ния констант связывания и соответствующая
параметризация были взяты из предыдущей мо�
дели процесса активации комплекса DISC при
добавлении FLIPin, которая была получена на
экспериментальных данных, полученных при
работе с клетками HeLa�CD95 [23].

В настоящей работе, чтобы смоделировать
эффекты FLIPin, основным предположением
было то, что белок c�FLIPL ограничивает коли�
чество активной прокаспазы�8 в комплексе
DISC путем остановки сборки филамента DED .
В то же время было предположено, что повыше�
ние уровня c�FLIPL в составе DISC не влияет на
соотношение FADD:c�FLIPL. Кроме того, в
структуре модели было заложено, что сборка
филаментов DED происходит сразу после до�
бавления CD95L. Точная стехиометрия фила�
мента DED была определена начальными усло�
виями модели. В частности, соотношения меж�
ду прокаспазой�8 и c�FLIPL в комплексе DISC
основывались на результатах количественного
протеомного анализа, полученных в нашей пре�
дыдущей работе [18]. Данные результаты свиде�
тельствуют о том, что в филаменте DED соотно�
шения между этими белками примерно равны
1:9 (c�FLIPL:прокаспаза�8). Однако при высо�
ком уровне c�FLIPL соотношение c�FLIPL и
прокаспазы�8 оказалось примерно равным 1 к 1
[18]. Таким образом, данные соотношения были

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1335

Параметр

kd

γ

kp

kdeg

kcd

kcd_c3

kp3

kp3_c3

Таблица 2. Параметры модели

Размерность

[ч−1·нM−1]

–

[ч−1·нM−1]

[ч−1]

[ч−1·нM−1]

[ч−1·нM−1]

[ч−1·нM−1]

[ч−1·нM−1]

Значения

0,00102

33,5796

3,14368

0,693

0,12875

0,15725

0,02093

1,12659

Описание

скорость димеризации (для каспаза�8/прокаспаза�8, прокаспаза�8/прокаспаза�8)

коэффициент увеличения скорости димеризации комплексов прокаспаза�8/
c�FLIPL и каспаза�8/каспаза�8

скорость процессинга каспазой�8 субстратов DISC

скорость деградации DISC

скорость процессинга субстрата клеточной смерти, опосредованного каспазой�8

скорость процессинга субстрата клеточной смерти, опосредованного каспазой�3

скорость процессинга прокаспазы�3 каспазой�8

скорость процессинга прокаспазы�3 каспазой�3

Примечание. Значения параметров взяты из работы [23].
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Рис. 2. Математическая модель процесса активации каспазы�8 в филаменте DISC/DED, учитывающая действие FLIPin.
Указаны структура модели, объекты модели и константы взаимодействия
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включены в модель, и следующим шагом было
изучение поведения этой системы in silico.

С помощью математического моделирования
можно предсказать усиление гибели клеток и по�
вышение активности каспазы�8 малой молекулой
FLIPin при различных соотношениях c�FLIPL и
прокаспазы�8. На первом этапе был проведен
анализ того, как активность FLIPin зависит от
различного уровня белка c�FLIPL (рис. 3). Дан�
ные расчеты проводилиcь при условии, что ко�
личество комплекса CD95/CD95L/FADD со
временем не изменяется. Сначала было изучено
влияние уровня c�FLIPL на каталитическую ак�
тивность каспазы�8 и индукцию клеточной
смерти in silico. Как и ожидалось, значения наи�
высшей активности каспазы�8 в комплексе
DISC и наибольшего уровня индукции клеточ�
ной смерти были получены при низком уровне

c�FLIPL, который соответствует эндогенному
уровню этого белка (рис. 3). В клетках HeLa�
CD95 он соответствует соотношению, примерно
равному 1:9 (c�FLIPL:прокаспаза�8) в комплексе
DISC (рис. 3). Максимальные значения актив�
ности каспазы�8 при этих соотношениях наблю�
дались примерно через 1 ч после стимуляции
CD95L in silico (рис. 3). При увеличении уровня
белка c�FLIPL активность каспазы�8 в комп�
лексе DISC и уровень индукции клеточной ги�
бели понижались (рис. 3). На втором этапе было
изучено действие FLIPin. При совместной обра�
ботке клеток FLIPin и CD95L в соотношении 1:9
(c�FLIPL:прокаспаза�8) максимальное значение
активности каспазы�8 наблюдалось в более ран�
ний момент времени, который соответствовал
45 мин после стимуляции CD95L. Кроме того,
при совместной обработке CD95L и FLIPin in
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Рис. 3. Кинетика клеточной гибели (вверху) и активации каспазы�8 (внизу) при различных соотношениях прокаспазы�8
и c�FLIP. Показана кинетика в случае стимуляции только CD95L (слева) и совместной стимуляции CD95L и FLIPin
(справа). Градиент интенсивности окраски от темного до светлого означает постепенное изменение длины цепи DED от
короткой (соотношение c�FLIP:каспаза�8 равно 1 : 1, светлое окрашивание) до длинной цепи (соотношение c�FLIP:кас�
паза�8 равно 1 : 9, интенсивное окрашивание)
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silico общая активность каспазы�8 была выше,
чем при обработке только CD95L (рис. 3). По�
вышение активности каспазы�8 и усиление кле�
точной гибели при совместной обработке
CD95L и FLIPin также наблюдалось в случае
всех изученных соотношений c�FLIPL:прокас�
паза�8 в комплексе DISC (рис. 3). Таким обра�
зом, с помощью модели была получена картина
чувствительности комплекса к добавлению
FLIPin, зависящая от уровня белка c�FLIPL.

Затем было изучено, как длина филаментов
DED влияет на активность FLIPin. Как было от�
мечено ранее, основным предположением мо�
дели было то, что увеличение уровня белка c�
FLIPL приводит к уменьшению длины фила�
мента DED. Укорочение филамента DED вызы�
вает снижение количества прокаспазы�8 в фи�
ламенте DED. Это приводит к снижению актив�
ности каспазы�8 и индукции клеточной гибели,
что нами наблюдалось in silico (рис. 3). Эти дан�
ные хорошо согласуются с наблюдениями
Hillert et al. в условиях in vitro [18]. В частности,
существенное снижение активности каспазы�8
и уровня клеточной смерти наблюдалось в клет�
ках HeLa�CD95�FL, которые характеризуются
повышенной экспрессией c�FLIPL [18]. Инте�
ресно, что в данных условиях ожидалось, что ко�
личество гетеродимеров прокаспаза�8/c�FLIPL

увеличится, что может привести к увеличению
активности каспазы�8, но эти предположения
не оправдались из�за сильно уменьшенной сум�
марной концентрации прокаспазы�8 за счет
уменьшения длины филамента DED [18].

Чтобы определить, как активность FLIPin
зависит от длины филамента DED, был введен
коэффициент эффективности действия FLIPin.
Этот коэффициент рассчитывался как соотно�
шение значений увеличения активности каспа�
зы�8 в комплексе DISC и индукции гибели кле�
ток при обработке только CD95L или CD95L/
FLIPin. Более того, эффективность действия
FLIPin была проанализирована для различных
соотношений c�FLIPL и прокаспазы�8. Для это�
го были оценены значения длины филамента
DED и соотношения c�FLIPL:прокаспаза�8, при
которых наблюдалась максимальная активность
FLIPin in silico. Оказалось, что оптимальное зна�
чение длины филамента наблюдается при про�
межуточном диапазоне уровня экспрессии c�
FLIPL (рис. 4). Увеличение гибели клеток дости�
гало своего пика при соотношении c�
FLIPL:прокаспаза�8, примерно равном 1:3, при�
водя к увеличению более, чем на 80%, в то вре�
мя как наивысшая активность каспазы�8 наб�
людалась при соотношении 1:2 (c�FLIPL:про�
каспаза�8) и увеличении >140% (рис. 4). Пред�
сказания, полученные на основе модели, пока�

зали, что данные соотношения c�FLIPL и про�
каспазы�8 должны обеспечивать оптимальные
соотношения между количеством гомодимеров
прокаспазы�8 и гетеродимеров прокаспаза�8/c�
FLIPL, создавая оптимальный ландшафт для эф�
фективного действия FLIPin.

Далее была проведена проверка соответ�
ствия предсказаний, сделанных с помощью
предложенной модели, известным внутрикле�
точным системам, в которых проверялось
действие FLIPin. Протеомным анализом было
показано, что в случае клеток HeLa�CD95 соот�
ношение c�FLIPL:прокаспаза�8 в комплексе
DISC было примерно равно 1:9. Это приводит к
относительно низкому уровню гетеродимеров
прокаспаза�8/c�FLIPL [18]. На основе модели
было предсказано, что в клетках HeLa�CD95
имеет место относительно низкий вклад гетеро�
димеров прокаспаза�8/c�FLIPL в повышение ак�
тивности каспазы�8. Полученная оценка
действительна для всех значений – временных
интервалов, включая один час, который соотве�
тствует предсказанному максимуму активности
CD95 DISC (рис. 3). Соответственно, это приво�
дит к предсказанной in silico относительно низ�
кой эффективности действия FLIPin в данной
клеточной линии, которое действительно наб�
людалось экспериментально [23]. В случае
комплекса DISC в клетках HeLa�CD95�FL, ко�
торые характеризуются повышенной экспрес�
сией белка c�FLIPL, протеомный анализ показал
соотношение c�FLIP: прокаспаза�8, равное 1:1
[18]. При этом соотношении происходит обра�
зование коротких филаментов DED, которые
скорее всего в основном состоят из гетеродиме�
ров прокаспаза�8/c�FLIPL. Интересно, что для
данной клеточной линии предсказанный пик
активности каспазы�8 соответствует периодам
времени, которые превышают рассчитанное
время полужизни комплекса DISC, что ограни�
чивает активность FLIPin, которая напрямую
связана с максимальной активностью каспазы�
8. Другой линией клеток, для которой был про�
веден количественный протеомный анализ
комплекса DISC, была В�лимфобластоидная
клеточная линия SKW6.4 [5, 31, 32]. В этой ли�
нии клеток действие FLIPin было протестирова�
но, однако, при этом не наблюдалось практи�
чески никакого действия со стороны этого сое�
динения (данные не представлены). Это хорошо
согласуется со стехиометрией комплекса DISC и
филаментов DED в клетках SKW6.4. Последние
содержат очень низкие количества c�FLIPL с та�
ким соотношением к прокаспазе�8, которое
очень близко к стехиометрии комплекса DISC в
клетках HeLa�CD95, т.е. 1:9 (c�FLIPL:прокаспа�
за�8). Кроме того, клетки SKW6.4 характеризу�
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Рис. 4. Относительное усиление гибели клеток (вверху) и повышение активности каспазы�8 (внизу) при различных соот�
ношениях c�FLIP и каспазы�8 в филаменте DED. Градиент интенсивности окрашивания обозначает кратное усиление ок�
рашивания с помощью FLIPin. Филаменты DED, соответствующие наивысшей активности FLIPin, обозначены пунктир�
ной линией. Эффекторные домены смерти (DEDs) белка FADD, прокаспазы�8 и белка c�FLIP показаны соответственно
коричневым, синим и оранжевым цветом
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ются более быстрой активацией каспазы�8 и ин�
дукцией апоптоза в сравнении с клетками HeLa�
CD95 и более коротким временем полужизни
комплекса DISC, которое, по�видимому, не поз�
воляет детектировать влияние FLIPin на про�
цесс активации каспазы�8. В целом, проведен�
ный анализ хорошо объясняет полученные экс�
периментальные данные и позволяет предло�
жить проведение скрининга различных типов
клеток с целью идентификации клеточных ли�
ний, подходящих для наиболее эффективного
действия FLIPin.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В предыдущей работе для создания малой
молекулы (FLIPin), целенаправленно действую�
щей на гетеродимер каспаза�8/c�FLIPL, нами
были применены современные методы компью�
терной биологии in silico [23]. Было предсказано,
что FLIPin будет имитировать стабилизирую�
щий эффект петли L2′, находящейся в «закры�
той» конформации, который приводит к повы�
шению активности каспазы�8 в комплексе
DISC и более эффективной индукции апоптоза.
Экспериментальные данные, полученные с оп�
тимизированной малой молекулой FLIPinBγ
подтвердили предсказанный in silico механизм
действия этого гетеродимера [23]. В настоящей
работе с помощью компьютерного моделирова�
ния нами были изучены отдельные параметры,
определяющие эффективность действия
FLIPin. Нами было показано, что соотношение
c�FLIPL и прокаспазы�8 в филаментах DED яв�
ляется ключевым фактором, определяющим эф�
фективность действия данного соединения. По�
лученный результат вытекает не только из роли
уровня c�FLIPL в осуществлении контроля соот�
ношения между гомо� и гетеродимерами в
комплексе DISC, но он также ассоциирован с
ключевой функцией c�FLIPL в регуляции длины
филамента DED.

Соотношения гомо� и гетеродимеров про�
каспазы�8 в филаменте DED контролируются
рядом факторов. В их число входят уровень
внутриклеточной экспрессии белка c�FLIPL и
прокаспазы�8, константы их ассоциации в
комплексе DISC и структура филамента DED.
Данные факторы связаны между собой нели�
нейной динамикой, которая может быть проа�
нализирована на количественном уровне с ис�
пользованием компьютерного моделирования.
В настоящей работе была создана компьютер�
ная модель, которая позволила предсказать уро�
вень образующихся гетеродимеров в зависимос�
ти от соотношения прокаспазы�8 и c�FLIPL и от

архитектуры филамента DED. Полученные на�
ми результаты свидетельствуют о том, что уро�
вень гетеродимеров в комплексе DISC является
ключевым фактором для проявления активнос�
ти FLIPin. Кроме того, выяснилось, что сущест�
вуют дополнительные факторы, контролирую�
щие активность FLIPin, такие как размер фила�
мента DED. Таким образом, с помощью модели
была изучена роль структуры филамента DED в
способности FLIPin усиливать гибель клеток и
активность прокаспазы�8.

Далее обнаружено, что повышение уровня
экспрессии белка c�FLIPL непосредственно
влияет на активность соединения FLIPin. Од�
нако это влияние не носило линейный харак�
тер, в связи с чем применение метода математи�
ческого моделирования для изучения данных
эффектов представляет большой интерес. В
частности, нелинейный характер объясняется
множественной ролью белка с�FLIPL в регуля�
ции активации каспазы�8, а именно его влия�
нием на длину филамента DED и вкладом гете�
родимеров прокаспаза�8/c�FLIPL в суммарную
активность каспазы�8 в комплексе DISC. Нап�
ример, в клетках HeLa�CD95 имеется только
ограниченное количество гетеродимеров про�
каспаза�8/c�FLIPL по сравнению с гомодимера�
ми каспазы�8, что ограничивает влияние
FLIPin. Повышение концентрации c�FLIPL в
филаменте DED должно привести к повыше�
нию количества гетеродимеров прокаспаза�8/
c�FLIPL и увеличению активности FLIPin. В
этой связи с использованием метода масс�
спектрометрии было показано, что повышение
концентрации белка c�FLIPL приводит к более
эффективной концентрации гетеродимеров
прокаспаза�8/c�FLIPL [18]. Однако данный
процесс также ограничивает рост филамента
DED, тем самым вызывая значительное сниже�
ние количества гомодимеров прокаспазы�8 и
оказывая ингибирующее влияние на актив�
ность FLIPin. Это хорошо согласуется с экспе�
риментальными данными, такими как не очень
значительное повышение активности FLIPin,
которое наблюдалось в клетках HeLa�FL при
сильном повышении экспрессии c�FLIPL [23].

Результаты моделирования показали, что
уровень белка c�FLIPL в комплексе DISC, опти�
мальный для действия FLIPin, находится в диа�
пазоне значений соотношения c�FLIPL/прокас�
паза�8 между 1:9 и 1:1. В случае высокого содер�
жания прокаспазы�8 или низкого уровня
экспрессии белка FLIPL происходит быстрая ак�
тивация каспазы�8, что выражается в низком
вкладе стабилизированных гетеродимеров про�
каспаза�8/c�FLIPL в увеличение активности
прокаспазы�8. Напротив, в случае низкого со�
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держания каспазы�8 или повышенной экспрес�
сии c�FLIPL активность FLIPin ограничена ко�
роткими филаментами DED, приводя к пони�
женной активности каспазы�8. Кроме того, с
помощью настоящей модели мы предсказываем,
что наивысшая активность FLIPin наблюдается
тогда, когда соотношение каспаза�8:c�FLIPL на�
ходится в диапазоне от 2:1 до 3:1. Так, при соот�
ношении 2:1 (каспаза�8:c�FLIPL) наблюдалось
наибольшее увеличение скорости гибели кле�
ток, а при соотношении 3:1 наблюдалась наи�
высшая активность каспазы�8 в DISC. В этой
связи следует особо подчеркнуть, что ряд линий
раковых клеток характеризуется высоким уров�
нем белка c�FLIPL, который близок к количест�
вам белка, предсказанным математической мо�
делью для оптимального действия соединения
FLIPin. Это позволяет предположить, что разра�
ботка химических соединений на основе FLIPin
в целом обладает чрезвычайно высоким тера�
певтическим потенциалом для разработки мето�
дов лечения рака [33].

Модель ОДУ показала, что повышение ак�
тивности каспазы�8 с помощью FLIPin сразу
после стимуляции CD95L способствует индук�
ции апоптоза. Последнее может быть тесным
образом связано с высокой скоростью деграда�
ции комплекса DISC, которая было описана в
работе [10]. Действительно, рассчитанное время
полужизни комплекса DISC в клетках HeLa�
CD95 равно лишь одному часу [10], в то время
как, согласно нашей модели, требуется значи�
тельно больше времени, чтобы активировать все
молекулы прокаспазы�8 в комплексе DISC. В
этой связи наш подход показал, что увеличение
времени активности гетеродимера через стаби�
лизирующее влияние FLIPin может послужить
многообещающей стратегией для разработки
противораковой терапии.

Большинство уже созданных моделей CD95
DISC не учитывают образование филаментов
DED и их структуру [27, 34, 35]. Это обеспечива�
ет дополнительное важное направление в буду�
щих исследованиях количественной динамики
контроля апоптоза. Настоящее исследование
показывает важность правильной стехиометрии
и структуры филамента DED для эффективной
индукции апоптоза, подчеркивая необходи�
мость детального рассмотрения макромолеку�
лярных комплексов, индуцирующих клеточную
гибель, чтобы понять механизмы принятия ре�
шений в жизненном цикле клеток.

Представленная в настоящей работе модель
может рассматриваться как минимальная мо�
дель для описания процессинга прокаспазы�8 в
комплексе DISC. Данная модель была провере�
на с использованием экспериментальных дан�

ных, полученных на клеточной линии HeLa и
фиксированной концентрации CD95L. В буду�
щем может быть создана более детальная мо�
дель, которая будет учитывать явную динамику
образования филамента DED при различной
силе стимуляции CD95, а также учитывать
пространственные ограничения процесса обра�
зования гетеродимеров c�FLIPL и каспазы�8.
Кроме того, из предыдущих работ мы знаем, что
низкие или т.н. пороговые концентрации
CD95L регулируют длину цепей филаментов
DED [5, 26–28]. Важным направлением буду�
щих исследований является детальный анализ
влияния на архитектуру филамента DED двух
факторов, а именно, стимуляции пороговыми
концентрациями CD95L и различных уровней
экспрессии c�FLIP в клетке. Кроме того, рас�
смотрение сложных взаимодействий c�FLIPL и
C�концевых доменов прокаспазы�8 представля�
ет собой важный шаг на пути к количественно�
му пониманию динамики филамента DED. В
частности, взаимодействие близкорасположен�
ных молекул DED в филаменте DED вероятно
приводит к более эффективной димеризации C�
концевых доменов, чем взаимодействие моле�
кул, расположенных на удаленных участках в
структуре филамента DED. В то же время стери�
ческие препятствия, вероятно, ограничивают
активность каспазы�8 в коротких филаментах
DED, которые соответствуют стехиометрии 1�
2:1:1 для комплекса c�FLIP:прокаспаза�
8:FADD. Детальное моделирование процесса
сборки филамента DED и ингибирование дан�
ного процесса белком c�FLIP позволит выявить
связи между уровнем эндогенной экспрессии c�
FLIP, стехиометрией DISC и активностью
FLIPin.

Таким образом, проведенное исследование
показывает важность сочетания методов мате�
матического и структурного моделирования и
системной фармакологии для определения мо�
лекулярных механизмов и разработки более эф�
фективных терапевтических подходов в персо�
нализированной медицине. 
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Procaspase�8 activation at the death�inducing signaling complex (DISC) triggers extrinsic apoptotic pathway.
Procaspase�8 activation takes place in the death effector domain (DED) filaments and is regulated by c�FLIP pro�
teins, in particular, by the long isoform c�FLIPL. Recently, the first�in�class chemical probe targeting the caspase�8/c�
FLIPL heterodimer was reported. This rationally designed small molecule, FLIPin, enhances caspase�8 activity after
initial heterodimer processing. Here, we used a kinetic mathematical model to gain an insight into the mechanisms
of FLIPin action in a complex with DISC, in particular, to unravel the effects of FLIPin at different stoichiometry
and composition of the DED filament. Analysis of this model has identified the optimal c�FLIPL to procaspase�8
ratios in different cellular landscapes favoring the activity of FLIPin. We predicted that the activity FLIPin is regulat�
ed via different mechanisms upon c�FLIPL downregulation or upregulation. Our study demonstrates that a combina�
tion of mathematical modeling with system pharmacology allows development of more efficient therapeutic
approaches and prediction of optimal treatment strategies. 

Keywords: apoptosis, DISC, caspase�8, FLIPin, DED, death receptors
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Апоптоз – наиболее изученный вариант регулируемой клеточной гибели, который на протяжении долгого
времени считался необратимым. В настоящее время накапливается все больше данных, свидетельствующих
о том, что ключевые события апоптоза, такие как появление фосфатидилсерина во внешнем монослое плаз$
матической мембраны, пермеабилизация внешней мембраны митохондрий, активация каспаз, поврежде$
ние ДНК и блеббинг цитоплазмы, не являются необратимыми, а также могут участвовать в процессах нор$
мальной жизнедеятельности клетки, не связанных с осуществлением программы апоптоза. Анастаз – вос$
становление жизнеспособности клетки после индукции апоптоза – может происходить после устранения
проапоптотических воздействий. Это явление способствует выживанию поврежденных нормальных или
опухолевых клеток. В данном обзоре описаны процессы, характерные для апоптоза, однако не приводящие
к гибели, – как в ходе нормальной жизнедеятельности клеток, так и при анастазе. Понимание механизмов
и последствий обратимости апоптотических процессов, с одной стороны, может способствовать совершен$
ствованию существующих методов терапии различных заболеваний, в том числе злокачественных новооб$
разований, а с другой – открывает новые возможности для защиты клеточных элементов тканей и органов
от гибели при лечении дегенеративных патологий.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: апоптоз, обратимость апоптоза, анастаз, активация каспаз, MOMP, экстернализация
фосфатидилсерина, блеббинг.

DOI: 10.31857/S0320972520100036

ПРОБЛЕМА ОБРАТИМОСТИ АПОПТОТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ

Обзор

© 2020 И.И. Захаров, М.А. Савицкая, Г.Е. Онищенко*

ВВЕДЕНИЕ

Апоптоз — это вариант регулируемой кле$
точной гибели [1], широко распространенный в
процессе онтогенетического развития много$
клеточного организма. Апоптоз представляет
собой последовательные молекулярные, струк$
турные и физиологические преобразования кле$
ток, завершающиеся их фрагментацией и утра$
той жизнеспособности, т.е. гибелью. Этот тип
клеточной гибели играет важную роль во многих
физиологических процессах, включая эмбрио$
генез, поддержание клеточного гомеостаза,

дифференцировку и морфогенез тканей, в то
время как его нарушения являются признаком
многих патологий – от дегенеративных синдро$
мов до опухолей и аутоиммунных заболеваний.

Последовательность процессов апоптоза,
механизмы его индукции и регуляции исследу$
ют на протяжении пятидесяти лет. Существует
несколько путей инициации апоптотической
гибели, включая рецептор$зависимый путь
(TRAIL, TNFα и FAS), митохондриальный и
ядерный пути и путь с участием стресса ЭПР [1,
2]. Сигнальные пути апоптоза многоступенчаты
и сложны, но для апоптоза, инициация которо$
го включает митохондриальный путь, можно
выделить два ключевых этапа: пермеабилизация
внешней мембраны митохондрий (MOMP) и
активация каскада эффекторных каспаз. MOMP
нарушает энергетическую функцию митохонд$
рий; активация каскада эффекторных каспаз, в
свою очередь, ведет к деградации белков клетки
и повреждению генома посредством эндонукле$
аз CAD и ENDOG. Разрывы ДНК активируют
p53 и еще в большей степени поддерживают

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : MOMP– mitochondrial outer
membrane permeabilization; AIF– apoptosis$inducing factor;
BID – BH3 interacting$domain death agonist; CAD – caspase$
activated DNase; ENDOG– endonuclease G; TRAIL– TNF$
related apoptosis$inducing ligand; TNFα —tumor necrosis fac$
tor α; FASLG – FAS$ligand; XIAP – X$chromosome$linked
inhibitor of apoptosis; BCL2 – B$cell lymphoma 2; BCL$XL –
B$cell lymphoma extra large; SMAC – second mitochondria$
derived activator of caspases; PARP – poly(ADP$ribose) poly$
merase; ЭПР – эндоплазматический ретикулум.

* Адресат для корреспонденции.
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апоптотические сигнальные пути. Деградация
ДНК, конденсация хроматина, фрагментация
ядра и цитоплазмы с образованием апоптоти$
ческих телец завершают апоптотическую кле$
точную гибель. Фосфатидилсерин (ФС), экспо$
нированный на внешней стороне плазматичес$
кой мембраны, служит сигналом «eat me» и сти$
мулирует фагоцитоз апоптотических телец.

Апоптоз – наиболее изученный вид клеточ$
ной гибели. Неослабевающий интерес исследо$
вателей к данному явлению вызван рядом при$
чин. Во$первых, существует фундаментальная
биологическая проблема понимания роли апоп$
тоза в поддержании баланса между клеточной
пролиферацией и гибелью в разных тканях и ор$
ганах животных и человека на протяжении все$
го онтогенетического существования организ$
ма. Во$вторых, в настоящее время хорошо изве$
стно, что в основе большого числа заболеваний
самой разной природы, от инфекционных до ге$
нетических, лежат нарушения нормального те$
чения апоптоза. Отсюда следует еще одна при$
чина интереса к апоптотической гибели –
действие многих терапевтических средств осно$
вано на блокировке или стимуляции процессов
апоптоза.

Поиск все новых и новых химиотерапевти$
ческих препаратов для лечения различных забо$
леваний вызывает необходимость детального
исследования отдельных звеньев апоптоза и оп$
ределения того, какое из этих звеньев ведет к не$
обратимой гибели клетки, т. е. является точкой
невозврата (point of no return). В целом, истори$
чески апоптоз считался необратимым процес$
сом. Сложно представить, каким образом могут
быть предотвращены катастрофические послед$
ствия пермеабилизации наружной мембраны
митохондрий и активации эффекторных каспаз.
Однако со временем стали накапливаться дан$
ные о том, что течение процессов апоптоза мо$
жет быть приостановлено, и клетка способна
восстанавливать свое исходное состояние [3–6].
Важная роль апоптотической гибели как в фи$
зиологических, так и в патологических процес$
сах требует изучения обратимости отдельных
апоптотических событий и апоптоза в целом.

Проблема обратимости апоптотических про$
цессов, которой посвящен данный обзор, вклю$
чает в себя несколько аспектов. Так, необходимо
проанализировать, могут ли определенные сос$
тавляющие апоптоза участвовать в событиях
клеточной жизни, не связанных с гибелью: диф$
ференцировке, в том числе терминальной, кле$
точном старении и развитии патологических
состояний клеток. Исследования в этом направ$
лении показали, что белки, традиционно счита$
ющиеся участниками апоптоза, могут быть вов$

лечены в процессы, с ним не связанные [7, 8].
Кроме того, появились данные о том, что струк$
турно$функциональные изменения определен$
ных клеточных компартментов и органелл, наб$
людаемые при апоптозе, могут являться звенья$
ми иных нелетальных процессов, например,
терминальной дифференцировки. К таким про$
цессам можно отнести: экспонирование фосфа$
тидилсерина в наружный монослой плазмати$
ческой мембраны, блеббинг плазматической
мембраны, пермеабилизация мембран митохон$
дрий. Это говорит о необходимости четкого оп$
ределения явления обратимости апоптоза в це$
лом и отличия проявления такой обратимости
от нелетальных функций отдельных апоптоти$
ческих процессов и белков.

Тема обратимости апоптоза предоставляет
широкие возможности для исследований, и ее
актуальность сложно переоценить. С одной сто$
роны, обратимость апоптоза клеток новообра$
зований открывает новый ранее неизвестный
путь развития рецидивов и устойчивости после
противоопухолевой терапии, основанной на
апоптотической клеточной гибели. Понимание
механизмов и последствий выживания клеток
после инициации апоптоза и прекращения про$
апоптотического воздействия необходимо для
улучшения существующих методов терапии,
ликвидации побочных эффектов и разработки
новых способов лечения. С другой стороны,
изучение путей восстановления жизнеспособ$
ности клеток открывает новые механизмы сох$
ранения и защиты клеточных элементов тканей
и органов от апоптотической гибели в рамках
терапии дегенеративных заболеваний, в том
числе таких, как нейродегенеративные патоло$
гии, инфаркты, инсульты и СПИД.

ТЕРМИНЫ ДЛЯ ОПИСАНИЯ
ОБРАТИМОСТИ АПОПТОТИЧЕСКИХ

ПРОЦЕССОВ

В последние годы появляется все больше и
больше данных, свидетельствующих о возмож$
ности обратимости апоптоза. Одно из первых
определений, связанных с обратимостью апоп$
тоза, — это «прерванный апоптоз» (apoptosis
interruptus) [3]. Данный термин описывает вы$
живание кардиомиоцитов в условиях сердечной
недостаточности, несмотря на проявление клас$
сических признаков апоптоза: пермеабилиза$
цию внешней мембраны митохондрий, выход
цитохрома с в цитозоль и активацию каспазы$3.
Важной особенностью apoptosis interruptus явля$
ется сохранение целостности ядра апоптотичес$
ких кардиомиоцитов и крайне низкий уровень
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активности эндонуклеазы CAD. Предполагает$
ся, что выживанию кардиомиоцитов способ$
ствует повышенная экспрессия антиапоптоти$
ческих факторов XIAP, BCL2 и BCL$XL [3].

Albeck et al. в 2008 г. описали состояние клет$
ки, названное «частичная клеточная гибель»
(partial cell death) [4]. В работе были использова$
ны модифицированные клетки культуры HeLa и
индукция апоптоза посредством лиганда
TRAIL. Состояние частичной клеточной гибели
связывают с активацией эффекторных каспаз,
недостаточной для завершения апоптоза, но
способной вызвать повреждение генома и про$
теома у выживших клеток. Согласно данным
литературы, такое состояние может развиваться
вследствие подавления MOMP повышенной
экспрессией BCL2. В результате проапоптоти$
ческий SMAC не попадает из митохондрий в ци$
тозоль в высокой концентрации, и не происхо$
дит достаточного ингибирования XIAP. Все это
приводит к постепенной, а не лавинообразной
активации каспазы$3, частичному расщепле$
нию ее мишеней и слабой, но продолжительной
активации систем повреждения ДНК; апоптоз
не завершается, и клетка не погибает. Авторы
отмечают вероятные патологические послед$
ствия частичной клеточной гибели [4].

В 2012 г. Tang et al. [6] показали, что выжива$
ние клеток HeLa возможно после индукции
апоптоза посредством инкубации с этанолом. В
исследованных клетках после прекращения воз$
действия этанолом наблюдались ключевые
признаки апоптоза — MOMP, активация каспа$
зы$3, блеббинг цитоплазмы и разрывы нитей
ДНК, однако апоптоз не завершался, и клетки
восстанавливали свою морфологию и жизнес$
пособность. В этой работе был введен
термин «анастаз» (англ. anastasis, от греч.
α
,
να′ στασις— «воскрешение») — выживание

клетки после инициации апоптоза. В последую$
щих исследованиях были получены новые дан$
ные об этом процессе, выдвинуты гипотезы об
этапах анастаза, разработаны новые методы его
обнаружения, изучена возможность обратимос$
ти апоптоза in vivo. Анастаз — на данный момент
самый распространенный термин, означающий
выживание клетки после инициации апоптоза
как на ранних, так и на поздних стадиях этого
типа клеточной гибели.

Позднее появился термин «абортивный
апоптоз» (abortive apoptosis), описывающий вы$
живание клеток MCF10A после сублетального
облучения, индукции MOMP и активации кас$
пазы$3 [9].

В 2015 г. Ichim et al. [10] предложили термин
«неудачный апоптоз» (failed apoptosis) — выжи$
вание клеток после инициации апоптоза воз$

действием лигандом TRAIL или сублетальными
дозами ряда химических агентов. Так же как при
частичной клеточной гибели, неудачный апоп$
тоз, по мнению авторов, включает пермеабили$
зацию наружной мембраны лишь у части мито$
хондрий [4], сублетальную активность каспазы$3
и повреждение ДНК за счет действия CAD, за$
вершающееся выживанием клеток. Такие клет$
ки, выживающие после реализации неполной
программы апоптоза, в конечном итоге отлича$
ются от исходных клеток, проявляя генетичес$
кую нестабильность, т.е. качество, характеризу$
ющее признаки онкогенеза [10, 11]. В этих рабо$
тах не упоминается ранее введенный термин
«анастаз», но определения, данные авторами,
синонимичны этому термину. Важно отметить,
что «абортивный апоптоз» и «неудачный апоп$
тоз», в отличие от анастаза, не предполагают
возможность восстановления жизнеспособнос$
ти на поздних стадиях апоптоза.

Учитывая растущую популярность термина
«anastasis» в англоязычной научной литературе,
мы предлагаем использовать перевод этого тер$
мина – «анастаз» – для описания явления вы$
живания клетки после индукции именно апоп$
тотической клеточной гибели независимо от
стадии, на которой развиваются процессы вос$
становления жизнеспособности клеток.

Согласно данным литературы, анастаз in vivo
возможен [12], однако его нужно отличать от не$
апоптотической активации апоптотических кас$
паз. Также важно дифференцировать понятие
анастаза от обратимости неапоптотических ти$
пов клеточной гибели, которая в последнее вре$
мя также пробуждает большой исследовательс$
кий интерес [13, 14], однако до сих пор не полу$
чила четкого определения и обозначения.

АПОПТОТИЧЕСКИЕ СОБЫТИЯ
В НЕАПОПТОТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССАХ

Апоптоз представляет собой многоступенча$
тый процесс регулируемой гибели клеток, при
котором различные события, связанные с утра$
той жизнеспособности, могут происходить как
на морфологическом, так и на молекулярном
уровне, последовательно или одновременно.
Многие из этих событий традиционно рассмат$
риваются как характерные признаки апоптоза и
используются в качестве критериев для отнесе$
ния исследуемого типа клеточной гибели к
апоптотическому. Примером могут служить по$
явление фосфатидилсерина в наружном монос$
лое плазматической мембраны, блеббинг, акти$
вация каспаз, пермеабилизация наружной ми$
тохондриальной мембраны. Тем не менее суще$
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ствует целый ряд ситуаций, при которых эти
признаки не сопровождаются дальнейшей
апоптотической гибелью клетки, либо и вовсе
встречаются в состояниях и процессах, не свя$
занных с апоптозом и клеточной гибелью в це$
лом. Так, показано, что ФС может переходить в
наружный монослой плазматической мембраны
и в ходе неапоптотических форм гибели клеток,
например, некроптоза (программируемого нек$
роза) [15]. Сходное явление характеризует также
другие процессы, не связанные с апоптозом, та$
кие как активация тромбоцитов [16], реакция
клеток на гипоксию [17], злокачественная
трансформация [18], дифференцировка, слия$
ние клеток с формированием симпласта [19],
миграция клеток [20]. ФС может присутствовать
на поверхности некоторых нормальных клеток
и постклеточных структур, в частности, фор$
менных элементов крови — эритроцитов и
тромбоцитов, где он выступает в качестве ко$
фактора превращения протромбина в тромбин
протромбиназным комплексом при активации
системы свертывания крови.

Неапоптотический блеббинг часто связан с
процессами клеточной подвижности [21], также
встречается при цитокинезе в митозе, мигра$
ции, созревании и активации клеток иммунной
системы, распластывании клеток на субстрате,
при защитных реакциях на стресс, а также при
пассировании культивируемых клеток с по$
мощью трипсина [21, 22]. Примечательно, что
неапоптотический блеббинг может сопровож$
дать вирусные инфекции [21].

Каспазы, в том числе апоптотические, могут
участвовать в воспалении, поддержании гомеос$
таза В$лимфоцитов, дифференцировке тканей,
регенерации и развитии нейронов, образовании
опухолей, старении, аутофагии, поддержании
стабильности генома, а также в неапоптотичес$
ких типах регулируемой клеточной гибели —
пироптозе и некроптозе [7].

Остается открытым вопрос, каким образом
активация апоптотических каспаз не всегда
приводит к гибели клеток. Возможно, это дос$
тигается с помощью низкого уровня активности
каспаз, недостаточного для индукции регулиру$
емой гибели [23], либо благодаря ограничению
их активности в пределах отдельных внутрикле$
точных компартментов или расщепления
субстратов, не связанных с гибелью [8].

ОБРАТИМОСТЬ АПОПТОТИЧЕСКИХ
СОБЫТИЙ

Как уже упоминалось, события, традицион$
но считающиеся характерными признаками

апоптоза, участвуют в нормальных физиологи$
ческих процессах, таких как дифференцировка
или локомоция клеток, без последующей кле$
точной гибели. Немаловажный интерес предс$
тавляют ситуации, при которых такие события
происходят вследствие индукции апоптоза, но
тем не менее, гибель не наступает, а клетка вос$
станавливает свою жизнеспособность посред$
ством анастаза. С каждым годом количество
данных, описывающих, каким образом апопто$
тические процессы могут быть остановлены или
обращены вспять для обеспечения выживания
клетки, быстро растет. Понимание обратимости
отдельных апоптотических событий позволит
создать полную картину механизмов анастаза.

Восстановление после пермеабилизации внеш5
ней мембраны митохондрий. Митохондрии явля$
ются для клетки жизненно важным биоэнерге$
тическим источником, а также играют цент$
ральную роль в процессе апоптоза. По мнению
многих исследователей, пермеабилизация
внешней мембраны митохондрий считалась
апоптотической точкой невозврата (point of no
return), после прохождения которой выживание
клетки невозможно [24]. Этот процесс приводит
к нарушению энергетических функций митохон$
дрий, выходу цитохрома с в цитозоль с последу$
ющей активацией каскада эффекторных каспаз
и повреждению генома [10]. Однако, несмотря
на такие катастрофические последствия, клетка
способна восстановить нормальную жизнедея$
тельность после MOMP, что подтверждают не$
давние исследования.

Исторически MOMP считалась событием,
происходящим по принципу «все или ничего».
Однако ряд научных работ показал, что это не
так: часть митохондрий могут сохранять целост$
ность своей внешней мембраны на протяжении
процесса апоптоза. Такая пермеабилизация
внешней мембраны только у части митохондрий
возможна при инициации апоптоза под
действием множества стимулов: индуктора
апоптоза BH3$миметика ABT$737, который яв$
ляется аналогом проапоптотических белков
BH3 и нейтрализует функции антиапоптотичес$
кого белка BCL2 [10], лигандов клеточной гибе$
ли TRAIL [4], FASLG [25] и TNFα [26], желчной
кислоты [25], протеасомного ингибитора
MG132 [10], этопозида и паклитаксела [27], ги$
перэкспрессии BID [10], стауроспорина и ульт$
рафиолетового излучения [26]. На данный мо$
мент в англоязычной литературе введены следу$
ющие термины, описывающие разную степень
MOMP в клетке: widespread MOMP [27] — пер$
меабилизация внешней мембраны большинства
митохондрий клетки; incomplete MOMP [26],
minority MOMP [10] и limited MOMP [27] – пер$
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меабилизация внешней мембраны только неко$
торых митохондрий клетки. Если при индукции
апоптоза происходит пермеабилизация наруж$
ной мембраны митохондрий, локализацию ци$
тохрома с в клетке используют для оценки
MOMP. Отличия между нарушением проницае$
мости внешней мембраны большинства митохон$
дрий (wMOMP) и лишь части митохондрий
(iMOMP) можно выявить, определив количест$
во цитохрома с в цитозоле с помощью конфо$
кальной микроскопии [27] – чем более диффуз$
но окрашена цитоплазма, тем больше цитохро$
ма с покинуло митохондрии, и, следовательно,
тем больше митохондрий пермеабилизовано. На
данный момент неизвестны конкретные меха$
низмы, позволяющие части митохондрий сохра$
нить целостность внешней мембраны, однако
вероятным объяснением является протекторное
влияние повышенной экспрессии антиапопто$
тических белков семейства BCL2 [25, 26].

Как после iMOMP, так и после wMOMP
клетка способна восстановить свою жизнеспо$
собность. Клетки HeLa и MDA$MB$231 могут
возвращаться к нормальной жизнедеятельности
после инкубации с этопозидом (100 мкМ) и пак$
литакселом (200 нМ) соответственно в течение
24 ч. При этом происходит пермеабилизация
внешней мембраны большинства митохондрий
(wMOMP), что было выявлено с помощью кон$
фокальной микроскопии клеток, экспрессиру$
ющих Cyt$c$GFP. После снятия апоптотическо$
го воздействия лишь малая часть клеток, пре$
терпевших wMOMP (2–5%), выживает и проли$
ферирует, а цитохром с в таких клетках снова ло$
кализуется в митохондриях [27]. При iMOMP и
wMOMP часть митохондрий сохраняют свою
структурную целостность и продолжают постав$
лять энергию, необходимую для восстановления
клетки. В поздней стадии анастаза фрагменти$
рованные митохондрии способны сливаться и
восстанавливать свою нормальную морфологию
[6, 12]. Однако для успешного протекания анас$
таза клетке необходимо также ликвидировать
последствия MOMP: ингибировать цитозоль$
ный цитохром с, устранить проапоптотические
факторы и удалить поврежденные митохонд$
рии.

В результате секвенирования РНК анастати$
ческих клеток культуры первичных гепатоцитов
мыши было обнаружено значительное увеличе$
ние экспрессии белков аутофагии ATG12 и
SQSTM1 [28]. Возможно, аутофагия участвует в
ликвидации поврежденных митохондрий и ци$
тозольного цитохрома с в анастатических клет$
ках. Известно, что ATG12 и SQSTM1 отвечают
за митофагию и регуляцию гомеостаза митохон$
дрий [29], а увеличение экспрессии ATG12 спо$

собствует быстрой деградации цитохрома с в ци$
тозоле при отсутствии активации каскада эф$
фекторных каспаз [30]. В течение анастаза в
первичных гепатоцитах мыши также обнаруже$
но увеличение экспрессии белков теплового
шока HSPB1, DNAJB1, HSPA1A и HSP90AA1
(человеческие гомологи – HSP27, HSP40,
HSP70 и HSP90 соответственно) [28]. Шаперо$
ны HSP27 и HSP70 способны предотвращать
выход цитохрома с из митохондрий [29]. Также
известно, что HSP40 и HSP70 подавляют акти$
вацию проапоптотического белка BID каспазой
8 и транслокацию проапоптотического BAX в
наружную мембрану митохондрий, а HSP27 по$
давляет митохондриальную транслокацию tBID
[29]. Далее показано, что повышенная экспрес$
сия глицеральдегид$3$фосфатдегидрогеназы
(GAPDH) позволяет клеткам HeLa восстано$
вить целостность внешней мембраны митохонд$
рий, сохранить жизнеспособность и пролифе$
рировать после индукции апоптоза актиноми$
цином D в присутствии каспазного ингибитора
[30]. Такое антиапоптотическое воздействие
GAPDH наблюдается только в отсутствие акти$
вированных каспаз, однако можно предполо$
жить, что GAPDH играет роль в ликвидации
MOMP в процессе анастаза. Все вышеперечис$
ленные факторы могут являться потенциальны$
ми участниками механизмов анастаза, обеспе$
чивающими удаление поврежденных митохонд$
рий и деградацию цитохрома с в цитозоле, а так$
же блокирующими реализацию митохондриаль$
ного механизма апоптоза. Кроме того, важно от$
метить, что некоторые типы клеток, например,
нейроны и кардиомиоциты, могут сохранять
жизнеспособность после микроинъекции ци$
тохрома с в цитоплазму [31]. Это позволяет
предположить, что существуют механизмы дег$
радации цитохрома с без активации апоптоти$
ческого процесса.

Восстановление клеток после MOMP воз$
можно и in vivo: при сердечной недостаточности
многие кардиомиоциты претерпевают выход
цитохрома с и активацию каспазы$3, однако в
этих клетках не выявлено конденсации хрома$
тина, блеббинга и фрагментации цитоплазмы,
как и других признаков позднего апоптоза [3].

Остановка каскада эффекторных каспаз. Кас$
кад эффекторных каспаз считается централь$
ным событием апоптотической гибели, процес$
сом, к которому приводит большинство путей
инициации апоптоза. Активация эффекторных
каспаз долгое время считалась необратимой, так
как они поддерживают апоптоз через положи$
тельные обратные связи [4].

Однако в настоящее время существуют дан$
ные, подтверждающие возможность анастаза
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даже после активации каскада эффекторных
каспаз. Так, прижизненные наблюдения показа$
ли, что в клетках HeLa, экспрессирующих био$
сенсор к каспазе$3, происходит активация кас$
пазы$3 после индукции клеточной гибели путем
инкубации с этанолом [6, 12]. При этом такие
клетки восстанавливали нормальную морфоло$
гию и функциональное состояние после удале$
ния этанола из среды культивирования.

Анастаз после активации каспаз был обна$
ружен не только in vitro, но и in vivo. Выявление
анастаза у лабораторных животных — техничес$
ки сложная задача, так как анастатические
клетки могут быть морфологически неотличи$
мы от окружающих нормальных клеток. Tang et
al. разработали биосенсор к эффекторным кас$
пазам (in vivo CaspaseTracker) для Drosophila,
состоящий из двух компонентов [12]. Актива$
ция каскада эффекторных каспаз в клетках с
этим биосенсором вызывает временную
экспрессию первого компонента – красного
флуоресцентного белка. Второй компонент
CaspaseTracker представляет собой зеленый
флуоресцентный ядерный маркер (nucGFP),
который постоянно экспрессируется после вре$
менной активации каскада каспаз в анастати$
ческих клетках и их потомках [12]. Также разра$
ботан биосенсор CasExpress, постоянно
экспрессирующий nucGFP после временной
активации каспазы$3 в клетках и их потомках,
аналогичный по своему действию второму
компоненту CaspaseTracker [32]. Исследова$
ния Drosophila melanogaster с биосенсором
CaspaseTracker продемонстрировали, что после
краткосрочного стрессового воздействия на
животных (переохлаждение, голодание) проис$
ходит экспрессия зеленого и красного флуорес$
центных белков в результате временной актива$
ции каспазы$3 в различных тканях, включая
яичники [12, 33]. Нужно отметить, что биосен$
соры были активированы как во время эмбрио$
генеза дрозофилы, так и во взрослом организме
в различных тканях и органах, что может свиде$
тельствовать об участии временной активации
каскада каспаз в процессе развития насекомого
[12, 32, 33].

Таким образом, можно сделать вывод, что
активация эффекторных каспаз не является точ$
кой невозврата. Одним из объяснений такой об$
ратимости апоптотических событий может быть
предположение о том, что неполная MOMP
(iMOMP или wMOMP) вызывает ограниченный
уровень активации каспаз 9, 7 и 3, которого не$
достаточно для полномасштабного осуществле$
ния гибели клетки, и жизнеспособность такой
клетки может восстанавливаться [10]. Однако
даже в этом случае клетке необходимо избавить$

ся от активированных каспаз, локализованных в
цитозоле. Конкретный механизм ликвидации
каспаз неизвестен, как и неизвестно, насколько
одинаковы механизмы выживания при анастазе
и сохранения жизнеспособности при физиоло$
гической неапоптотической активности каспаз.
Среди предполагаемых путей можно отметить
группу белков теплового шока. HSP27 связыва$
ется с прокаспазой 3 и препятствует ее актива$
ции. HSP27, HSP70 и HSP90 могут подавлять
формирование апоптосомы и активацию каспа$
зы 9 [29]. Усиление экспрессии MDM2, убикви$
тинлигазы, отправляющей p53 на протеасомную
деградацию [34], характерно для анастатических
клеток. В результате снижается экспрессия про$
апоптотического белка BAX. Также MDM2 спо$
собен активировать антиапоптотический белок
XIAP [35], что приводит к ингибированию ини$
циаторных и эффекторных каспаз [36]. В даль$
нейшем предстоит детально исследовать, какие
из этих процессов характеризуют анастаз, а ка$
кие присущи нелетальным функциям апоптоти$
ческих процессов.

Репарация поврежденной ДНК. Важным
признаком поздних стадий апоптоза является
разрушение ДНК. За этот процесс ответственны
апоптотические нуклеазы, такие как AIF, CAD и
ENDOG; эффекторные каспазы также расщеп$
ляют белок PARP, участвующий в репарации
ДНК.

В последние годы стало известно, что анас$
таз может происходить даже на поздних стадиях
клеточной гибели. Первичные гепатоциты мы$
ши и фибробласты NIH3T3 после инкубации с
этанолом способны к анастазу, несмотря на вы$
ход AIF и ENDOG из митохондрий и расщепле$
ние PARP [6]. В большинстве анастатических
клеток наблюдаются разрывы ДНК и хромосом$
ные аберрации, могут появляться микроядра,
некоторые клетки претерпевают опухолевую
трансформацию [6, 10, 28]. В клетках HeLa и
U2OS наблюдается увеличение числа разрывов
ДНК после инкубации с индуктором апоптоза
BH3$миметиком ABT$737 [10]. Авторы данного
исследования сделали вывод о том, что клетки с
повреждениями ДНК являются клетками, вос$
становившими жизнеспособность после реали$
зации определенных, но не всех событий апоп$
тоза. Это может означать, что такие клетки
прошли анастаз.

Если анастаз осуществляется даже на таких
поздних стадиях клеточной гибели, то можно
предположить, что существуют пути ингибиро$
вания разрушения ДНК, характерного для
позднего апоптоза. Конкретные механизмы
этих путей неизвестны, однако многие анаста$
тические факторы могут играть роль в процес$
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сах предотвращения повреждения ДНК. Одним
таким фактором является убиквитинлигаза
MDM2: она вызывает деградацию опухолевого
супрессора p53 и, тем самым, подавляет ассоци$
ированное с p53 развитие митохондриального
механизма апоптоза и соответствующее пов$
реждение ДНК. Показано, что в анастатических
клетках уровень экспрессии MDM2 повышает$
ся [28]. Также известно, что ингибитор нуклеа$
зы CAD (ICAD) и белок репарации ДНК PARP
играют роль в процессе анастаза: экспрессия
ICAD и PARP возвращается к исходным пока$
зателям после удаления апоптотического сти$
мула [6].

Далее показано, что через 6 ч после снятия
проапоптотического воздействия в первичных
гепатоцитах мыши наблюдается снижение
экспрессии генов, кодирующих различные гис$
тоны (Hist1h2ah, Hist1h2ad, Hist1h2ai и др.) [28].
По мнению авторов, такое снижение экспрес$
сии генов гистонов в течение анастаза может
быть связано с ответом клетки на повреждение
генома: недавнее исследование показало, что
деградация гистонов может сопутствовать и
способствовать репарации ДНК [37].

Белок теплового шока HSP70 также может
играть роль в снижении повреждений ДНК в те$
чение анастаза. HSP70 способен взаимодейство$
вать с AIF и ENDOG и, тем самым, препятство$
вать деградации ДНК [29], уровень экспрессии
HSP70 повышен в течение анастаза [28]. Также
известно, что в ходе анастаза возрастает
экспрессия генов Btg1, Cdkn1a и Trp53inp1,
участвующих в остановке клеточного цикла, это
может способствовать репарации ДНК [28]. Ау$
тофагия также может обеспечивать удаление не
только поврежденных митохондрий, но и пов$
режденных хромосом и микроядер в анастати$
ческих клетках: экспрессия белков аутофагии
ATG12 и SQSTM1 в первичных гепатоцитах мы$
ши повышена через 3 ч и 6 ч после апоптоза [28].
В настоящее время остается неясным, какие
именно типы аутофагии (базовая, митофагия,
нуклеофагия) могут участвовать в процессе
анастаза.

Несмотря на работу систем репарации в те$
чение анастаза, клетка не может восстановить
все повреждения ДНК. В подавляющем боль$
шинстве изученных случаев в анастатических
клетках наблюдается накопление разрывов
ДНК, образование микроядер и другие призна$
ки генетических нарушений [5, 6, 9–11, 27]. Бо$
лее того, в результате накопления повреждений
ДНК опухолевые клетки могут становиться бо$
лее злокачественными, а нормальные клетки —
претерпевать опухолевую трансформацию [6, 9,
10, 27]. Последствия анастаза, связанные с этим,

подробно описаны ниже в соответствующем
разделе.

Ликвидация экстернализованного фосфати5
дилсерина. Анастаз после экстернализации ФС
обнаружен in vitro в клетках карциномы молоч$
ной железы мыши MOD [38], первичных кардио$
миоцитах мыши и клетках культуры HL1 [6, 12].
Восстановление клеток после экстернализации
ФС также возможно in vivo. Фосфатидилсерин,
меченный аннексином V, при индукции апопто$
за ишемическим стрессом в кардиомиоцитах
мыши и кролика первоначально обнаруживался
на поверхности плазматической мембраны,
позднее – внутри выживших клеток в составе
везикул. В конечном итоге ФС не регистриро$
вался на поверхности кардиомиоцитов, подвер$
гавшихся ишемии [39]. Эти результаты свиде$
тельствуют о возвращении ФС во внутренний
монослой плазматической мембраны и восста$
новлении асимметричности распределения
фосфолипидов, что говорит об обратимости
ранних этапов апоптоза.

Известно, что клетки, выжившие после вре$
менной индукции апоптоза, сохраняют ФС,
экспонированный во внешнем монослое, толь$
ко в течение нескольких часов [6, 12]. Предпо$
лагается, что анастазирующим клеткам необхо$
димо избавиться от экстернализованного фос$
фатидилсерина, чтобы избежать фагоцитоза.
Вероятно, ликвидация фосфатидилсерина из
внешнего монослоя плазматической мембраны
является важной составляющей анастаза, хотя
молекулярный механизм этого процесса остает$
ся неизвестным.

Слияние апоптотических телец. Финальной
стадией апоптоза является распад клетки на
апоптотические тельца с их последующим фаго$
цитозом. Однако есть данные, свидетельствую$
щие о том, что анастаз может протекать даже
после фрагментации клетки. Прижизненные
наблюдения продемонстрировали, что после
временной инкубации культуры HeLa со стау$
роспорином апоптотические тельца способны
сливаться и образовывать клетки с морфологи$
ей, которая выглядит вполне нормальной [29].
Фрагменты клеток легочной карциномы H446
также могут сливаться после временной индук$
ции апоптоза воздействием этанола [12]. Анас$
татические клетки имели повышенное число
микроядер и хромосомных аберраций [6, 28].
Это свидетельствует о неспособности апоптоти$
ческих телец с поврежденными хромосомами
правильно соединяться с образованием одно$
ядерной клетки, что, в свою очередь, может уси$
ливать  анеуплоидию опухолевых клеток [6, 12].

В настоящее время механизмы слияния
апоптотических телец и последующего восста$

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1350



ОБРАТИМОСТЬ АПОПТОЗА

новления нормальной морфологии и функций
клетки остаются неизвестными. Как уже упо$
миналось, недавние исследования демонстри$
руют важную роль экспонирования фосфати$
дилсерина на внешнюю сторону плазматичес$
кой мембраны в процессах слияния клеток, та$
ких как образование миотубул, слияние пов$
режденных аксонов и слияние макрофагов [29].
Можно предположить, что апоптотические
тельца с экстернализованным ФС используют
похожие механизмы для слияния и восстанов$
ления клетки.

ЭТАПЫ АНАСТАЗА

Анастаз не является мгновенным событием.
От удаления проапоптотического стимула до
восстановления нормального функционирова$
ния и морфологии клетки проходит период вре$
мени, который возможно поделить на отдель$
ные этапы. В настоящее время материалов, зат$
рагивающих проблему последовательности
процессов анастаза, крайне мало. Sun et al. в
2017 г. [40] провели исследование транскрипто$
ма клеток HeLa в различные сроки после сня$
тия проапоптотического воздействия. Они выя$
вили две фазы анастаза: раннюю пролифера$
тивную и позднюю миграционную фазы, отли$
чающиеся группами экспрессируемых генов
[40].

Для индукции апоптоза клетки HeLa инку$
бировали с 5%$ным этанолом в течение 3 ч. В
культуре выявляли клетки с блеббингом, сжати$
ем цитоплазмы и выходом цитохрома с в цито$
золь. Oкрашивание флуоресцентным зондом к
каспазе$3 продемонстрировало ее активацию ~ в
75% клеток. После замены культуральной среды
с этанолом на среду без этанола клетки восста$
новили нормальную уплощенную морфологию.
Было произведено секвенирование РНК необ$
работанных клеток, клеток после 3 ч инкубации
с этанолом, а также клеток через 1, 2, 3, 4, 8 и
12 ч после прекращения инкубации с этанолом.
Восстановление нормальной уплощенной мор$
фологии произошло уже через ~ 4 ч. Для про$
верки результатов анализа транскриптома была
использована ПЦР в реальном времени с обрат$
ной транскрипцией. Способность к анастазу и
экспрессия генов также были исследованы в
клетках HeLa после воздействия стауроспорина
и после комбинированного воздействия TNFα и
циклогексимида, а также в клетках глиомы че$
ловека H4 после инкубации с этанолом. Необ$
ходимо отметить, что лишь 5,6% клеток восста$
новили нормальную жизнедеятельность после
инкубации с TNFα и циклогексимидом, что мо$

жет быть связано с высокой аффинностью
TNFα к его рецептору [40].

Анализ данных секвенирования РНК мето$
дом главных компонент выявил различия в двух
группах анастазирующих клеток: клеток через
1–4 ч после снятия проапоптотического воздей$
ствия (ранняя фаза) и клеток через 8 и 12 ч
(поздняя фаза). Эти две группы значительно от$
личались друг от друга и от исходных клеток, не
подвергавшихся проапоптотическим воздей$
ствиям. Для сравнения транскрипции генов в
ранней и поздней фазе анастаза была использо$
вана программа AutoSOME, анализ Gene
Ontology (GO) и анализ сигнальных путей на ос$
нове Киотской энциклопедии генов и геномов
(KEGG). Обнаружено, что в ранней фазе анас$
таза усиливается экспрессия 1172 генов, вклю$
чая следующие группы генов (по GO): «регуля$
ция клеточного цикла», «регуляция пролифера$
ции», «регуляция клеточной гибели», «ответ на
клеточный стресс», «модификация хроматина»
и «регуляция транскрипции». Экспрессия генов
последней группы («регуляция транскрипции»)
была значительно увеличена [40]. Кратковре$
менная инкубация клеток HeLa и U2OS с субле$
тальной дозой ингибитора транскрипции акти$
номицина D сразу после удаления проапоптоти$
ческого стимула значительно снижает число
восстановившихся клеток [6]. В совокупности
эти данные подтверждают ключевую роль тран$
скрипции новых мРНК в анастазе. Также в ран$
ней фазе анастаза повышена активность сиг$
нальных путей, связанных с регуляцией клеточ$
ного цикла и выживанием клетки, таких как
TGFβ, MAPK и Wnt (по KEGG). Данные об уси$
лении экспрессии генов регуляции клеточного
цикла и активации пролиферации подтверж$
дают тот факт, что в течение ~11 ч после удале$
ния проапоптотического стимула число клеток
HeLa возрастало, а затем темпы роста популя$
ции уменьшились [40].

В поздней фазе анастаза усиливается экспрес$
сия 759 генов из следующих групп (по GO): «про$
цессинг некодирующих РНК», «биогенез рибо$
сом» и «экспрессия генов»; также повышена ак$
тивность посттранскрипционных процессов
(транспорт РНК, процессинг белков и эндоци$
тоз), формирования фокальных контактов и ре$
гуляции актинового цитоскелета (по KEGG).
Усиление экспрессии генов регуляции адгезии и
актинового цитоскелета могут свидетельствовать
о том, что клетки через 8–12 ч после начала вос$
становления способны к миграции. Данная ги$
потеза была подтверждена моделированием раны
in vitro: рана в монослое клеток в поздней фазе
анастаза закрылась быстрее, чем рана в монослое
контрольных клеток. Также большинство анаста$
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зирующих клеток имело более продолговатую ве$
ретенообразную форму [40].

Часть генов ранней фазы анастаза также
экспрессируются и во время апоптоза. Это поз$
воляет предположить, что клетка «рассчитывает
на выживание». Накопление мРНК, необходи$
мых для анастаза, начинается еще до удаления
апоптотического стимула, что объясняет быст$
рое восстановление жизнедеятельности клетки.
Одна из них, мРНК транскрипционного факто$
ра SNAIL, который имеет антиапоптотический
эффект, может способствовать выживанию опу$
холевых клеток [41]. После индукции апоптоза
инкубацией с этанолом и стауроспорином РНК$
интерференция SNAIL препятствует восстанов$
лению клеток HeLa и приводит к повышенному
расщеплению PARP1 – белка, участвующего в
репарации ДНК.

В рамках работы Seervi et al. [27] был прове$
ден протеомный анализ клеток HeLa и MDA$
MB$231 после инкубации с паклитакселом и
этопозидом. Анализ результатов с использова$
нием системы классификации PANTHER пока$
зал, что экспрессия белков трех сигнальных пу$
тей (ядерно$цитоплазматического транспорта,
сигнального пути Ras и Redox$пути) повышена
в анастатических клетках HeLa. Одним из клю$
чевых белков ядерного экспорта является экс$
портин 1 (XPO1). Лептомицин B (специфичес$
кий ингибитор XPO1) уменьшает число анаста$
тических клеток HeLa и MDA$MB$231, т.е. кле$
ток, восстановивших жизнеспособность после
активации апоптоза. Сайленсинг XPO1 вызыва$
ет схожий эффект — нарушение восстановления
жизнеспособности апоптотических клеток. Эти
данные подтверждают важную роль ядерно$ци$
топлазматического транспорта в анастазе. Более
того, ингибирование XPO1 существенно умень$
шает устойчивость анастатических клеток к
повторному воздействию паклитакселом и это$
позидом, а также препятствует повышению их
способности к миграции и инвазии. Основыва$
ясь на этих данных, можно предположить, что
ингибирование ядерного экспорта предотвра$
щает усиление злокачественности клеток в ре$
зультате анастаза.

Важным фактом является то, что часть клеток
может выжить в условиях проапоптотического
стимула без инициации апоптоза. Анализ протео$
ма данных клеток не выявил значительных отли$
чий в экспрессии белков от контрольной группы
[27]. Эти данные подтверждают, что в популяции
присутствуют клетки, устойчивые к проапопто$
тическому воздействию. В дальнейшем необхо$
димо более детальное исследование экспрессии
генов таких клеток для понимания механизмов
подобной резистентности (таблица).

ПОСЛЕДСТВИЯ АНАСТАЗА

Очевидным и важным последствием анаста$
за является само выживание клетки, вступив$
шей в апоптоз. С одной стороны, для опухоле$
вых клеток такое восстановление может увели$
чить риск рецидива и развития устойчивости
после радиационной или химиотерапии. Для ус$
пешного лечения злокачественных новообразо$
ваний необходимо дополнительное подавление
анастаза или новые методики, основанные на
индукции неапоптотической клеточной гибели.
С другой стороны, анастаз в рамках терапии
нейродегенеративных заболеваний открывает
новые механизмы сохранения и защиты ценных
нервных клеток от гибели. Это касается и других
дегенеративных патологий. Не менее важным
последствием анастаза является приобретение
клетками новых, зачастую злокачественных
свойств. В результате повреждения ДНК апоп$
тотическими нуклеазами нормальные клетки
могут претерпевать опухолевую трансформа$
цию, а уже имеющиеся опухоли — прогрессиро$
вать. Также анастаз может играть роль в метаста$
зировании, образовании стволовых клеток опу$
холей и приобретении лекарственной устойчи$
вости после онкотерапевтических воздействий.

Анастаз вызывает повреждения ДНК, хромо5
сомные аберрации и геномную нестабильность.
Как уже было отмечено, анастаз может происхо$
дить даже на поздних стадиях апоптоза, когда
системы разрушения ДНК, такие как ENDOG и
CAD, уже задействованы, и начинается фраг$
ментации ядра и цитоплазмы. В большинстве
исследований, посвященных обратимости
апоптоза, в популяциях анастатических клеток
обнаружены разрывы ДНК, хромосомные абер$
рации, мутации, анеуплоидия и появление кле$
ток с микроядрами.

Индукция апоптоза с помощью этанола в
культурах HeLa, первичных гепатоцитов мыши и
клеток культуры NIH3T3 приводит к увеличению
числа клеток с микроядрами после снятия проа$
поптотического воздействия, что является важ$
ным признаком повреждения ДНК и хромосом$
ных аберраций [6]. После прекращения инкуби$
рования с этанолом также наблюдается увеличе$
ние числа клеток с повреждениями ДНК; метод
ДНК$комет подтверждает накопление множест$
ва одно$ и двунитевых разрывов. Еще одним пос$
ледствием проапоптотического воздействия эта$
нолом является расщепление важного компо$
нента системы репарации ДНК — PARP, что так$
же может способствовать накоплению поврежде$
ний ДНК в анастатических клетках [6].

Обработка клеток глиобластомы человека
LN18 и мезенхимальных эмбриональных фиб$
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Гены, экспрессия которых изменяется в процессе анастаза

№

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

Полное название гена

Mouse double minute 2

BCL2$associated athanogene 3

Heat shock protein beta$1, HSP27 homolog

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1

Heat shock protein 1A, HSP70 homolog

HSP90 homolog

Rac family small GTPase 2

Rac family small GTPase 3

Phosphatidylinositol 3$kinase regulatory subunit alpha

B$cell translocation gene 1, anti$proliferative

Cyclin$dependent kinase inhibitor 1

Tumor protein p53$inducible nuclear protein 1

Histone cluster 1, H2ah histone

Histone cluster 1, H2ad histone

Histone cluster 1, H2ai histone

Autophagy related 12

Sequestosome$1

Activating transcription factor 3

FBJ osteosarcoma oncogene

FBJ osteosarcoma oncogene B

Jun oncogene

Jun$B oncogene

Exportin 1

Nuclear transport factor 2

Ran$specific binding protein 1

Snail family transcriptional receptor 1

Snail homolog 1

Matrix metallopeptidase 9

Matrix metallopeptidase 10

Matrix metallopeptidase 13

Angiopoietin$like 4

Vascular endothelial growth factor A

Placenta growth factor

Ephrin B1

Ephrin B2

Ephrin type$A receptor 2

Ephrin type$B receptor 2

Обозначение гена

Mdm2

Bag3

Hspb1

Dnajb1

HSPa1a

HSP90aa1

RAC2

RAC3

PIK3R1

Btg1

p21/Cdkn1a

Trp53inp1

Hist1h2ah

Hist1h2ad

Hist1h2ai

Atg12

Sqstm1

Atf3

Fos

Fosb

Jun

Junb

XPO1

NUTF2

RANBP1

Snail1

Snai1

Mmp9

Mmp10

Mmp13

Angptl4

Vegfa

PGF

EFNB1

EFNB2

EPHA2

EPHB3

Изменение экспрессии

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

понижение

понижение

понижение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

повышение

Ссылки

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[27]

[27]

[27]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28, 40]

[28, 40]

[28, 40]

[28, 40]

[28, 40]

[27]

[27]

[27]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[28]

[40]

[40]

[40]

[40]

[40]

Примечание. Гены разделены на группы по их предполагаемым функциям. Данные получены на клетках культуры HeLa
[27, 40], HepG2 и первичных гепатоцитах мыши [28]. Результаты получены с помощью анализа протеома и подтверждены
методом ПЦР в реальном времени.

Подавление апоптоза

Остановка клеточного цикла

Компенсация повреждения ДНК

Деградация поврежденных компонентов клетки

Регуляция транскрипции

Ядерный транспорт

Миграция и инвазия

Ангиогенез
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робластов (MEF) in vitro сублетальными концен$
трациями TRAIL и FASLG (индукторами рецеп$
тор$зависимого пути апоптоза), а также циспла$
тином, который активирует ядерный механизм
апоптоза, вызывает мутации в локусе фосфори$
бозилтрансферазы (HPRT) [11]. Фосфорилиро$
ванный гистон H2AX (γH2AX) является марке$
ром повреждений ДНК. Цитометрический ана$
лиз показал дозозависимое увеличение количе$
ства клеток LN18 и MEF с внутриядерными фо$
кусами γH2AX после обработки всеми перечис$
ленными индукторами. Сайленсинг мРНК кас$
пазы 8 или РНК$интерференция CAD предотв$
ращают повреждение ДНК и мутации HPRT.
Это подтверждает ключевую роль каспаз и CAD
в дестабилизации генома анастатических клеток
[11].

Сразу после инкубации клеток HeLa и U2OS
с BH3$миметиком ABT$737 было выявлено уве$
личение числа разрывов ДНК [10]. Как уже упо$
миналось, это показывает анализ фокусов
γH2AX и метод ДНК$комет. Роль нуклеазы CAD
в повреждении ДНК при действии сублеталь$
ных доз ABT$737 была проанализирована на
клетках HeLa и U2OS, в которых методом ре$
дактирования генома CRISPR/Cas9 был создан
дефицит гена, кодирующего CAD. Для доказа$
тельства участия каспазы$3 в повреждениях ге$
нома при воздействии сублетальными дозами
ABT$737 были использованы клетки MCF$7 с
делецией гена каспазы$3. Оказалось, что клетки
HeLa и U2OS, дефицитные по CAD, и клетки
MCF$7 с делецией гена каспазы$3 устойчивы к
воздействию ABT$737, что еще раз подтвержда$
ет участие каскада каспаз и CAD в возникнове$
нии повреждений ДНК. Важно отметить, что в
этих экспериментах была показана корреляция
уровня повреждения ДНК со степенью iMOMP.
Это может свидетельствовать о связи между
уровнем активности митохондриального меха$
низма апоптоза и степенью повреждения ДНК в
клетках, восстановивших свою жизнеспособ$
ность, т.е. в анастатических клетках.

Более того, было обнаружено, что сублеталь$
ные дозы ABT$737 могут вызывать повреждение
ДНК и in vivo: после инъекции мышам ABT$737
происходило увеличение числа γH2AX в клетках
прямой кишки. При этом не наблюдалось уве$
личения частоты апоптотической гибели.

Связь между восстановлением жизнеспособ$
ности клеток после неполной пермеабилизации
наружной мембраны митохондрий и поврежде$
нием генома была продемонстрирована также
на модифицированных клетках линии MelJuSo.
В этих клетках можно индуцировать экспрес$
сию BID на разном уровне. Оказалось, что
экспрессия сублетальной дозы BID индуцирует

iMOMP, частичный выход цитохрома с в цито$
золь и повреждение ДНК. Эти нарушения мож$
но предотвратить с помощью повышенной
экспрессии BCL$XL или воздействием Q$VD$
OPh — ингибитора активации каспаз$3, 8 и 9.
Сублетальная доза FASLG также приводит к
повреждению ДНК в клетках U2OS, и эти нару$
шения генома могут быть предотвращены гипер$
экспрессией BCL$XL или ингибированием кас$
паз [10].

Инкубация клеток с ABT$737 или экспрес$
сия BID способствуют не только повреждению
ДНК, но также хромосомным аберрациям и ге$
номной нестабильности. Периодическая обра$
ботка клеток HeLa и U2OS сублетальными доза$
ми ABT$737 или сублетальная экспрессия BID в
течение 5 или 10 пассажей приводит к значи$
тельному и дозозависимому увеличению числа
клеток с микроядрами. Повышение экспрессии
BCL$XL или ингибирование каспаз Q$VD$OPh
предотвращает появление микроядер, что подт$
верждает роль iMOMP в развитии геномной
нестабильности [10]. Воздействие сублетальны$
ми дозами ABT$737 также способствует ампли$
фикации генов in vitro в клетках протоковой аде$
нокарциномы поджелудочной железы мыши
(PDAC), иммортализованных эмбриональных
фибробластах мыши 3T3$SA и клетках фибро$
саркомы мыши WEHI$S. Гиперэкспрессия BCL$
XL в этих клетках предотвращает амплифика$
цию генов [10].

Сублетальное облучение клеток может вы$
зывать повреждение ДНК с участием каспазы$3.
Liu et al. в 2015 г. [9] показали, что после радиа$
ционной обработки (ионизирующее излучение
56Fe) в клетках культуры MCF10A, IMR90 и пер$
вичных эмбриональных фибробластах мыши
наблюдается повышение уровня γH2AX, и это
увеличение коррелирует с количеством активи$
рованной каспазы$3 и апоптотической нуклеа$
зы ENDOG. Важно отметить, что число индуци$
рованных радиацией фокусов γH2AX повышено
даже через 3 месяца после облучения. Нокдаун
каспазы$3 значительно снижает уровень пов$
реждения ДНК, в то время как нокдаун каспазы
7 вызывает меньший эффект. Экспрессия белка
p53 сохраняется на повышенном уровне в тече$
ние 10 дней после облучения клеток, однако ос$
тается неясным, как присутствие этого белка
связано с повреждением ДНК в анастатических
клетках: нокдаун p53 не влияет на образование
фокусов γH2AX [9].

После воздействия стауроспорином также,
как и после облучения, наблюдается формиро$
вание фокусов γH2AX в ядрах первичных эмб$
риональных фибробластов мыши; нокдаун кас$
пазы$3 почти полностью предотвращает данный
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эффект [9]. Облучение мышей C57BL/6 вызыва$
ет хромосомные аберрации в клетках костного
мозга. Casp3$/$ C57BL/6 мыши в меньшей степе$
ни подвержены хромосомным аберрациям в ре$
зультате облучения [9]. Это еще раз свидетель$
ствует об участии процессов обратимости апоп$
тоза в возникновении генетической нестабиль$
ности клеток.

Существует одна положительная сторона по$
вышения генетической нестабильности опухо$
левых клеток в результате анастаза: мутации мо$
гут привести к опухолевой прогрессии, однако
они также увеличивают число и разнообразие
неоантигенов опухоли. Согласно последним ис$
следованиям, увеличение числа мутаций и нео$
антигенов повышает вероятность распознава$
ния злокачественных клеток иммунной систе$
мой и может повысить эффективность иммуно$
логических методов противоопухолевой тера$
пии [42].

Анастаз способствует опухолевой трансформа5
ции и прогрессии. Значительное число недавних
исследований подтверждает, что клетки, выжив$
шие после сублетального воздействия множест$
вом различных апоптотических индукторов,
претерпевают схожие изменения, связанные с
повреждением ДНК: аккумулируют мутации,
амплифицированные гены и хромосомные
аберрации. Геномная нестабильность может
приводить к опухолевой трансформации нор$
мальных клеток и в сочетании со стимуляцией
эпителиально$мезенхимального перехода и ан$
гиогенеза способствовать прогрессии злокаче$
ственных новообразований.

Активация каспазы$3 играет важную роль в
опухолевом гомеостазе и прогрессии. Напри$
мер, клетки рака прямой кишки HCT116 с нок$
дауном каспазы$3 имеют существенно более
низкую способность к субстрат$независимому
росту, инвазии и формированию метастазов,
чем HCT116, содержащие функциональную
каспазу$3. Также нокдаун каспазы$3 увеличива$
ет чувствительность к радиационной терапии
как in vitro, так и in vivo: темпы пролиферации
Casp3$/$ HCT116 после облучения различными
дозами рентгеновского излучения значительно
ниже, чем у HCT116 дикого типа [43].

Клетки MCF10A, получившие сублетальную
дозу радиации, приобретают способность к
субстрат$независимому росту, что является важ$
ным признаком опухолевой трансформации.
При этом клетки с повышенной активностью
каспазы$3 с большей частотой формировали
субстрат$независимые колонии, чем клетки с
более низкой активностью данного фермента.
РНК$интерференция и нокдаун гена каспазы$3
значительно снижают способность облученных

клеток MCF10A к субстрат$независимому росту.
Такие данные в очередной раз подтверждают
важную роль каспазы$3 в опухолевой трансфор$
мации клеток. Эти клетки после облучения так$
же образуют опухоли при инъекции в мышь
C57BL/6 Nude [9].

Ген MLL (KMT2A) смешанной лейкемии час$
то подвергается перестройкам и является важ$
ным участником онкогенной программы для
различных типов лейкемии. Исторически счи$
талось, что мутации MLL связаны с терапией
ингибиторами топоизомеразы II. Однако совре$
менные исследования продемонстрировали воз$
можное участие каскада каспаз в этом процессе:
ингибирование активности каспазы$3 и CAD
снижает частоту мутаций в локусе MLL [44].
Учитывая важную роль каспазы$3 и CAD в
апоптозе, можно предположить, что анастаз
также способствует онкогенным мутациям.

Индукция рецепторного пути апоптоза так$
же может способствовать опухолевой прогрес$
сии. TRAILR используется в качестве мишени
селективных противоопухолевых химиотера$
пий, так как клетки многих типов опухолей име$
ют повышенную экспрессию TRAILR. Совре$
менные исследования показывают, что
TRAILR$сигналинг играет роль в опухолевой
прогрессии [45]. В мышиных моделях рака лег$
кого и поджелудочной железы человека
(NSCLC и PDAC) активация рецептора
TRAILR2 стимулирует пролиферацию, мигра$
цию и инвазию опухолевых клеток. Нокдаун
Trail в модели аденокарциномы поджелудочной
железы мыши увеличивает шансы на выжива$
ние животного и уменьшает частоту метастази$
рования. Данные клинических исследований
подтверждают гипотезу о роли TRAILR в злока$
чественной трансформации и прогрессии опу$
холей: высокая экспрессия TRAILR2 коррели$
рует с низкой вероятностью выживания мышей
и развитием метастазов в случаях рака прямой
кишки [45]. Это позволяет предположить, что
именно анастатические клетки, которые воз$
никли после индукции апоптоза за счет актива$
ции рецепторного механизма с участием
TRAILR2, являются клеточными источниками
более злокачественного и метастазирующего ти$
па опухолей. 

Как и TRAILR, FAS может выполнять нес$
колько онкогенных функций, включая стимуля$
цию пролиферации и миграции [46]. Ингибиро$
вание сигнального пути FAS блокирует опухоле$
вую трансформацию в различных мышиных мо$
делях [47].

Примечательной особенностью анастаза яв$
ляется то, что антиапоптотические факторы, не$
обходимые для выживания и восстановления
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клетки, стимулируют эпителиально$мезенхи$
мальный переход (ЭМП) [48]. ЭМП — смена
фенотипа клетки с эпителиального на мезенхи$
мальный. Клетка теряет полярность, адгезию к
соседним клеткам и приобретает способности к
миграции и инвазии, характерные для мезенхи$
мальных клеток. ЭМП играет важную роль в за$
живлении ран и эмбриональном развитии, а
также участвует в прогрессии опухолей и мета$
стазировании.

Исследование транскриптома клеток HeLa в
разные промежутки времени в течение анастаза
[40] показало, что через 8–12 ч после снятия
проапоптотического воздействия активны сиг$
нальные пути, ассоциированные с формирова$
нием фокальных контактов и перестройкой ак$
тинового цитоскелета [27, 40]. Помимо этого,
экспрессия транскрипционного фактора
SNAIL1, как уже упоминалось, значительно
увеличена и необходима для протекания анаста$
за в клетках HeLa [40]. SNAIL1 подавляет синтез
Е$кадгерина и тем самым стимулирует ЭМП.
Сигнальные пути TGFβ, Ras/MAPK и Wnt также
активны на ранней стадии анастаза; все эти пу$
ти ассоциированы не только с выживанием, но
и с ЭМП. Экспрессия матричных металлопроте$
аз MMP9, MMP10, MMP13 – ферментов, необ$
ходимых для преодоления клеткой базальной
мембраны в процессе инвазии, – увеличена в
поздней стадии анастаза [28, 40]. Таким обра$
зом, анастаз способен стимулировать ЭМП и
способствовать метастазированию клеток ново$
образований.

Анастаз может благоприятствовать транс$
формации клеток опухолей в опухолевые ство$
ловые клетки. Опухолевые стволовые клетки
более устойчивы к лекарственным воздействиям
и часто являются причиной рецидивов новооб$
разований. Недавнее исследование продемон$
стрировало повышенную экспрессию маркера
стволовости CD44 в некоторых анастатических
клетках рака молочной железы MCF$7, T47D и
MDA$MB$231 in vitro и in vivo. Предварительное
подавление или стимуляция метилирования
ДНК нарушает стволовую трансформацию ра$
ковых клеток, что свидетельствует о важной ро$
ли эпигенетической регуляции в этом процессе
[49].

Известно, что в ходе анастаза происходит
увеличение продукции факторов ангиогенеза
[28, 40]. Экспрессия ангиогенных факторов се$
мейства эфринов (EFNB1, EFNB2) и их рецеп$
торов значительно увеличена в течение анастаза
в клетках HeLa [40]. Экспрессия фактора роста
плаценты (PGF) значительно повышена на про$
тяжении суток после индукции апоптоза в клет$
ках HeLa. PGF связывается с рецептором VEGF

и способствует ангиогенезу путем стимуляции
пролиферации и миграции клеток эндотелия
[50]. Экспрессия ангиопоэтин$подобного белка
4 (ANGPL4) и фактора роста сосудов А (VEGFA)
также повышена в течение анастаза в культурах
клеток HepG2 и первичных гепатоцитах мыши
[28]. С одной стороны, стимуляция ангиогенеза
благоприятствует быстрому восстановлению
тканей после ишемии или других повреждений.
Однако развитие новых кровеносных сосудов
также может способствовать злокачественной
трансформации и метастазированию опухоле$
вых клеток, и вместе с другими онкогенными
последствиями анастаза создает крайне опасное
сочетание.

Анастаз способствует приобретению лекар5
ственной устойчивости. Одним из важных послед$
ствий повреждения ДНК, геномной неста$
бильности и увеличения частоты мутаций в ре$
зультате анастаза является ускорение отбора
опухолевых клеток, устойчивых к лекарствен$
ным воздействиям. Так, после индукции апоп$
тоза этопозидом и паклитакселом клетки HeLa
и MDA$MB$231 становятся более устойчивыми
к повторному воздействию — доля выживших
анастатических клеток выше на 15–30% [27];
это свидетельствует о возникновении лекар$
ственной устойчивости к этопозиду и паклитак$
селу. Культивирование клеток лимфомы мыши
LyBcl2$6 и LyBcl2$9 с периодической обработ$
кой BH$3$миметиком ABT$199 (также известен
как венетоклакс) приводит к приобретению ус$
тойчивости к воздействию ABT$199 и частичной
устойчивости к другим противоопухолевым
препаратам; мутации в семействе генов Bcl2
предотвращают связывание белка с BH$3$миме$
тиком. Можно предположить, что повреждение
ДНК и аккумуляция мутаций в результате суб$
летального проапоптотического воздействия
ABT$199 способствует приобретению лекар$
ственной устойчивости к данному препарату
[51]. После длительного воздействия TRAIL
клетки Bax–/– HCT116 теряют чувствительность
к TRAIL в результате снижения экспрессии
TRAILR и приобретают устойчивость к комби$
нированному воздействию TRAIL и бортезоми$
ба или MG$132 [52].

Учитывая результаты данных исследований,
можно предположить, что вне зависимости от
выбранного апоптотического индуктора анас$
таз может способствовать развитию лекар$
ственной устойчивости. Важно отметить, что
возможно появление не только специфической
устойчивости к противоопухолевому агенту, но
и потеря чувствительности к некоторым ком$
бинированным терапиям. Таким образом,
анастаз может явиться еще одним механизмом
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развития множественной лекарственной ус$
тойчивости (МЛУ) опухолевых клеток. Так как
приобретение лекарственной устойчивости
после периода противоопухолевой химиотера$
пии играет ключевую роль в рецидивах новооб$
разований, исследование роли анастаза в фор$
мировании такой устойчивости требует самого
пристального внимания и более широкого ис$
следования.

На протяжении длительного времени апоп$
тоз считался необратимым процессом. Относи$
тельно недавно появились данные о возможнос$
ти выживания клеток после инициации апопто$
за [5, 6]. В различных работах были предприня$
ты попытки найти «точку невозврата» — апоп$
тотическое событие, после которого клетка не$
минуемо погибает. Обилие результатов исследо$

ваний, полученных в последние годы, ставит
под сомнение существование такой универсаль$
ной «точки». Обратимость отдельных апоптоти$
ческих событий в рамках апоптоза и анастаз в
целом обнаружены в разнообразных модельных
системах как in vitro, так и in vivo; также наблю$
дается обратимость апоптоза, протекающего по
различным механизмам инициации, включая
рецептор$зависимый [4, 25, 26], митохондри$
альный [9, 10], ядерный [9, 26, 27] и с участием
стресса ЭПР [10]. Обнаружено, что выживание
клетки возможно даже на поздних стадиях апоп$
тоза, несмотря на пермеабилизацию внешней
мембраны митохондрий [4, 10, 25–27], разруше$
ние ДНК апоптотическими нуклеазами [5, 6,
9–11, 27] и распад клетки на апоптотические
тельца [29].

Возможно, мы получим более полное пони$
мание апоптоза и анастаза, если будем рассмат$
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ривать обратимый апоптотический процесс как
взаимодействие проапоптотических и анти$
апоптотических сигналов. Недавние исследова$
ния подтверждают, что синтез мРНК некоторых
факторов выживания, необходимых для анаста$
за, начинается еще во время воздействия апоп$
тотическим стимулом [28, 40] — таким образом
клетка «готовится» выжить. Если апоптотичес$
кий стимул достаточно силен и продолжителен,
возможна устойчивая активация проапоптоти$
ческих сигналов, запуск положительных обрат$
ных связей и быстрое завершение апоптоза. Ес$
ли апоптотический стимул оказывается крат$
ковременным или сублетальным, клетка может
инициировать апоптоз, но не достичь необходи$
мого уровня проапоптотических сигналов —
апоптотического плато [4]. Неустойчивый ба$
ланс проапоптотических и антиапоптотических
факторов может сместиться как в сторону гибе$
ли, так и в сторону выживания.

Возникает вопрос, может ли анастаз, как и
отдельные апоптотические события, играть роль
в физиологических процессах? Апоптотические
каспазы, чья активность не приводит к запуску
гибели клеток, принимают участие в развитии и
регенерации многих тканей, таких как волокна
хрусталика, форменные элементы крови, кост$
ная ткань. Также активность каспаз важна при
развитии и дифференцировке нервной ткани и в
осуществлении функциональной активности
центральной нервной системы [7]. Анастаз в со$
четании с компенсаторной пролиферацией мо$
жет служить механизмом восстановления после
повреждения тканей организма. Этим же целям
может служить анастаз в сочетании с аутофаги$
ей (рисунок).

Временная активация апоптотических кас$
паз возможна и в половых клетках D. melano'
gaster in vivo после переохлаждения или голода$
ния животных [12]. Вероятно, анастаз служит
механизмом усиления мутагенеза в ответ на
внешний стресс, что, в свою очередь, может
способствовать ускорению отбора более при$
способленных организмов. Однако геномная
нестабильность, ассоциированная с анастазом,
также может являться причиной появления ге$
нетических заболеваний (рисунок).

Как и проблема анастаза, обратимость не$
апоптотических видов клеточной гибели на дан$
ный момент исследована недостаточно. Лишь в
последние годы были опубликованы данные,
свидетельствующие о возможности выживания
клеток после инициации ферроптоза [14], нек$
роптоза и пироптоза [13]. Дальнейшее изучение
обратимости неапоптотических видов клеточ$
ной гибели расширит понимание физиологичес$
ких процессов, ассоциированных с этими типа$
ми гибели клеток, и положит основы для разра$
ботки новых методов терапии заболеваний, свя$
занных с гибелью или выживанием клеток.
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Apoptosis is the best understood variant of regulated cell death, which has been considered irreversible for a long time.
To date, an increasing amount of data has been accumulating indicating that key events of apoptosis, such as the exter$
nalization of phosphatidylserine, mitochondrial outer membrane permeabilization, caspase activation, DNA dam$
age, and cytoplasmic blebbing are not irreversible and can be involved in the normal cell functioning not associated
with the induction of apoptosis. Anastasis – cell recovery after induction of apoptosis – can occur following elimina$
tion of proapoptotic stimuli. This can facilitate survival of damaged or tumor cells. This review describes key process$
es of apoptosis, which do not necessarily lead to cell death during normal cell activity as well as anastasis.
Understanding mechanisms and consequences of apoptotic processes reversibility, on the one hand, could contribute
to the improvement of existing therapeutic approaches for various diseases, including malignant neoplasms, and, on
the other hand, could open up new possibilities for protecting cellular elements of tissues and organs from death dur$
ing treatment of degenerative pathologies. 

Keywords: apoptosis, apoptosis reversibility, anastasis, caspase activation, MOMP, PS externalization, blebbing



1361

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  10,  с.  1361  –  1371

УДК 577.152.23

1 Department of Biology, University of Rome “Tor Vergata”, 00133 Rome, Italy; E�mail: mauro.piacentini@uniroma2.it
2 Clinical and Experimental Hematology Laboratory, Department of Clinical and Toxicological Analysis,

Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, Brazil
3 National Institute for Infectious Diseases I.R.C.C.S. "Lazzaro Spallanzani" 00149 Rome, Italy

4 Department of Immunology, Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo, Brazil
5 Laboratory of Molecular Medicine, Institute of Cytology of the Russian Academy of Science,

194064 St. Petersburg, Russia

Поступила в редакцию 09.07.2020
После доработки 21.07.2020

Принята к публикации 21.07.2020

Трансглутаминаза 2�го типа (TG2) – мультифункциональный белок, участвующий в различных биологичес�
ких процессах, направленных на поддержание клеточного гомеостаза, таких как клеточная гибель и аутофа�
гия. Сейчас появляется все больше исследований, подтверждающих важную роль аутофагии в регуляции ге�
мопоэза. Основываясь на этом, мы решили изучить in vivo роль TG2 в гемопоэзе при нормальных условиях и
в условиях недостатка питательных веществ. Мы обнаружили, что у мышей, нокаутных по TG2, наблюдает�
ся уменьшение числа и скорости дифференцировки гемопоэтических стволовых клеток в костном мозге.
В данной работе мы показали, что, вероятнее всего, подобные эффекты на кроветворную систему обуслов�
лены TG2�зависимыми нарушениями аутофагии. Более того, активация аутофагии при голодании предотв�
ращала остановку дифференцировки гемопоэтических предшественников у ТG2�нокаутных мышей. Также
мы показали, что в отсутствие TG2 значительно нарушена активация RhoA/ERK1/2 пути, который необходим
для регуляции гомеостаза гемопоэтических предшественников в красном костном мозге. Таким образом, на�
ше исследование расширило знания о TG2, обнаружив новую роль этого фермента в регуляции гемопоэза.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: трансглутаминаза 2�го типа, гемопоэтические стволовые клетки, аутофагия.

DOI: 10.31857/S0320972520100048

ТРАНСГЛУТАМИНАЗА 2�ГО ТИПА УЧАСТВУЕТ В РЕГУЛЯЦИИ
ГОМЕОСТАЗА ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
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ВВЕДЕНИЕ

Начало кроветворной системы дают гемопо�
этические стволовые клетки (HSC). Ключевым
свойством HSC является их способность к само�
обновлению, что обеспечивает поддержание по�
пуляции недифференцированных клеток, спо�

собных созревать в различные типы кровяных
клеток, необходимых в данный момент организ�
му [1]. HSC представляют собой гетерогенную
популяцию, которую можно разделить на долго�
живущие (LT, Long�Termed) и короткоживущие
(ST, Short�Termed) HSC в зависимости от их по�
тенциала к самообновлению [2]. LT�HSC сос�
тавляют лишь ~0,05% от клеток красного кост�
ного мозга (BM) взрослой мыши, однако они
способны обеспечивать гемопоэз на протяже�
нии всего времени жизни организма [3]. Напро�
тив, ST�HSC представлены в большем количе�
стве в BM, но имеют ограниченную способность
к самообновлению [3]. HSC дифференцируются
в мультипотентные клетки�предшественники
(MPP, multipotent progenitors), которые теряют
способность к самообновлению, но способны к
пролиферации и дальнейшей дифференцировке
[4–6]. MPP дают начало клонально ограничен�
ным предшественникам: клеткам�предшествен�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : BM – костный мозг; CFU –
колониеобразующие единицы; HSC – гемопоэтические
стволовые клетки; LT�HSC и ST�HSC – долгоживущие (LT,
Long�Termed) и короткоживущие (Short�Termed) HSC;
KO – мыши, нокаутные по ТG2; LK – Lin– c�Kit+ гемопоэ�
тические клетки, обогащенные миелоидными и мегакарио�
цитарно�эритроидными предшественниками; LSK – Lin–

c�Kit+ Sca�1+ гемопоэтические клетки, содержащие LT�
HSC, ST�HSC и MPP; MPP – мультипотентные клетки�
предшественники; PHSC – предшественники HSC; TG2 –
трансглутаминаза 2�го типа; WT – мыши дикого типа.

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.
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никам миелопоэза и клеткам�предшественни�
кам лимфоцитопоэза [7–9]. HSC совместно с
другими клетками и внеклеточным матриксом
формируют «нишу» HSC [10, 11], где через
межклеточные взаимодействия и секрецию хе�
мокинов и цитокинов [12, 13] осуществляется
регуляция HSC [12, 14–17]. «Ниши» HSC очень
чувствительны к стрессу [18], инфекциям и вос�
палительным процессам [19].

Аутофагия – высококонсервативный ката�
болический процесс деградации внутриклеточ�
ных элементов в лизосомах, направленный на
поддержание клеточного гомеостаза [20, 21]. Ау�
тофагия участвует в поддержании жизнеспособ�
ности HSC, защищая их от метаболического
стресса [22–24]. После лишения HSC стимуля�
ции цитокинами ex vivo или при голодании in
vivo в них значительно повышался уровень ауто�
фагии, чего не наблюдалось у их короткоживу�
щих миелоидных потомков [25]. С этим согласу�
ются и другие данные, показывающие снижение
уровня аутофагии в целом по мере возрастания
уровня дифференцировки клеток [25, 26]. В фи�
зиологических условиях взрослые HSC находят�
ся в «спящем», гликолитическом состоянии до
тех пор, пока они не будут призваны восполнить
запасы кровяных клеток [27]. Высокий уровень
аутофагии/митофагии представляется крайне
важным для покоящихся клеток, так как избав�
ляет их от поврежденных митохондрий и актив�
ных форм кислорода (АФК) [28]. Нарушения в
процессе аутофагии вызывают накопление ми�
тохондрий и переход HSC в активированное ме�
таболическое состояние, что провоцирует их
дифференцировку в миелоидные клетки через
эпигенетическую регуляцию [29]. Делеция ге�
нов Atg5 и Atg7 вызывает снижение количества
HSC и нарушение поддержания их гомеостаза
[21, 26], что ассоциировано с повышенной про�
дукцией АФК, индукцией апоптоза [30] и в ито�
ге ведет к недостаточности костного мозга [21,
26]. Мы продемонстрировали, что трансглута�
миназа 2�го типа (TG2, transglutaminase type 2)
играет важную роль в созревании и деградации
аутофагосом как в нормальном, так и в стрессо�
вом состояниях [31–33]. Аналогичную роль TG2
играет в митофагии [34] и регуляции метаболиз�
ма митохондрий [35]. TG2 – уникальный, пов�
семестно распространенный многофункцио�
нальный член семейства трансглутаминаз, спо�
собный катализировать Са2+�зависимые пост�
трансляционные модификации белков, такие
как межмолекулярные сшивки, аминирование
белков и дезаминирование глутамина [36]. Так�
же TG2 может проявлять ГТФазную, АТФаз�
ную, протеинкиназную и протеин дисульфид�
изомеразную активности [37–42]. Благодаря

своей широкой функциональности TG2 вовле�
чена во многие патофизиологические процессы
[37, 43, 44].

Сведения о том, что ряд внутриклеточных
процессов, модулирующих гомеостаз HSC, так�
же регулируется TG2, побудили нас исследовать
роль этого фермента в поддержании гомеостаза
стволовых клеток. Для этой цели мы проанали�
зировали состав HSC популяций, полученных
из BM мышей дикого типа (WT), и мышей, но�
каутных по TG2 (KO) в нормальных условиях и
при недостатке питательных веществ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Животные. В экспериментах использовались
мыши�самцы инбредные C57BL/6, дикого типа
(WT) и нокаутные по ТГ2 (KO), возраст 2–3 ме�
сяца [45]. Всех животных содержали в свобод�
ных от патогенов условиях в виварии University
of Rome «Tor Vergata» (Италия) с естественным
циклом освещения при 20 °С и свободным дос�
тупом к воде и пище. Для эксперимента с акти�
вацией аутофагии часть мышей имели свобод�
ный доступ к пище, а часть была подвержена го�
лоданию в течение 24 ч.

Клетки костного мозга. Клетки костного моз�
га (ВМ) были получены путем промывания ме�
дуллярной полости бедренной и большеберцо�
вой кости культуральной средой Iscove («Sigma®
Chemical Company», США) содержащей 10%
фетальной бычьей сыворотки после отрезания
эпифиза. Клетки центрифугировали при
1500 rpm в течение 5 мин при 4 °С, фракцию
красных кровяных телец лизировали на льду с
0,2% NaCl в течение 20 с, затем с 1,6% NaCl в те�
чение 20 с, затем промывали с PBS («Gibco»,
США) и считали количество клеток при помо�
щи гемоцитометра.

Оценка колониеобразующих единиц (CFU).
Для оценки функциональности популяции
HSC, изолированных из мышей WT и KO, был
выполнен анализ колониеобразующих единиц
(CFU). Для каждой мыши (n = 3 самца в каждой
группе) клетки BM рассаживали в количестве
10 000 клеток на чашки Петри (диаметр 35 мм) и
культивировали в среде, содержащей метилцел�
люлозу (MethoCultTM GF M3434, «StemCell
Technologies», Канада) [46]. MethoCultTM GF
M3434 – специальная среда, предназначенная
для поддержания оптимального роста и диффе�
ренцировки эритроидных клеток�предшествен�
ников (CFU�E, BFU�E), гранулоцитарно�мак�
рофагальных клеток предшественников (CFU�
GM, CFU�G, CFU�M) и промиелобластов
(CFU�GEMM). Культуры клеток инкубировали
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при 37 °С во влажной атмосфере, содержащей
5% СО2 в течение 2 и 12 дней, после чего чашки
наблюдали под микроскопом, идентифициро�
вали и подсчитывали образовавшиеся колонии.
За колонии считали группы клеток >30 штук.

Цитометрическое определение HSC и предше�
ственников HSC (PHSC). Для отличия HSC от
других клеток костного мозга была проведена
проточная цитометрия с комбинацией окраши�
вания маркеров клеточной поверхности [47].
Каноническая клеточная стратегия, используе�
мая для анализа популяции HSC, включает в се�
бя первую элиминацию дифференцированных
клеток с использованием маркеров, идентифи�
цирующих дифференцированные клетки крови,
так называемый lineage cocktail с антителами
против примерно восьми маркеров дифферен�
цировки, называемых Lin�селекцией, в сочета�
нии с положительным отбором для маркера, ко�
торый, как известно, экспрессируется на HSC,
таких как Kit1 (K) и Sca�1 (S). Среди гемопоэти�
ческих клеток было проведено разделение на
Lin– c�Kit+ (LK), обогащенные миелоидными
предшественниками и мегакариоцитарно�эрит�
роидными предшественниками, и Lin– c�Kit+

Sca�1+ (LSK), содержащие долгосрочные HSC,
краткосрочные HSC и мультипотентные пред�
шественники MPP [5, 48]. Для обнаружения
HSC и PHSC все клетки BM были помечены ан�
тителами, как описано Ema et al. [49]. Все анти�
тела были приобретены у компании «BD
Biosciences», США за исключением Lin–

(«Biotin�antibody cocktail», США) и вторичного
антитела anti�Biotin («Miltenyi Biotec®», США).
3 × 106 клеток BM (для каждого образца) снача�
ла инкубировали с Biotin�antibodies cocktail
(Lin): (anti CD�5; Ter�119; Gr�1 (Ly�6G/C);
CD45R (B220); CD11b+) 10 мин при 4 °С, про�
мывали PBS и затем инкубировали еще 10 мин в
присутствии anti�biotin�PE, Sca�1 PE�CyTM7 и
cKit PerCP�CyTM 5.5. Чтобы отличить LT�HSC,
ST�HSC и MPP (PHSC) клетки, были также до�
бавлены антитела CD90.1 (Thy�1.1)�APCy�7 и
Flt3/Flk�2 лиганд AP, с которыми инкубировали
15 мин при 4 °С. Для анализа мы использовали
FACS CANTO II (4 laser, «Becton�Dickson»,
США). Для проверки результата был использо�
ван способ Fluorescent Minus One (FMO). Было
получено 3 × 106 событий для каждого образца и
1 × 105 событий для FMO контролей. Данные
были обработаны в программе FlowJo v.10Æ.

Иммуноблоттинг популяции клеток BM.
Экспрессия белков TG2, ERK, pMEK, p21, p27 и
p53 была проанализирована во всей популяции
клеток BM. Клетки BM, изолированные из мы�
шей WT и KO, промывали 3 раза в PBS (pH 7,4)
и лизировали с буфером Ripa («Pierce Biotechno�

logy Inc.», США), содержащим смесь ингибито�
ров протеаз и фосфатаз («Sigma�Aldrich Corp.»,
США). Количество белка в полученных лизатах
определяли по методу Брэдфорда с использова�
нием бычьего сывороточного альбумина в каче�
стве стандарта. В каждую лунку наносили по
30 мкг белка в буфере Laemmli, разделение про�
водили в 10–12,5% SDS�полиакриламидном ге�
ле, после чего проводили перенос на нитроцел�
люлозную мембрану («Millipore Corporation»,
США) в системе мокрого переноса («Bio�Rad
Laboratories Inc.», США). Мембраны инкубиро�
вали в 5%�ном растворе обезжиренного молока
в T�PBS (PBS + 0,05% (v/v) Tween 20) в течение
1 ч. Затем мембрану инкубировали с первичны�
ми антителами в разведении 1/1000 («Cell
Signaling Technology», США) в течение ночи. На
следующий день мембраны трижды промывали
с T�PBS, после чего инкубировали со вторичны�
ми антителами, конъюгированными с перокси�
дазой хрена («Bio�Rad Laboratories Inc.», США,
разбавление 1/5000), в течение 1 ч при комнат�
ной температуре. После трехкратной отмывки с
T�PBS в течение 10 мин мембраны промывали с
помощью реагентов ECL kit («Amersham ECL
Western TMAdvance Blotting Detection», США).
Хемилюминесцентную реакцию регистрирова�
ли на приборе «Amersham ECL Western
TMAdvance Blotting Detection», США. Результаты
нормировали по интенсивности хемилюминес�
ценции β�актина (1/40 000 анти�β�актин, «Cell
Signaling Technology», США) и выражали в про�
извольных единицах.

Статистический анализ. Результаты представ�
лены в виде среднего значения ± стандартное
отклонение. Данные были проверены на нор�
мальность, достоверность различий проверяли
t�тестом Стьюдента и однофакторным диспер�
сионным тестом (1 way Anova). Значение p < 0,05
считалось статистически достоверным. Анализ
проводили с использованием программы
GraphPad Prism версии 5.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Отсутствие TG2 влияет на дифференцировку
гемопоэтических стволовых клеток. Нокаутные
по TG2 мыши, в целом, жизнеспособны и фено�
типически нормальны, но в зрелом возрасте в
условиях стресса демонстрируют ряд дефектов,
таких как умеренная непереносимость глюкозы,
нарушение фагоцитоза апоптотических клеток
[50, 51] и аутофагии [32, 52]. Чтобы изучить вли�
яет ли отсутствие TG2 на HSC и/или предшест�
венники гемопоэтических стволовых клеток
(PHSCs/MPP), мы выделили и охарактеризова�
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ли клетки костного мозга от мышей WT и KO
(рис. S в Приложении).

Как и ожидалось, белок TG2 полностью от�
сутствует в клетках BM мышей КО (рис. 1, а).
Примечательно, что измерение общего числа
клеток в костном мозге показало, что мыши KO
демонстрируют заметное снижение клеточнос�
ти по сравнению с мышами WT (рис. 1, b). Эти
данные побудили нас проанализировать, повли�
яло ли уменьшение количества клеток BM на
популяцию HSC. Клетки BM, изолированные
из мышей WT и KO, были помечены антителами
Lin cocktail (CD�5; Ter�119; Gr�1(Ly�6G/C);
CD45R (B220), CD11b+), Sca�1, c�Kit и проана�
лизированы методом проточной цитометрии
(рис. 1, с). Мы обнаружили значительное увели�
чение популяции LSK мышей КО по сравнению
с WT (рис. 1, d). LSK популяция включает в себя
HSC, но она по�прежнему неоднородна и содер�
жит MPP, LT�HSC и ST�HSC. Для определения
относительного количества этих клеток внутри
LSK популяции были использованы антитела
CD90.1 (Thy�1.1) и Flt3/Flk�2 лиганд – для ха�
рактеристики клеток LT�HSC, ST�HSC и MPP
(рис. 1, с). Результаты показали, что хотя попу�
ляция LT�HSC увеличивается у мышей KO по
отношению к мышам WT (рис. 1, e), ST�HSC
(рис. 1, f) и MPP (рис. 1, g), клетки показывают
противоположное поведение. Очевидное умень�
шение этих абсолютных чисел может свидетель�
ствовать о возможном нарушении их клеточной
дифференцировки.

Далее мы проанализировали способность
HSC к пролиферации и дифференцировке in
vitro c помощью анализа колониеобразующих
единиц (CFU), используя среду Methocult (GF
M3434) (см. Материалы и методы) (рис. 2, а).
После 48 ч культивирования клеток мы наблю�
дали изменения роста эритроидных предшест�
венников с заметным уменьшением числа боль�
ших взрывообразующих единиц (BFU�E), со�
держащих ранние клетки�предшественники, и
более дифференцированные миеломонобласты
(CFU�E), которые формируют меньшие коло�
нии у мышей KO (рис. 2, b). В то время как пос�
ле 12 дней культивирования мы наблюдали
значительное уменьшение числа CFU�G коло�
ний, содержащих гранулоциты. Для остальных
типов колоний существенной разницы не было
(рис. 1, с). Эти данные указывают на то, что TG2
может влиять на процесс дифференцировки от
предшественника GM к зрелым гранулоцитар�
ным клеткам.

Эти данные указывают на то, что экспрессия
TG2 участвует в дифференцировочной способ�
ности LT�HSC по отношению к красным и бе�
лым кровяным клеткам.

Влияние отсутствия TG2 на экспрессию генов
в клетках BM. Чтобы понять молекулярные ме�
ханизмы, ответственные за наблюдаемые разли�
чия в количестве LSK клеток между мышами
КО и WT, мы проанализировали возможные из�
менения в регуляции баланса покой/пролифе�
рация. Было показано, что в процессе гемопоэ�
за в HSC активируются пути MEK/ERK и PI3K,
а фосфорилирование MEK1 активированным
ERK противодействует активации AKT/mTORC
[53]. В соответствии с этим выводом мы провели
вестерн�блот анализ всей популяции клеток ВМ
для выявления уровня активации белков
MEK/Erk1/2, участвующих в поддержании по�
коя HSC [53, 54]. Интересно, что у мышей KO
наблюдалась постоянная активация MEK/Erk1/2
пути, что выражалось в повышенном уровне
фосфорилирования белков MEK1/2 и ERK1/2
(рис. 3, а). Также есть сведения о том, что TG2
необходима для активации ERK1/2, JNK1 и
p38gamma MAP киназ через посттрансляцион�
ные модификации RhoA во время нейронной
дифференцировки, индуцированной ретиное�
вой кислотой [55]. Вдобавок к этому, RhoA игра�
ет важную роль в регуляции клеточного цикла
HSC за счет влияния на микроокружение [56].
Чтобы подтвердить связь между экспрессией
TG2 и влиянием RhoA на HSC в BM, мы детек�
тировали их экспрессию у мышей КО и WT.

Данные, представленные на рис. 3, а, демон�
стрируют, что уровень RhoA значительно увели�
чен у мышей КО. Эти результаты подтверждают
гипотезу о том, что влияние TG2 на
RhoA/ERK1/2/Map киназный сигнальный путь
может быть компенсаторным физиологическим
механизмом. Мы также измерили уровни p53,
p21 и p27, чтобы посмотреть может ли отсут�
ствие TG2 сказываться на регуляции клеточного
цикла. Однако мы не обнаружили существен�
ных изменений в уровне этих белков (рис. 3, b),
таким образом предполагая, что отсутствие TG2
не влияет на пролиферацию клеток BM.

Влияние отсутствия TG2 на гемопоэтические
клетки в условиях дефицита питательных ве�
ществ. Учитывая тот факт, что TG2 вовлечен в
регуляцию аутофагии и контроль TG2 имеет от�
ношение к гомеостазу HSC в BM, мы решили
проверить может ли недостаток питательных ве�
ществ влиять на дифференцировку HSC. Для
этой цели мы проанализировали модуляцию
клеток BM у мышей WT и TG2 KO, которых
кормили нормально или не давали еды в тече�
ние 24 ч. Интересно, что снижение количества
клеток BМ, наблюдаемое в отсутствие TG2, мо�
жет быть значительно уменьшено голоданием
(рис. 4, а). В то время как у мышей WT не было
обнаружено никакого влияния голодания на ко�
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Рис. 1. Отсутствие TG2 изменяет популяцию HSC, полученную из BM взрослых мышей. a – Иммуноблоттинг TG2 кле�
ток BM, полученных из n = 2 WT и n = 2 TG2 KO мышей. В качестве контроля нагрузки использовался актин. b – Общее
число клеток костного мозга мышей WT и KO. Данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение,
***p < 0,01 (n = 6 самцов в каждой группе). c – Схема FACS анализа для иммунофенотипирования HSC и клеток�предше�
ственников (как описано Pronk et al. [48]). С помощью описанного метода были фенотипированы LSK (lin negative Sca�1+

cKit+), LT (LSK, CD90+ Flk2–), ST (LSK CD90+ Flk2+), MPP (LSK CD90– Flk2+), Lin: (CD�5; Ter�119; Gr�1(Ly�6G/C);
CD45R (B220) и CD11b). Данные для анализа 3 × 105 событий для каждого образца и 1 × 105 событий для контроля FMO
были получены с помощью FACS CANTO II. Результаты были проанализированы на программе FlowJo v.10â, были опре�
делены проценты каждой популяции по отношению к клеткам BM. Эти % величины были использованы для расчёта аб�
солютного числа клеток в каждой популяции с использованием количества анализируемых клеток костного мозга. d–g –
Абсолютные числа LSK, LT, ST, MPP клеток соответственно × 106 Lin– клеток. Данные представлены как средние значе�
ния ± стандартное отклонение, *p < 0,05; ***p < 0,001 (n = 6 самцов в каждой группе). (С цветными вариантами рис. 1 и 2
можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)

a
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личество клеток ВМ. Восполнение количества
клеток BM у мышей КО совпадает со значитель�
ным уменьшением числа LSK клеток (рис. 4, b)
с последующим увеличением популяций ST и
MPP (рис. 4, d–e). Полученные данные говорят
о том, что недостаток питательных веществ ин�
дуцирует дифференцировку HSC в BM, на что
отсутствие TG2 влияет негативно.

Полученные данные позволяют предполо�
жить, что отсутствие TG2 ослабляет процесс ау�
тофагии в предшественниках ВМ HSC, тем са�
мым приводя к уменьшению количества ство�
ловых клеток и нарушению статуса их диффе�
ренцировки. Наши результаты показали, что,

вероятнее всего, эти эффекты обусловлены
TG2�зависимой дисрегуляцией аутофагии. И
действительно, индукция аутофагии при голо�
дании снимает блок на дифференцировку на
уровне предшественников LT�HSC, как наблю�
далось у мышей KO. Дальнейшие исследования
необходимы для детального определения моле�
кулярного механизма, который активируется в
отсутствие TG2 и ведет к нарушению гомеоста�
за HSC. Однако мы показали, что RhoA/
ERK1/2 путь, необходимый для регуляции
гомеостаза клеток�предшественников ВМ, зна�
чительно деактивирован в отсутствие TG2.
Таким образом, в нашей работе мы показали
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Рис. 2. Изменение колониеобразующей способности клеток BM мышей, и определение типа колоний. a – Фотографии
колониеобразующих единиц у WT и KO мышей после 12 дней культивирования в специальной среде, содержащей миело�
идные и эритроидные факторы роста (см. «Материалы и методы»). b – Численность колоний BFU�E (Burst Forming Unit�
Erythroid) и CFU�E (Colony Forming Unit�Erythroid) клеток, образовавшихся из HSC костного мозга после 48 ч methocult
анализа. c – Количество незрелых популяций BM у мышей WT и KO через 12 дней после выделения и культивирования в
среде methocult. GEEM – гранулоциты, эритроциты, макрофаги и мегакариоциты, GM – гранулоциты и макрофаги, G –
гранулоциты и M – макрофаги. Данные представлены как средние значения ± стандартное отклонение, * p < 0,05, ** p <
0,01 и *** p < 0,001 (n = 3 самца в каждой группе)
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Рис. 3. Влияние отсутствия TG2 на экспрессию генов в клетках BM у мышей WT и KO. а – Влияние TG2 на
RhoA/ERK1/2/Map сигнальный путь. Иммуноблоттинг для определения уровня активации пути MEK/ERK1/2 и для оп�
ределения уровня белков RhoA у мышей WT и KO (а – левая сторона). Загрузку контролировали по тубулину. Денсито�
метрия (а – правая сторона) – количественное определение фосфо�MEK, ERK1/2, p44, p42 и RhoA, нормализованных по
тубулину (n = 3 самца в каждой группе). b – Влияние TG2 на клеточный цикл. Анализ уровня белков p53, p27 и p21 (b –
левая сторона). Загрузку контролировали по актину. Денситометрия (b – правая сторона) – p53, p27 и p21 нормализова�
ны по актину (n = 3 самца в каждой группе)
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важную роль TG2 в регуляции и дифференци�
ровке HSC.
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Рис. 4. Влияние недостатка питательных веществ на дифференцировку HSC. а – Общее число клеток BM у мышей WT и
KO, нормально питающихся или голодающих 24 ч (STV). b–e – Абсолютное число LSK, LT, ST, MPP клеток × 106 BM Lin–

клеток у мышей WT и KO, нормально питающихся или голодающих 24 ч (STV). Данные представлены как средние значе�
ния ± стандартное отклонение, * p < 0,05, ** p < 0,01 и *** p < 0,001 (n = 3 самца в каждой группе)
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Type 2 transglutaminase (TG2) is a multifunctional protein involved in various biological processes playing a key reg�
ulatory role in cell homeostasis such as cell death and autophagy. New evidence is emerging that support an impor�
tant role of autophagy in regulating normal hematopoiesis. Prompted by these findings, in this study we investigated
in vivo involvement of TG2 in mouse hematopoiesis under normal or nutrient deprivation conditions. We found that
the number and rate of differentiation of bone marrow hematopoietic stem cell was decreased in the TG2 knockout
mice. We present evidence showing that these effects on hematopoietic system are very likely due to the TG2�depen�
dent impairment of autophagy. In fact, stimulation of autophagy by starvation is able to rescue the block of the dif�
ferentiation of stem cells progenitors in the TG2 KO mice. It was also show that the RhoA/ERK1/2 pathway, known
to be essential for regulation of the bone marrow progenitor cells homeostasis, was significantly impaired in the
absence of TG2. Hence, this study expanded our knowledge about TG2 discovering a role of this enzyme in regula�
tion of hematopoiesis.

Keywords: TG2, hematopoietic stem cells, autophagy
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Клеточное старение приводит к изменению ряда свойств мезенхимальных стромальных клеток (МСК),
в том числе, увеличивается количество поврежденных структур, которые могут оказывать негативное влия"
ние на внутриклеточные процессы. Устранение поврежденных молекул и органелл происходит посредством
аутофагии, что может иметь большое значение в контексте старения. Одним из подходов к усилению тера"
певтических свойств и «замедлению» клеточного старения является использование для культивирования
пониженного уровня кислорода. Цель данной работы заключалась в изучении некоторых морфофункцио"
нальных характеристик и экспрессии генов, ассоциированных с аутофагией, при репликативном старении
МСК в условиях с различным содержанием кислорода. Проведенное исследование позволило выявить из"
менения в регуляции аутофагии на транскрипционном уровне. Показано повышение экспрессии генов рос"
та аутофагосомной мембраны – ATG9A, ULK1, генов созревания аутофагосом – CTSD, CLN3, GAA, GABARA�
PL1, генов регуляции аутофагии – TP53, TGFB1, BCL2L1, FADD, HTT, при одновременном снижении
экспрессии IGF1 и TGM2. Отмечено увеличение объема лизосомального компартмента, что также указыва"
ет на усиление деградационной активности сенесцентных МСК. Использование при длительном культиви"
ровании пониженного содержания кислорода (5%) способствовало уменьшению количества лизосом. На
транскрипционном уровне репликативное старение МСК в условиях различного содержания кислорода
приводило к однотипным изменениям экспрессии генов, ассоциированных с аутофагией.
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ВВЕДЕНИЕ

Мезенхимальные стромальные/стволовые
клетки (МСК) задействованы в физиологичес"
ком обновлении тканей [1] и репарации ране"
вых повреждений, поддерживая тканевой гоме"
остаз. МСК являются популяцией стволовых
клеток взрослого организма, наиболее широко
используемой в клинических испытаниях [2] в
качестве инструмента регенеративной медици"
ны. Регенеративный потенциал МСК обуслов"
лен продукцией широкого спектра цитокинов,
что определяет антиапоптотический, иммуно"
модуляторный, хемоаттрактивный, антифибро"
тический и ангиогенный эффекты [3–6].

Активация клеточного старения (сенесцен"
ция), необходимого для предотвращения разм"
ножения клеток с поврежденным геномом, при"
водит к изменению морфофункциональных ха"
рактеристик МСК и их регенеративных свойств.
В значительной степени модифицируется цито"

киновый профиль, что приводит к нарушению
межклеточной коммуникации [7–9]. Клеточное
старение характеризуется необратимым арестом
клеточного цикла, а также включает ряд харак"
терных признаков – дисфункция митохондрий,
нарушение протеостаза, увеличение уровня ак"
тивных форм кислорода, изменение экспрессии
определенных генов и др. [7, 8].

Поскольку старение клетки тесно ассоци"
ировано с увеличением доли поврежденных
структур и изменением внутриклеточного гоме"
остаза, этот процесс взаимосвязан с аутофагией,
необходимой для деградации нефункциональ"
ных органелл, белковых агрегатов и патогенных
частиц. Активность аутофагии резко возрастает
в ответ на стресс, что помогает клеткам адапти"
роваться к условиям окружающей среды. В то же
время старение может приводить к снижению
эффективности деградационных процессов [10,
11]. Исследования, посвященные взаимосвязи
процессов аутофагии и старения, демонстриру"
ют неоднозначные результаты. С одной сторо"
ны, аутофагия может проявлять просенесцент"
ные эффекты через ассоциированный со старе"* Адресат для корреспонденции.
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нием секретом (SASP) [12]. Инициация старе"
ния с помощью высокой концентрации глюко"
зы, как и длительное культивирование МСК in
vitro, приводит к увеличению экспрессии p16,
p21, ассоциированной со старением β"галакто"
зидазы (SA"β"Gal) и активации аутофагии. При
этом ингибирование аутофагии отменяет прояв"
ление признаков старения клеток [13, 14]. С
другой стороны, утилизация «неправильных»
структур способствует замедлению старения. В
гемопоэтических стволовых клетках [15], эмб"
риональных стволовых клетках [16] и мышеч"
ных сателлитных клетках [17] аутофагия может
задерживать клеточное старение. Активация ау"
тофагии необходима для пролиферации [18] и
дифференцировки МСК [19], а её подавление
может ограничивать терапевтический потенци"
ал клеточного препарата [20]. Ассоциированные
со старением белки могут ингибировать аутофа"
гию и отменять ее защитные эффекты в фибро"
бластах, проявляющих признаки старения, ус"
коряя этот процесс [21]. Следовательно, регуля"
торное влияние аутофагии на процесс старения
может зависеть от исходного сенесцентного ста"
туса клеток [22].

Потенциальное использование аутофагии
для замедления клеточного старения МСК in
vitro может быть интересно и в сочетании с дру"
гими подходами. В частности, ранее нами было
показано, что использование физиологической
гипоксии (5% О2) для длительного культивиро"
вания позволяет снизить выраженность измене"
ний маркеров, ассоциированных со старением.
Эффект гипоксии при этом интенсивнее прояв"
лялся на ранних пассажах (р2"5), чем на более
поздних (р11"20) [23]. Предполагается, что из"
менение регуляции аутофагических процессов в
зависимости от уровня оксигенации может быть
одной из причин наблюдаемого эффекта. Цель
данной работы заключалась в изучении некото"
рых морфофункциональных характеристик и
экспрессии генов, ассоциированных с аутофа"
гией, при репликативном старении МСК (р21"
25) в условиях с различным содержанием кисло"
рода (20% и 5%).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

МСК выделяли из стромально"васкулярной
фракции жировой ткани человека с использова"
нием стандартной методики [24] с модификаци"
ями [25] и культивировали в среде α"MEM
(Gibco, США), содержащей 10%"ную фетальную
телячью сыворотку («HyClone», США), 50 ед/мл
пенициллина («ПанЭко», Россия), 50 мкг/мл
стрептомицина («ПанЭко») в условиях 5%"ной

СО2, 37°С, 100% влажности при 20% и 5% кис"
лорода. Пересев осуществляли при 80–90%
конфлюентности клеточного слоя. Для подтверж"
дения иммунофенотипа МСК [26] исследовали
экспрессию основных маркеров (CD29+,
CD90+, CD73+, CD44+, CD105+, HLA"ABC+,
CD45–, CD31–, CD34–) с помощью соответству"
ющих антител («Becton Dickinson», США) мето"
дом проточной цитофлуориметрии на приборе
Accuri C6 («Becton Dickinson», США). Донорами
были женщины 35–45 лет. Длительное культи"
вирование продолжали до репликативного ста"
рения (21–25 пассаж).

Экспрессию ββ6галактозидазы (SA"β"gal) в
клетках выявляли с помощью Senescence Cells
Histochemical Staining Kit («Sigma"Aldrich»,
США) согласно инструкции производителя.
Окрашивание проводили через семь дней после
посева в стандартной плотности (3000 кл/см2).
Анализировали клетки с использованием свето"
вого фазово"контрастного микроскопа Nikon
Eclipse TiU («Nikon», Япония).

Морфологию клеток оценивали с помощью
светового фазово"контрастного микроскопа
Nikon Eclipse TiU («Nikon»). Для количественной
оценки относительного размера и гранулярности
МСК использовали метод проточной цитофлуо"
риметрии. Датчики регистрируют поглощение и
рассеивание света клеткой (прямое (Forward
Scatter – FSC"A) и угловое (Side Scatter – SSC"A)).
FSC"A позволяет судить о размерах клетки, а
SSC"A – о гранулярности цитоплазмы.

Жизнеспособность МСК определяли мето"
дом проточной цитофлуориметрии на приборе
Accuri C6 («Becton Dickinson») с использовани"
ем набора Annexin V"FITC/PI («Immunotech»,
Франция) согласно инструкции производителя.
Annexin V позволяет выявлять апоптотические
клетки, а PI метит клетки на поздних стадиях
клеточной гибели.

Аутофлуоресценция и выявление лизосом. Ау"
тофлуоресценцию анализировали при длине
волны 530 нм. Измерения проводили на про"
точном цитофлуориметре Accuri C6 («Becton
Dickinson»). Для выявления лизосомальных
включений использовали рН"зависимый мар"
кер LysoTracker Green DND"26 («Life Techno"
logies», США). Флуоресцентный зонд селек"
тивно накапливается в клеточных компартмен"
тах с низким внутренним рН в живых клетках.
Возбуждение/эмиссия: 504/511 нм. Клетки с
зондом (200 нМ) культивировали 30 мин при
37°С.

Количественная ПЦР. Для определения
уровня экспрессии генов выделяли тотальную
РНК с помощью лизирующего реагента QIAzol
(«Qiagen», США), после чего осуществляли ре"
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акцию обратной транскрипции с использовани"
ем QuantiTect Reverse Transcription Kit («Qiagen»)
согласно инструкциям производителя. Конт"
роль концентрации и чистоты РНК в образцах
осуществляли с помощью спектрофотометра
Nanodrop ND"2000c («Thermo Scientific»). Полу"
ченную кДНК использовали для проведения ко"
личественной ПЦР с применением коммерчес"
кого реагента RT2 – Real Time SYBR Green/ROX
PCR master mix («Qiagen», США) и планшетов
Autophagy RT2 Profiler PCR Array («Qiagen») с
иммобилизованными лиофилизированными
праймерами. Измерения проводили на приборе
Mx3000P («Stratagene», США). Уровень экспрес"
сии оценивали с использованием метода 2–ΔΔCt

[27]. В качестве референсных генов использова"
ли ACTB, B2M, GAPDH, HPRT, RPLP0, включен"
ные в состав набора.

Статистическая обработка данных. Статисти"
ческую достоверность различий между двумя
группами данных оценивали с помощью непа"
раметрического критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

МСК длительно культивировали до дости"
жения лимита Хейфлика, используя физиологи"
ческий (5%) и атмосферный (20%) уровни кис"
лорода. Ранее нами было показано, что значи"
тельное снижение пролиферативной активнос"
ти МСК происходит после 20"ого пассажа [9].
Исходя из этого, в клетках на ранних (р2"5) и
поздних (р21"25) пассажах при культивирова"
нии в различных условиях оксигенации оцени"
вали ряд морфофункциональных параметров
(активность β"галактозидазы, ассоциированной
со старением, жизнеспособность, морфология,
аутофлуоресценция, лизосомальный компарт"
мент) и транскрипционную активность 84 ге"
нов, ассоциированных с аутофагией.

Активность ββ6галактозидазы, ассоциирован6
ной со старением. Широко используемым в нас"
тоящее время маркером клеточного старения
является активность ассоциированной со старе"
нием β"галактозидазы (SA"β"gal) [28]. Показано
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Рис. 1. Выявление активной β"галактозидазы (SA"β"gal), ассоциированной со старением, в МСК на ранних и поздних
пассажах при длительном культивировании в условиях с различным содержанием кислорода. Световая микроскопия.
Данные представлены как M ± SD, n ≥ 5, *,# p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетками, культивируемыми при 20% О2, 

# – срав"
нение с клетками p2"5)
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значительное увеличение количества клеток с
активной SA"β"gal на поздних пассажах (рис. 1),
что подтверждает сенесцентное состояние
МСК. При этом культуры, постоянно экспони"
руемые при 5% О2, содержали меньше клеток,
экспрессирующих SA"β"gal.

Жизнеспособность МСК. С помощью метода
проточной цитофлуориметрии с применением
окрашивания флуоресцентными красителями
Annexin V / Propidium Iodide была проанализи"

рована жизнеспособность МСК на ранних и
поздних пассажах. Было показано, что на позд"
них пассажах обнаруживается повышение доли
нежизнеспособных клеток в 2,5–3 раза (рис. 2).
При культивировании МСК в условиях с физио"
логическим уровнем кислорода (5%) доля не"
жизнеспособных клеток была снижена как на
ранних пассажах, так и в сенесцентных культу"
рах, т.е. при 5% О2 жизнеспособность МСК по"
вышается (рис. 2). Доля нежизнеспособных кле"
ток включает как Ann+/PI−, так и Ann+/PI+ по"
пуляции. Во всех исследуемых образцах жизнес"
пособность оставалась выше 85%.

Морфология клеток. Еще одним феномено"
логическим признаком сенесцентного состоя"
ния, косвенно связанным с пролиферативной
активностью, является изменение морфологии
клеток. В наших экспериментах на ранних эта"
пах культивирования МСК имели преимущест"
венно веретеновидную форму. На поздних пас"
сажах клетки характеризовались увеличением
размера, более выраженной популяционной ге"
терогенностью и увеличением количества ци"
топлазматических включений (рис. 3).

Для количественного сравнения морфологи"
ческих показателей МСК в суспензии использо"
вали метод проточной цитофлуориметрии. Дан"
ная методика позволяет оценить показатели
рассеянного света, которые обусловлены разме"
ром, формой, плотностью клеток и грануляр"
ностью внутриклеточной структуры. Было по"
казано, что на поздних пассажах увеличивался
средний размер МСК и их гранулярность, оцен"

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1375

Рис. 3. Морфология МСК при длительном культивировании в условиях с различным содержанием кислорода. Световая
микроскопия

Рис. 2. Оценка жизнеспособности МСК при длительном
культивировании в условиях с различным содержанием
кислорода, с применением окрашивания флуоресцентны"
ми красителями Ann V/PI. Данные представлены как M ±
SD, n ≥ 5, *,# p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетками, культиви"
руемыми при 20% О2, 

# – сравнение с клетками p2"5)
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ка которых осуществлялась по прямому (FSC) и
боковому (SSC) светорассеиванию соответ"
ственно (табл. 1). При 5% О2 средний размер
клеток оказался сниженным на ранних пасса"
жах. Значительных различий по морфологии
клеток и гранулярности внутриклеточной
структуры МСК в зависимости от уровня окси"
генации на поздних пассажах не было выявлено. 

Лизосомальный компартмент. Для исследова"
ния активности лизосомального компартмента
был использован зонд LysoTracker Green DND"
26, который селективно накапливается в вези"
кулах с пониженным рН, главным образом – в
лизосомах. В результате проведенных исследо"
ваний было показано значительное повышение
флуоресценции данного зонда в МСК на позд"
них пассажах. Культивирование клеток в усло"
виях с физиологическим уровнем кислорода
приводило к значимому снижению средней ин"
тенсивности флуоресценции (СИФ) зонда
LysoTracker Green DND"26 как на ранних, так и
на поздних пассажах (табл. 2). Постоянное веде"
ние культуры МСК при 5% О2 вызывало сниже"
ние флуоресценции LysoTracker Green DND"26
в 1,5–2 раза (табл. 2).

На поздних пассажах также было детектиро"
вано значительное увеличение аутофлуоресцен"
ции МСК, что связывают, в первую очередь, с

накоплением липофусцина (табл. 2). На ранних
пассажах отмечено снижение аутофлуоресцен"
ции при культивировании в условиях физиоло"
гической гипоксии.

Транскрипция генов аутофагии. Анализ ре"
зультатов транскриптомной активности 84 ге"
нов, ассоциированных с аутофагическими про"
цессами, в МСК ранних и поздних пассажей не
выявил значимых различий в зависимости от
уровня оксигенации (рис. 4). Тем не менее, дли"
тельное культивирование клеток приводило к
значимому изменению экспрессии ряда генов. В
сенесцентных клетках повышалась экспрессия
ATG9A, BCL2L1, CTSD, FADD, GAA, GABARAPL1,
HTT, NPC1, TGFB1, TP53 (p53), ULK1 и снижа"
лась экспрессия IGF1 и TGM2 (рис. 4, 5). Данные
гены можно условно разделить на три группы:
гены регуляции аутофагии (IGF1, TP53, TGFB1,
BCL2L1, FADD, HTT ), гены инициации сборки
аутофагосомы (ATG9A, ULK1) и гены созревания
аутофагосомы (TGM2, CTSD, CLN3, GAA,
GABARAPL1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Используемая в работе модель репликативно"
го старения МСК позволила получить клеточные
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Таблица 1. Оценка размера и гранулярности МСК по FSC"A и SSC"A, соответственно, при длительном культивировании
в условиях с различным содержанием кислорода, проточная цитометрия. Данные представлены как M ± SD, n ≥ 5,
*, # p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетками, культивируемыми при 20% О2, 

# – сравнение с клетками p3"5)

Уровень кислорода
Пассажи

p3"5

p21"25

Пассажи

p3"5

p21"25

20%

62,0 ± 3,7

74,5 ± 5,0#

5%

57,2 ± 1,3*

75,8 ± 1,6#

20%

8,3 ± 1,2

11,0 ± 2,2#

5%

7,2 ± 1,3

11,2 ± 2,1#

Уровень кислорода

FSC"A (прямое светорассеяние), усл. ед. ×103 SSC"A (боковое светорассеяние), усл. ед. ×103

Таблица 2. Средняя интенсивность флуоресценции LysoTracker Green DND26 и аутофлуоресценции на длине волны
530 нм в МСК на ранних и поздних пассажах при длительном культивировании в условиях с различным содержанием
кислорода, проточная цитофлуориметрия. Данные представлены как M ± SD, n ≥ 5, *,# p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетка"
ми, культивируемыми при 20% О2, 

# – сравнение с клетками p3"5)

Уровень кислорода
Пассажи

p3"5

p21"25

Пассажи

p3"5

p21"25

20%

397,6 ± 44,1

782,8 ± 75,8#

5%

292,6 ± 58,9*

640,3 ± 78,1*,#

20%

10 ± 0,5

15 ± 0,6#

5%

8 ± 0,8*

14 ± 0,5#

Уровень кислорода

LysoTracker Green DND26, усл. ед. ×103 Аутофлуоресценция, усл. ед. ×103
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культуры с характерными морфофункциональ"
ными модификациями, включая понижение
жизнеспособности, увеличение размера, грану"
лярности, аутофлуоресценции и уровня флуорес"
ценции LysoTracker Green DND"26. Несмотря на
то, что сенесцентные клетки могут проявлять ус"
тойчивость к апоптозу [7, 29], некоторое сниже"
ние жизнеспособности при длительном культи"
вировании является для них характерным приз"
наком. При этом данные о влиянии пониженно"
го содержания кислорода на процессы апоптоза в
МСК противоречивы. Показано, что МСК, вы"
деленные из костного мозга, сохраняют одинако"
вую жизнеспособность при постоянном культи"
вировании в условиях 20% и 2–3% О2 [30, 31]. Од"
нако большинство исследователей сходятся во
мнении, что физиологическая гипоксия повы"
шает жизнеспособность МСК [32–34]. Клетки,
культивируемые при атмосферном уровне кисло"
рода, более подвержены повреждению ДНК, чем
клетки, культивируемые при пониженной окси"
генации. Исследователи предполагают связь дан"
ного эффекта с уровнем внутриклеточных актив"
ных форм кислорода (АФК) [34, 35].

Снижение содержания кислорода в среде
культивирования, вероятно, позволяет снизить
скорость появления дефектных структур, возни"
кающих вследствие оксидативных поврежде"
ний. Культивирование МСК при 5% О2 вызыва"
ло снижение детектируемой флуоресценции
LysoTracker Green DND"26. В этом случае общий
объем кислых лизосомальных включений может
косвенно указывать на количество поврежден"
ных внутриклеточных структур. В настоящее
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Рис. 4. Тепловая карта относительной экспрессии генов,
ассоциированных с аутофагическими процессами. Рас"
сматривается влияние физиологической гипоксии (5% О2

vs 20% O2) на ранних и поздних пассажах и влияние репли"
кативного старения (p21"25 vs p2"5) при культивировании
МСК в условиях различной оксигенации. (С цветным ва"
риантом рисунка можно ознакомиться в электронной вер"
сии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/)

Рис. 5. Изменение экспрессии генов, ассоциированных с
аутофагическими процессами, в сенесцентных МСК отно"
сительно клеток на ранних пассажах. Представлены гены,
экспрессия которых значимо изменилась (p ≤ 0,05) более
чем в 2 раза
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время считается, что старение приводит к сни"
жению общей способности клеток к деградации
и сопровождается общим снижением активнос"
ти протеасом и лизосом [36]. При этом количест"
во и размер лизосом у большинства клеток уве"
личивается с возрастом [37, 38]. В сенесцентных
лизосомах наблюдается накопление неразлагае"
мого материала, который состоит из окисленных
макромолекул, подвергнутых вторичным моди"
фикациям, что делает их менее восприимчивы"
ми к действию кислых гидролаз. Эти посттранс"
ляционные модификации включают перекисное
окисление липидов и карбонилирование белков.

Основным примером является способный к
аутофлуоресценции липофусцин, также извест"
ный как возрастной пигмент, который исполь"
зуется в качестве маркера старения [39]. В на"
шей работе показано значительное увеличение
аутофлуоресценции МСК на поздних пассажах,
что свидетельствует, в первую очередь, о накоп"
лении липофусцина. Данный пигмент старения
преимущественно накапливается внутри лизо"
сом и его образование ускоряется реакциями
Фентона, которые происходят внутри этих орга"
нелл в ответ на окислительный стресс. Вероят"
но, повышенное накопление липофусцина в ли"
зосоме может изменить его деградационную
функцию [40]. Стоит отметить, что органеллы с
липофусцином при этом остаются кислыми, ту"
да даже продолжают поступать гидролитические
ферменты, хотя свои функции по расщеплению
уже не выполняют. Нарушение работы лизосом
ведет к накоплению «неправильных» белков и
целых клеточных структур вроде дефектных ми"
тохондрий. Недостаточность аутофагии приво"
дит к интенсификации процессов старения [40].
Таким образом, детектируемое увеличение флу"
оресценции зонда LysoTracker Green DND"26,
аутофлуоресценции и повышение вакуолизации
цитоплазмы может быть доказательством увели"
чения количества и размеров лизосомальных
включений. Тем не менее, большинство из них,
вероятно, не способны в полной мере выпол"
нять утилизирующую функцию, а отсутствие
клеточных делений не позволяет уменьшить их
количество на клетку.

Отсутствие клеточных делений не приводит
к остановке роста клетки, что и обуславливает
увеличение среднего размера МСК на поздних
пассажах. При этом сенесцентные клетки спо"
собны сохранять жизнеспособность и функцио"
нальную активность довольно долго, не запус"
кая апоптотические каскады и продолжая уве"
личиваться в размерах и накапливать широкий
спектр различных цитоплазматических включе"
ний [7, 29, 41]. Сходные данные об изменениях
морфологии при клеточном старении были по"

лучены и в других исследованиях МСК, выде"
ленных из жировой ткани [42]. Значимое сни"
жение среднего размера клеток при физиологи"
ческой гипоксии на ранних пассажах, вероятно,
связано с повышенной пролиферативной ак"
тивностью, что было продемонстрировано нами
и другими авторами ранее [34, 43].

Необходимо отметить, что в работе была изу"
чена экспрессия ряда генов, многие из которых
участвуют не только в аутофагии, но и в широ"
ком спектре других внутриклеточных процессов.
Обнаруженные изменения экспрессии указыва"
ют на активацию аутофагии. Важным является
снижение уровня мРНК IGF1 (Insulin"like growth
factor 1). Известно, что ингибирование сигналь"
ного пути IGF1 увеличивает продолжительность
жизни, защищает от нейродегенерации и рас"
сматривается как потенциальная терапевтичес"
кая мишень [44]. Обнаружено, что пониженная
экспрессия IGF1 защищает сенесцентные МСК
через активацию аутофагии, увеличивая, тем са"
мым, выживаемость клеток после транспланта"
ции в очаг инфаркта миокарда [45].

В клетках поздних пассажей было также об"
наружено увеличение транскрипта TP53 (tumor"
protein p53), который в ядре осуществляет конт"
роль генов, участвующих в отрицательной регу"
ляции mTORС1 и запускающих аутофагию [46].
Y. Ma et al. показали, что аутофагия играет важ"
ную роль в поддержании МСК при старении и
отметили, что аутофагический контроль может
частично защитить от проявления возрастных
признаков МСК посредством регуляции ROS"
p53 [11]. В ряде работ продемонстрирована ак"
тивация аутофагии, когда МСК входят в состоя"
ние репликативного старения [14]. Подавление
p53 приводило к снижению преобразования
LC3"I до LC3"II и увеличению экспрессии
mTOR, показывая, что он представляет собой
критический триггер для активации аутофагии в
культивируемых МСК [47].

Еще одним фактором, способным активиро"
вать аутофагию, является трансформирующий
фактор роста"β (TGFB1). TGF"β стимулирует син"
тез коллагена типа Iα2 и фибронектина в мио"
фибробластах предсердий человека (hATMyofbs),
и это сопровождается увеличением аутофаги"
ческой активности. Ингибирование аутофагии
или нокаут ATG7 и ATG5 снижало фиброзный
эффект TGF"β1, что подтверждает тесную взаи"
мосвязь процесса дифференцировки и аутофа"
гии [48].

HTT (huntingtin), кодирующий белок гентинк"
тин, который, по"видимому, играет несколько
ролей в регулировании динамики аутофагии,
также был более экспрессирован в сенесцент"
ных МСК. Взаимодействуя с моторным белком
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микротрубочек динеином, Htt участвует в
транспортировке аутофагосом вдоль микротру"
бочек. Кроме того, показано, что Htt после
посттрансляционной модификации может
участвовать в регуляции аутофагии, так как при"
сутствие в клетке укороченной формы Htt ассо"
циируется с повышением уровня LC3"II и со"
провождается увеличением аутофагии [49].

В МСК при репликативном старении увели"
чивалась транскрипция гена BCL2L1 (BCL2"like
1) антиапоптотического белка Bcl"xl. Участие
этого белка показано не только в апоптотичес"
ком процессе, но и аутофагии [50]. Длительное
культивирование МСК приводило к увеличе"
нию экспрессии гена FADD (Fas (TNFRSF6)"
associated via death domain). Кроме участия в
апоптозе, FADD также играет роль в других про"
цессах, включая пролиферацию клеток и регу"
ляцию клеточного цикла. В эксперименте с нор"
мальными эпителиальными клетками, экспрес"
сирующими FADD, в ответ на провоспалитель"
ную активацию, было показано присутствие в
цитоплазме многочисленных мембраносвязан"
ных везикул, характерных для аутофагии, при
этом детектировалась агрегация LC3 в ответ на
FADD"DD, которая начиналась до проявления
морфологических признаков гибели клеток [51].

Анализируя группу генов, относящихся к
процессам инициации аутофагии, следует отме"
тить повышенную транскрипцию генов ATG9A
(ATG9 autophagy related 9 homolog A) и ULK1
(Unc"51"like kinase 1) в культурах МСК 21–24
пассажа. В клетках млекопитающих Atg9a"со"
держащая везикула участвует в доставке к месту
инициации или фагофору и контролируется
комплексом ULK1/2, являющимся первым ини"
циирующим сборку омегасомы событием [52].

Наряду с увеличенной экспрессией генов ре"
гуляции и инициации аутофагии, культивирова"
ние МСК до репликативного старения вызывало
увеличение мРНК гена CLN3 (сeroid"lipofusci"
nosis, neuronal 3), входящего в группу созревания
аутофагосом. Подтверждено, что белок CLN3
присутствует в аутофагосомах и аутолизосомах, и
потеря его функциональной активности тормозит
созревание деградационных аутолизосом [53].

Длительное культивирование увеличивало
транскрипцию GABARAPL1 (gamma"aminobutyric
acid receptor"associated protein " like 1), кодирую"
щего убиквитин"подобный модификатор. Этот
высококонсервативный белок участвует в обра"
зовании аутофагосомальных вакуолей на позд"
ней стадии созревания. При сниженной продук"
ции данного белка процессы аутофагии ослабе"
вают, а количество лизосом уменьшается [54].

В стареющих МСК отмечался повышенный
уровень мРНК генов лизосомальных фермен"

тов, таких как CTSD (сathepsin D) и GAA (glucosi"
dase, alpha; acid). Показано, что высокая
экспрессия CatD в клетках HeLa значительно
активировала аутофагию. Предполагают, что
CatD может функционировать как антиапопто"
тический медиатор, вызывая аутофагию при
клеточном стрессе [55].

Транскрипция гена фермента тканевой тран"
сглутаминазы 2 (TGM2) в сенесцентных МСК
была снижена. Известно, что этот фермент на"
капливается до высоких уровней в клетках в
стрессовых условиях. Однако отмечается, что
отсутствие экспрессии трансглутаминазы 2 как
in vivo, так и in vitro приводит к накоплению LC3
II на преаутофагических везикулах, что указыва"
ет на заметную индукцию аутофагии [56].

Таким образом, проведенное исследование
позволило выявить изменения в регуляции ау"
тофагии на транскрипционном уровне при реп"
ликативном старении МСК. Показана модифи"
кация экспрессии ряда генов, которая может
указывать на усиление деградационной актив"
ности клетки. Отмечено увеличение объема ли"
зосомального компартмента. Отсутствие проли"
ферации не позволяет уменьшить количество
поврежденных и неразлагаемых структур путем
их разделения между дочерними клетками. В
этом случае активация транскрипционных ме"
ханизмов, запускающих аутофагию, выглядит
логичным шагом. Обнаружено изменение
экспрессии генов, ассоциированных с ростом
аутофагосомной мембраны, созреванием ауто"
фагосом и регуляцией аутофагии. Однако в се"
несцентных клетках рост количества повреж"
денных структур происходит быстрее, чем их
деградация. Использование для культивирова"
ния физиологической гипоксии позволяло сни"
зить количество лизосом, что может быть ассо"
циировано с уменьшением внутриклеточных
повреждений. Тем не менее на транскрипцион"
ном уровне значительных модификаций обна"
ружено не было. Длительное культивирование
МСК в условиях с различным содержанием кис"
лорода приводит к однотипным изменениям
экспрессии генов, ассоциированных с аутофа"
гией.
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Cell senescence leads to a number of changes in the properties of mesenchymal stromal cells (MSCs). In particular,
the number of damaged structures is increased producing negative effect on intracellular processes. Elimination of the
damaged molecules and organelles occurs via autophagy that can be important in the context of aging. Cultivation
under low oxygen level can be used as an approach for enhancement of MSC therapeutic properties and “slowing
down” cell senescence. The goal of this work was to study some morphological and functional characteristics and
expression of autophagy"associated genes during replicative senescence of MSCs under different oxygen concentra"
tion. The study revealed changes in the regulation of autophagy at the transcriptional level. Upregulation of the
expression of autophagosome membrane growth genes ATG9A and ULK1, of the autophagosome maturation genes
CTSD, CLN3, GAA, and GABARAPL1, of the autophagy regulation genes TP53, TGFB1, BCL2L1, FADD, and HTT
was shown. These changes were accompanied by downregulation of IGF1 and TGM2 expression. Increase of the lyso"
somal compartment volume was observed in the senescent MSCs that also indicated increase of their degradation
activity. The number of lysosomes was decreased following prolonged cultivation under low oxygen concentration
(5%). The replicative senescence of MSCs under conditions of different oxygen levels led to the similar modifications
in the expression of the autophagy"associated genes. 
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НЕТоз – это программа образования нейтрофильных внеклеточных ловушек или NET (neutrophil extracel$
lular traps), состоящих из модифицированного хроматина и связанных с ним бактерицидных белков гранул
и цитоплазмы. НЕТоз могут вызывать различные патогены, антитела и иммунные комплексы, цитокины,
микрокристаллы и другие физиологические стимулы. Индукция НЕТоза зависит от активных форм кисло$
рода (АФК), основным источником которых служит NADPH$оксидаза. Активация NADPH$оксидазы зави$
сит от повышения концентрации Са2+ в цитоплазме и в некоторых случаях от генерации АФК в митохонд$
риях. В процессе НЕТоза происходит выход компонентов гранул в цитозоль, модификация гистонов, веду$
щая к деконденсации хроматина, разрушение ядерной оболочки, а также образование пор в плазматичес$
кой мембране. В обзоре обсуждаются основные представления о механизмах НЕТоза, а также роль НЕТоза
в патогенезе некоторых заболеваний, включая COVID$19.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: нейтрофил, нейтрофильные внеклеточные ловушки, НЕТоз, NADPH$оксидаза, ак$
тивные формы кислорода, митохондриальная пора, COVID$19.

DOI: 10.31857/S0320972520100061

НЕТоз: МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ,
РОЛЬ В ФИЗИОЛОГИИ И ПАТОЛОГИИ

Обзор

© 2020 Н.В. Воробьева1*, Б.В. Черняк2

ВВЕДЕНИЕ

Нейтрофилы являются самой многочислен$
ной популяцией миелоидных лейкоцитов, сос$
тавляющей в норме 50–70% всех лейкоцитов
крови. Нейтрофилы дифференцируются в кост$
ном мозге из гематопоэтических стволовых кле$
ток и после полного созревания выходят в кро$
вяное русло. В кровотоке нейтрофилы циркули$
руют не более 72 ч, после чего они либо возвра$
щаются в костный мозг, где их фагоцитируют
резидентные макрофаги, или подвергаются
апоптозу в периферических тканях, где также

фагоцитируются. При инфицировании организ$
ма хозяина нейтрофилы немедленно мигрируют
из кровотока в очаг воспаления, обеспечивая
«первую линию» защиты от патогенов.

Будучи «профессиональными» фагоцитами,
нейтрофилы содержат в своих гранулах огром$
ный антимикробный «арсенал», позволяющий
им уничтожать патогены в процессе фагоцитоза.
Бактерицидные ферменты также могут выбра$
сываться из клеток в процессе дегрануляции.
Активация NADPH$оксидазы приводит к мас$
совой генерации активных форм кислорода
(АФК), которые участвуют в уничтожении пато$
генов как вне, так и внутри клеток. Наконец, су$
ществует еще один антимикробный механизм,
который заключается в высвобождении нейтро$
фильных внеклеточных ловушек или NET, сос$
тоящих из модифицированного хроматина, «де$
корированного» бактерицидными белками гра$
нул и цитоплазмы. Этот феномен был впервые
описан в работе Takei et al. [1] и в дальнейшем
детально охарактеризован Brinkmann et al. [2].
Поскольку первоначально было показано, что
образование NET сопровождается гибелью кле$
ток, этот процесс был назван НЕТозом [3].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : GSDMD – газдермин D;
МРО – миелопероксидаза; mPTP – неселективная мито$
хондриальная пора (mitochondrial permeability transition
pore); NET – нейтрофильные внеклеточные ловушки (neu$
trophil extracellular traps); РКС – протеинкиназа С; АФК –
активные формы кислорода; ЛПС – липополисахарид бак$
териальной стенки; НЭ – нейтрофильная эластаза;
ОРДС – острый респираторный дистресс$синдром; ПГК –
программированная гибель клетки; ФМА – форбол$12$ми$
ристат$13$ацетат; ХГБ – хроническая гранулематозная бо$
лезнь; ХОБЛ – хроническая обструктивная болезнь легких.

* Адресат для корреспонденции.



ВОРОБЬЕВА, ЧЕРНЯК

Образование NET может активироваться
различными патогенами, такими как бактерии,
грибы, простейшие, вирусы, а также липополи$
сахаридами бактериальной клеточной стенки
(ЛПС). НЕТоз могут индуцировать антитела и
иммунные комплексы, цитокины и хемокины
(IL$8, TNF), микрокристаллы и другие физио$
логические стимулы [4–8]. В экспериментах in
vitro для индукции НЕТоза часто используют
форболовые эфиры (в частности, форбол$12$
миристат$13$ацетат, ФМА), которые имитируют
действие диацилглицерола, активируя протеин$
киназу c, а также кальциевые (иономицин,
А23187) и калиевые (нигерицин) ионофоры.

В настоящее время описаны две принципи$
ально различающиеся формы НЕТоза: класси$
ческий или суицидальный НЕТоз, который при$
водит к гибели клетки, и прижизненный или ви$
тальный, при котором клетка сохраняет не толь$
ко жизнеспособность, но и многие эффектор$
ные функции (см. ниже).

Классический НЕТоз представляет собой
особую форму программируемой гибели клеток
(ПГК), для которой характерны выход компо$
нентов гранул в цитозоль, а также деконденса$
ция хроматина, связанная с модификацией гис$
тонов. В то же время многие черты, характер$
ные для других форм ПГК (апоптоз, некроптоз,
пироптоз, аутофагическая гибель, вторичный
некроз), присущи и НЕТозу. Подобно апоптозу,
при НЕТозе происходят координированные из$
менения в ядре и цитоплазме, хотя природа из$
менений различна, и НЕТоз, в отличие от апоп$
тоза, не требует активации каспаз. При НЕТозе
(как и при других формах ПГК) нарушаются
изолирующие свойства плазматической мемб$
раны, и механизмы пермеабилизации сходны
для НЕТоза, пироптоза и некроптоза. Сигналь$
ные механизмы НЕТоза могут включать актива$
цию фосфоинозитид$3$киназы (PI3K) [9], ко$
торая контролирует также индукцию аутофаги$
ческой гибели, однако сборка аутофагосом для
НЕТоза не требуется [10]. Особенно тесно могут
переплетаться пути, ведущие к НЕТозу и нек$
роптозу [11–13]. Долгое время считалось, что
митохондрии не играют заметной роли в функ$
ционировании нейтрофилов, поскольку в этих
клетках их содержание невелико, энергетика
поддерживается гликолизом, а основным ис$
точником АФК служит NADPH$оксидаза. Да$
лее, однако, выяснилось, что митохондрии
участвуют в передаче сигналов, определяющих
основные ответы нейтрофилов на патогены
[14]. Было установлено, что митохондриальные
АФК участвуют в активации NADPH$оксидазы
и индукции НЕТоза, вызванного различными
стимулами [15, 16].

Образование NET было показано также у
других типов иммунных клеток – эозинофилов
и тучных клеток [17], базофилов [18], моноци$
тов [19] и макрофагов [20]. Интересно, что де$
конденсированный хроматин используют для
защиты от патогенов не только животные, но и
одноклеточные эукариоты [21], а также расте$
ния [22]. Таким образом, можно предположить,
что использование хроматина с целью защиты
хозяина от патогенов возникло достаточно рано
в эволюции эукариот.

В последние годы накапливаются данные о
роли НЕТоза при многих патологиях, связанных
с воспалительными процессами. Это привело к
всплеску публикаций о НЕТозе. В базе данных
PubMed можно найти почти 3000 публикаций на
эту тему, и из них около трети приходятся на
2018–2020 гг. Такие интенсивные исследования
позволили значительно продвинуться в понима$
нии природы НЕТоза, но одновременно приве$
ли к накоплению данных, которые противоре$
чат друг другу. В данном обзоре рассмотрены ба$
зовые представления о механизмах НЕТоза, оп$
ределяющие его место в ряду других форм ПГК.
Кроме того, показана роль НЕТоза в патогенезе
некоторых заболеваний.

МЕХАНИЗМЫ ОБРАЗОВАНИЯ NET

Участие АФК, образуемых NADPH5оксидазой
и митохондриями, в индукции НЕТоза. В первых
классических работах А. Zychlinsky [23] было по$
казано, что НЕТоз, вызванный Staphilococcus
aureus или ФМА, зависит от АФК, продуцируе$
мых NADPH$оксидазой. Интересно, что в нейт$
рофилах больных хронической гранулематозной
болезнью (ХГБ), не имеющих функциональной
NADPH$оксидазы, экзогенные АФК способ$
ствовали образованию NET [23]. Основной ме$
ханизм активации NADPH$оксидазы связан с
фосфорилированием её субъединиц при участии
протеинкиназы с (РКС), что ведет к сборке ак$
тивного фермента на мембране [24]. В то же вре$
мя при НЕТозе, вызванном Helicobacter pylori, ак$
тивация NADPH$оксидазы происходила при
участии киназ c$Raf, MEK, Akt и ERK, и РКС
была также необходима [25]. НЕТоз, индуциро$
ванный паразитом Entamoeba histolytica, также за$
висел от активации киназного каскада c$Raf$
MEK$ERK, но участия РКС не наблюдалось [26].
Интересно, что сигнальный модуль c$Raf$MEK$
ERK, а также РКС стимулируют экспрессию
Mcl$1, основного антиапоптозного белка нейт$
рофилов [25]. По$видимому, индукция НЕТоза
может быть сопряжена с подавлением апоптоза,
что усиливает общий антимикробный эффект.
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Основные механизмы активации NADPH$
оксидазы при НЕТозе, скорее всего, мало отли$
чаются от тех, которые обеспечивают окисли$
тельный взрыв нейтрофилов в ответ на патоге$
ны и иные стимулы. Изучая активацию
NADPH$оксидазы под действием пептидного
хемоаттрактанта N$формил$метионил$лейцил$
фенилаланина (fMLP), который вызывает окис$
лительный взрыв и дегрануляцию, но не НЕТоз,
мы обнаружили, что в этих процессах важную
роль играют митохондрии. Митохондриально$
направленный антиоксидант SkQ1 в субмикро$
молярных концентрациях предотвращал акти$
вацию NADPH$оксидазы под действием fMLP,
но не ФМА [15]. Митохондриальные АФК
(мтАФК) стимулировали NADPH$оксидазу при
участии РКС, но непосредственная мишень их
действия осталась неизвестной. Это может быть
и сама РКС, которая имеет два редокс$чувстви$
тельных серно$цинковых кластера в диацилгли$
церол$связывающем домене. Кроме того, неко$
торые члены семейства Src$киназ (в частности,
киназа Lyn), стимулирующие РКС благодаря
фосфорилированию остатков тирозина, активи$
руются под действием АФК [27]. Еще один ре$
докс$чувствительный механизм активации
NADPH$оксидазы нейтрофилов основан на
АФК$зависимой ассоциации белка дисульфи$
дизомеразы с субъединицей p47phox, что приво$
дит к её транслокации на мембрану с последую$
щей сборкой NADPH$оксидазы [28].

Активация NADPH$оксидазы под действи$
ем мтАФК была впервые продемонстрирована
Dikalova et al. [29] на эндотелиальных клетках.
Они показали, что митохондриально$направ$
ленный антиоксидант MitoTEMPO и экспрес$
сия митохондриальной супероксиддисмутазы
SOD2 подавляют активацию NADPH$оксидазы,
вызванную гормоном ангиотензином II, стиму$
лирующим гипертонию. Дальнейшие исследо$
вания показали, что мтАФК в эндотелии стиму$
лируют лишь одну из четырех изоформ
NADPH$оксидазы – NOX2 [30], и именно эта
изоформа характерна для нейтрофилов. В нейт$
рофилах была описана активация NADPH$ок$
сидазы под действием миксотиазола, ингибито$
ра комплекса III дыхательной цепи, который
стимулировал продукцию мтАФК [31]. В нашем
исследовании [15] повышение мтАФК и актив$
ности NADPH$оксидазы было вызвано сигна$
лом от G$белок$связанного рецептора fMLP, ко$
торый инициирует освобождение Ca2+ из внут$
риклеточных депо, а также Са2+$независимую
активацию PI3K. Оба этих сигнальных пути, по$
видимому, важны для рецептор$опосредован$
ной активация NADPH$оксидазы в нейтрофи$
лах [27].

Са2+$зависимая генерация мтАФК может
служить преобладающим источником АФК в
случае индукции НЕТоза, вызванного Са2+$ио$
нофорами (А23187 и иономицин) [32] и некото$
рыми другими стимулами [33, 34]. Это обстоя$
тельство привело к формированию представле$
ний о двух различных механизмах НЕТоза, один
из которых не зависит от NADPH$оксидазы (см.
обзор [5]). В действительности, в большинстве
таких случаев мтАФК стимулируют NADPH$ок$
сидазу, которая вносит свой вклад в инициацию
НЕТоза. Так, например, в недавно проведенной
нами работе [16] было показано, что НЕТоз, ин$
дуцированный А23187, подавляется как под
действием митохондриально$направленного
антиоксиданта SkQ1, так и специфических ин$
гибиторов NADPH$оксидазы. Вместе с тем бы$
ло также показано, что в нейтрофилах, выделен$
ных из крови пациентов с Х$сцепленной ХГБ,
образование NET в ответ на А23187 зависит от
усиленной генерации мтАФК без участия
NADPH$оксидазы [16]. Предположено, что у
дефицитных по NADPH$оксидазе нейтрофилов
мтАФК образуются с повышенной интенсив$
ностью благодаря избыточному накоплению
Са2+, и их количества хватает для запуска НЕТоза
[35]. Неконтролируемое поступление Са2+ в ци$
топлазму нейтрофилов при ХГБ объясняется,
по$видимому, отсутствием электрогенной функ$
ции NADPH$оксидазы и деполяризации мемб$
раны при активации [36].

Наши исследования показали, что генера$
ция мтАФК, вызванная как fMLP, так и А23187,
зависит от открытия неселективной митохонд$
риальной поры (mPTP) [16]. Этот факт долго ос$
тавался незамеченным, вероятно, из$за того, что
наиболее известный ингибитор mPTP циклос$
порин А (CsA) является также ингибитором ци$
топлазматической фосфатазы кальциневрина,
которая участвует в передаче многочисленных
Са2+$зависимых сигналов [37]. Мы же использо$
вали ингибиторы mPTP санглиферин А и
бонгкрековую кислоту, которые не влияют на
кальциневрин. Интересно, что при активации
fMLP не наблюдалось значительного снижения
мембранного потенциала митохондрий и не
происходило их набухания, характерного для
продолжительного открытия mPTP. Скорее все$
го, в данном случае происходило кратковремен$
ное обратимое открытие поры, вызванное крат$
ковременным повышением цитоплазматичес$
кого Са2+, характерного для стимуляции fMLP.
Этот режим открытия mPTP был описан как для
изолированных митохондрий [37], так и для
клеточных моделей [38]. Сигнальная функция
открытия mPTP и связанная с этим продукция
мтАФК была описана ранее в эндотелиальных
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клетках [30] и нейтрофилах, обработанных мик$
сотиазолом [31].

НЕТоз, индуцированный А23187, также за$
висел от открытия mPTP [16]. В данном случае
электронно$микроскопическое исследование
выявило значительное набухание митохонд$
рий, которое совпадало с деконденсацией хро$
матина и разрушением ядерной оболочки
(рис. 1).

Можно полагать, что значительное повыше$
ние цитоплазматического Са2+ под действием
А23187 привело к продолжительному открытию
поры. Са2+$зависимое открытие mPTP стимули$
ровало образование мтАФК, а ингибиторы
mPTP предотвращали их накопление. Непосред$
ственной причиной избыточного образования
мтАФК, возможно, послужил выход из митохон$
дрий через пору основных компонентов их ан$
тиоксидантной защиты, NADPH [38] и восста$
новленного глутатиона [16]. Наряду с Ca2+ эф$
фективным индуктором mPTP является окисли$

тельный стресс [37]. Возможно, АФК, образуе$
мые NADPH$оксидазой, проникнув в клетку,
стимулируют открытие mPTP, создавая петлю
усиления, ведущую к НЕТозу (рис. 2).

Открытие митохондриальной поры издавна
рассматривается как один из этапов реализации
программы апоптоза [39]. Первоначально пред$
полагалось, что вызванное порой набухание
матрикса вызывает разрыв внешней мембраны
митохондрий и выход проапоптозных белков (в
частности, цитохрома с) из межмембранного
пространства в цитоплазму. В дальнейшем эта
гипотеза была модифицирована с учётом дан$
ных о выходе цитохрома с через белковые поры
в мембране. Предполагалось, что открытие
mPTP способствует изменению морфологии
внутренней мембраны и освобождению цитох$
рома с из пространства внутри крист [40]. Дета$
ли этого механизма остаются не вполне понят$
ными, но не вызывает сомнений, что специфи$
ческие ингибиторы поры предотвращают апоп$
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Рис. 1. Электронная микроскопия нейтрофилов, находящихся на ранних стадиях НЕТоза. а, б – Интактный нейтрофил
человека; в, г – нейтрофил, стимулированный 2 мкМ А23187 в течение 30 мин. В клетках наблюдалась деконденсация
хроматина, характерная для НЕТоза. Одновременно происходило набухание митохондрий, что свидетельствовало об
открытии неселективной митохондриальной поры (mPTP). Масштаб: 2 мкм (а, в) и 500 нм (б, г) [16]. Изображения по$
лучены С.А. Голышевым (НИИ ФХБ им. А.Н. Белозерского, МГУ) и цитируются с любезного разрешения издательства
Elsevier
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тоз в различных моделях. Несомненна также и
возможность участия mPTP в индукции некро$
тической гибели. В частности, это наблюдается
при ишемии/реперфузии сердца и определяет
защитное действие ингибиторов поры [41].
Приведенные выше данные позволяют поста$
вить НЕТоз, индуцированный кальциевыми ио$
нофорами, в этот ряд ПГК. Обнаруженное нами
участие мтАФК в активации NADPH$оксидазы
при таком НЕТозе, который часто называют
NADPH$оксизада$независимым, указывает на
то, что его правильнее именовать митохондри$
ально$зависимым НЕТозом.

Механизмы реализации программы НЕТоза.
Важным событием при НЕТозе является выход
различных белков из гранул в цитозоль. Прежде
всего, это касается азурофильных гранул, в сос$
тав которых входит белковый комплекс «азуро$
сома». Она включает восемь типов белков, три
из которых представляют собой высокогомоло$
гичные сериновые протеазы – нейтрофильная
эластаза (НЭ), катепсин G и азуроцидин, и,
кроме того, миелопероксидазу (МРО), фер$
мент, который вырабатывает гипохлорит$ани$

он, используя в качестве субстратов хлор и пе$
роксид водорода. Показано, что АФК вызывают
диссоциацию азуросомы, что приводит к выхо$
ду сериновых протеаз и МРО из гранул в цито$
золь [42]. Сериновые протеазы (прежде всего,
НЭ) расщепляют элементы цитоскелета, что
способствует протеканию НЕТоза [43]. Кроме
того, они мигрируют в ядро, где расщепляют
ламину и гистоны, способствуя деконденсации
хроматина и разрушению ядерной оболочки.
Важную роль в диссоциации азуросомы и выхо$
де протеаз из гранул играет MPO [42, 44]. Инте$
ресно, что ферментативная активность МРО
для этого не нужна. Возможно, этот гем$содер$
жащий белок служит внутриклеточным рецеп$
тором перекиси водорода. Тем не менее, актив$
ность МРО требуется для НЕТоза, поскольку
гипохлорит$анион стимулирует активность
нейтрофильной эластазы [42]. Следует отме$
тить, что АФК$зависимый выход белков из гра$
нул при НЕТозе во многом напоминает АФК$
зависимую пермеабилизацию лизосом и выход
из них катепсинов, что характерно для многих
вариантов некроза [45].
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Рис. 2. Схема, иллюстрирующая различные механизмы НЕТоза
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Из цитоплазмы в ядро также поступает пеп$
тидил$аргинин дезаминаза 4 (PAD4), которая
катализирует цитруллинирование гистонов, что
приводит к окончательной деконденсации хро$
матина. Ингибирование PAD4 предотвращает
деконденсацию хроматина и НЕТоз, вызванные
Са2+$ионофором или бактерией Shigella flexneri,
а нейтрофилы, полученные из мышей с нокау$
том по гену PAD4, не формируют NET в ответ на
ФМА [46]. Пептидил$аргинин дезаминазы яв$
ляются Са2+$связывающими белками и их ак$
тивность стимулируется Са2+. С другой стороны,
PAD4 активируется и вызывает цитруллиниро$
вание гистонов в ответ на добавку пероксида во$
дорода [46]. Кроме того, ЛПС$зависимое цит$
руллинирование гистонов и НЕТоз зависят от
интактности микротрубочек [47]. По всей види$
мости, сочетание всех этих факторов необходи$
мо для активации PAD4. Наряду с пептидил$ар$
гинин дезаминазой, модификация гистонов при
НЕТозе может включать и ацетилирование, но
его роль в НЕТозе пока мало изучена [5]. Декон$
денсация хроматина, а также протеолитическое
повреждение ядерной ламины приводят к раз$
рушению ядерной оболочки и выходу хромати$
на в цитоплазму. Недавно было показано, что
НЕТоз может происходить благодаря активации
циклин$зависимых киназ (CDK), которые спо$
собствуют вступлению в клеточный цикл [48].
Возможно, такие части аппарата митоза, как
фосфорилирование ламина и расхождение
центросом, используются для разрушения ядер$
ной оболочки при НЕТозе.

На завершающей стадии НЕТоза происходит
образование пор в плазматической мембране и
освобождение хроматина во внешнюю среду с
образованием NET. Белки, вышедшие из гра$
нул, прочно связываются с деконденсирован$
ным хроматином благодаря электростатическо$
му взаимодействию. Поры, пропускающие эти
гигантские комплексы, формируются белком
газдермином D (GSDMD), который формирует
также поры в мембране макрофагов при пироп$
тозе. В отличие от пироптоза, где активация
GSDMD происходит благодаря расщеплению
под действием каспаз$1 и $4/5 (каспаза$11, у
мышей), в нейтрофилах его расщепляет и акти$
вирует преимущественно нейтрофильная элас$
таза [49, 50]. Активация GSDMD, возможно,
приводит к формированию пор не только в
плазматической, но и в ядерной мембране [51].
Каспаза$зависимая активация GSDMD в нейт$
рофилах также возможна в результате некано$
нической активации инфламмасомы [51], одна$
ко роль этого механизма в НЕТозе требует даль$
нейшего изучения. Родственный GSDMD газ$
дермин Е активируется каспазой$3, что приво$

дит к пермеабилизации митохондрий и усиле$
нию апоптоза, а также ко вторичному некрозу
[52, 53]. При некроптозе под действием RIP ки$
наз происходит активация другого порообразу$
ющего белка MLKL (не родственного газдерми$
нам), что также приводит к выбросу NET
[11–13].

Физиологическая модуляция НЕТоза. В физио$
логических условиях отношение концентраций
CO2/HCO3

–, рН и содержание O2 могут модули$
ровать НЕТоз. В умеренно щелочных условиях и
при сниженном соотношении CO2/HCO3

– уро$
вень НЕТоза, вызванного ФМА, Са2+$ионофо$
ром, микрокристаллами мочевой кислоты и
ЛПС, был повышен [54]. Повышение рН в ци$
топлазме нейтрофилов вызывало увеличение
концентрации Са2+ и усиленную продукцию
АФК как NADPH$оксидазой, так и митохонд$
риями [55]. Снижение рН среды вызывает угне$
тение НЕТоза, возможно, благодаря торможе$
нию гликолиза [56]. Кроме того, при низком рН
резко снижается вероятность открытия mPTP
[37], что может понизить продукцию мтАФК
[16]. Предполагается, что рН$зависимость НЕТоза
приводит к тому, что на периферии очага воспа$
ления он максимально активирован и предохра$
няет ткань от проникновения патогенов, а в
центре очага, для которого характерен низкий
рН, НЕТоз ослаблен и не усиливает поврежде$
ние тканей [54]. Сведения о влиянии гипоксии
на НЕТоз противоречивы. С одной стороны, но$
каут Hif$1α (основного транскрипционного
фактора, регулирующего адаптацию к гипок$
сии) подавлял НЕТоз, а фармакологическая ста$
билизация Hif$1α его стимулировала [57]. С дру$
гой стороны, НЕТоз, вызванный ФМА (но не S.
aureus), при гипоксии понижался, и этот эффект
не зависел от Hif$1α [58]. Помимо состава сре$
ды, НЕТоз зависит от её осмолярности, так что
гипертоническая среда подавляла продукцию
АФК и НЕТоз. Уровень АФК в данном случае
был критичен, так как добавление пероксида
водорода восстанавливало НЕТоз [59].

Цитокины и медиаторы воспаления играют
важную роль в активации НЕТоза, в то же время
некоторые антивоспалительные факторы могут
вызывать обратный эффект. Так, простагландин
E2, играющий важную роль в разрешении вос$
паления, ингибирует НЕТоз благодаря увеличе$
нию внутриклеточного содержания цикличес$
кого АМФ [60, 61]. Активированный С$белок
(сериновая протеиназа, обладающая противос$
вертывающим и противовоспалительным
действием) также может ингибировать НЕТоз
благодаря связыванию со специфическим ре$
цептором (EPCR) или взаимодействию с проте$
аза$активируемым рецептором 3 (PAR3) и ин$
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тегринами CD11b/CD18 (Mac$1). Интересно,
что тот же активированный С$белок может рас$
щеплять гистоны, входящие в состав NET [62].
Показано, что НЕТоз подавляется важным про$
тивовоспалительным цитокином IL$10 [63].
Пептиды, эффективно подавляющие образова$
ние NET, были обнаружены в пуповинной кро$
ви. Наиболее распространенный пептид полу$
чил название «неонатальный NET$ингибирую$
щий фактор» (nNIF). Этот пептид избирательно
ингибировал НЕТоз, не влияя на фагоцитоз и
другие функции нейтрофилов. Его внутривен$
ное введение защищало мышей от системного
воспаления, вызванного ЛПС, и от микробного
сепсиса [64].

Патогенные микроорганизмы обладают ши$
роким спектром приспособлений, препятствую$
щих микробицидному действию NET [65].
Многие микроорганизмы вырабатывают лити$
ческие ферменты (прежде всего, эндонуклеазы),
разрушающие NET. Такие бактерии, как
Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium tuberculo)
sis, а также грибы рода Aspergillus, вырабатывают
защитные и маскирующие внеклеточные обо$
лочки. В случае P. аeruginosa покрытие сиаловы$
ми кислотами вызывает продукцию IL$10, кото$
рый подавляет НЕТоз. Этот же механизм, по$
видимому, использует вирус иммунодефицита
человека (HIV$1). Вирионы HIV$1 стимулируют
выработку IL$10 дендритными клетками, что за$
щищает вирус от литического действия фермен$
тов, входящих в NET [63]. Вирус гепатита В
(HBV) ингибирует НЕТоз, подавляя продукцию
АФК в нейтрофилах с помощью белка оболочки
HBE и корового белка HBC [66].

ПРИЖИЗНЕННОЕ ОБРАЗОВАНИЕ NET

Наряду с описанным выше суицидальным
НЕТозом существуют также механизмы выброса
ДНК, при которых нейтрофилы сохраняют свою
жизнеспособность и естественные эффекторные
функции [6]. Для описания этих процессов был
использован термин «витальный НЕТоз». Одна$
ко Комитет по номенклатуре клеточной гибели
в 2018 г. [67] не рекомендовал использовать тер$
мин НЕТоз для процессов, не сопряженных с
гибелью клетки. Впервые прижизненный выб$
рос хроматина был описан в системе, где при$
сутствовали нейтрофилы и тромбоциты, акти$
вированные ЛПС, которые связывались с
TLR4 [68]. НЕТоз в данном случае происходил
значительно быстрее, чем при индукции ФМА,
а роль NADPH$оксидазы и АФК не была изу$
чена. К сожалению, эта интересная модель,
имеющая очевидное физиологическое значе$

ние, в дальнейшем не была исследована. Сход$
ный витальный выброс хроматина наблюдали in
vivo при заражении кожи грамположительными
бактериями [69]. Для индукции этого процесса
требовалась опсонизация бактерий, которые
взаимодействовали с TLR2 и активировали сис$
тему комплемента. Интересно, что после выб$
роса хроматина безъядерные нейтрофилы были
способны к хемотаксису и фагоцитозу бакте$
рий.

Массированный и очень быстрый выброс
митохондриальной ДНК (мтДНК) без утраты
жизнеспособности наблюдался в эозинофилах и
нейтрофилах, праймированных провоспали$
тельными цитокинами IL$5/IFN$γ или GM$
CSF, соответственно, и стимулированных ЛПС
[70, 71]. В обоих типах гранулоцитов этот про$
цесс зависел от активности NADPH$оксидазы.
Аналогичный феномен наблюдался и в случае
базофилов [18]. Сходный выброс мтДНК был
обнаружен у В$ и Т$лимфоцитов, а также у нату$
ральных киллерных клеток (NK$клетки) в ответ
на олигодезоксинуклеотиды [72]. В отличие от
гранулоцитов, выброс митохондриальной ДНК
из лимфоцитов не зависел от NADPH$оксида$
зы. Вопрос о функциональной роли внеклеточ$
ной мтДНК остается открытым. Низкое содер$
жание митохондрий в нейтрофилах и особенно
в эозинофилах делает маловероятным образова$
ние функциональных митохондриальных лову$
шек. В случае лимфоцитов внеклеточная
мтДНК не содержала литических ферментов и,
скорее всего, выполняла сигнальную функцию.
В частности, мтДНК стимулировала экспрес$
сию и секрецию интерферонов I типа мононук$
леарами периферической крови [72]. Следует
отметить, что внеклеточная мтДНК (часто окис$
ленная) встречается в крови при широком
спектре патологий, включая системную красную
волчанку, аутоиммунное заболевание, в патоге$
незе которого важную роль играет НЕТоз [33].

РОЛЬ НЕТоза В ЗАЩИТЕ ХОЗЯИНА
И ПАТОЛОГИИ

В первых же работах по НЕТозу высказывали
соображения о физиологической защитной ро$
ли этого явления. В частности, структуры, по$
добные NET, были обнаружены в содержимом
аппендикса [2]. В дальнейшем NET были обна$
ружены в очень большом числе органов и тка$
ней [6], однако вопрос о его защитном действии
по$прежнему остается открытым. НЕТоз наб$
людается в очагах инфекций и, по$видимому,
замедляет распространение патогенов. Так, по$
казано, что НЕТоз при стафилококковой ин$
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фекции кожи тормозит проникновение патоге$
нов в кровоток [69]. Мыши, не способные к
НЕТозу из$за нокаута гена PAD4, значительно
сильнее страдали от некротического фасциита,
вызванного Streptococcus pyogenes группы A [46].
Однако избыточное образование NET, связан$
ное как с усиленным НЕТозом, так и с наруше$
нием механизмов их устранения, может приво$
дить к воспалительным и аутоиммунным пато$
логиям, а также к закупорке протоков и крове$
носных сосудов.

НЕТоз на поверхности эпителия. Микроорга$
низмы постоянно атакуют эпителиальные барь$
еры, индуцируя образование NET на поверхнос$
ти слизистой полости рта, глаз и коже. Поэтому
образование NET и их деградация должны стро$
го регулироваться, чтобы не вызвать воспаления
в этих тканях. Был описан ряд заболеваний, в
которых NET играют как противомикробную,
так и патогенетическую роль.

На поверхности роговицы глаза НЕТоз
участвует в защите как от бактериальной, так и
грибковой инфекции. У пациентов с выражен$
ным НЕТозом грибковый кератит протекал зна$
чительно легче [73], однако НЕТоз осложнял
течение кератита, вызванного клиническими
изолятами P. aeruginosa в мышиной модели [74].
В случае стерильного воспаления роговицы при
синдроме сухого глаза также наблюдалось на$
копление NET [75]. Одной из причин НЕТоза
могла быть повышенная осмолярность слёзной
жидкости, омывающей роговицу [76]. Для
синдрома сухого глаза, который часто возника$
ет как проявление реакции «трансплантат про$
тив хозяина» при пересадках костного мозга
[77], и для аутоиммунного синдрома Шегрена
[78] также характерно накопление NET в слёз$
ной жидкости. Интересно, что митохондриаль$
но$направленный антиоксидант SkQ1 (в соста$
ве глазных капель «Визомитин») доказал свою
высокую эффективность при терапии синдрома
сухого глаза различной этиологии [79]. Можно
полагать, что этот эффект SkQ1 отчасти связан с
обнаруженным нами подавлением НЕТоза [16].

Роль НЕТоза в тромбообразовании. НЕТоз иг$
рает важную роль в патогенезе тромбозов раз$
личного происхождения [80, 81]. Так, например,
в модели стеноза нижней полой вены у мышей с
нокаутом гена PAD4 вероятность тромбоза была
значительно снижена [82]. Участие НЕТоза в
тромбозе определяется взаимодействием NET с
эндотелием и тромбоцитами, а также задержкой
мелких тромбов. НЕТоз, по$видимому, опреде$
ляет тромбоз, связанный с избыточными реак$
циями врожденного иммунитета («иммунот$
ромбоз») [83]. Иммунотромбоз, предположи$
тельно, является защитной реакцией организма

на патогены, облегчающей их захват в фибрино$
вом сгустке. Кроме того, тромбы мелких сосудов
могут создавать отсеки, где патогены могут быть
эффективно уничтожены. При этом послед$
ствия такой реакции могут быть трагическими.
Недавнее масштабное клиническое исследова$
ние выявило корреляцию между уровнем НЕТоза
и тяжестью ишемического инсульта и инфаркта
миокарда [84]. НЕТоз может активироваться
микрокристаллами холестерина и участвовать в
патогенезе атеросклероза. Гистоны в составе
NET вызывают TLR4$зависимую активацию
макрофагов и выброс цитокинов, активирую$
щих T$хелперные клетки (Th17) [85, 86]. Воспа$
лительный процесс в бляшках может служить
одной из причин тромбоза. Еще одной причи$
ной тромбоза могут быть онкологические забо$
левания, и НЕТоз, предположительно, участвует
в тромбообразовании [87]. С другой стороны,
терапевтическое вирусное инфицирование опу$
холей индуцирует нейтрофил$зависимую внут$
риопухолевую коагуляцию и гибель раковых
клеток. Однако предстоит еще выяснить,
действительно ли этот процесс обусловлен
НЕТозом [88]. Тромбоз, характерный для раз$
личных вирусных инфекций, может быть связан
с избыточным НЕТозом, и, по$видимому, участ$
вует в патогенезе COVID$19 (см. ниже).

В протоках поджелудочной железы НЕТоз
может быть вызван микрокристаллами карбона$
та кальция, что ведет к закупорке панкреатичес$
кого протока и панкреатиту [89]. Подобные
кристаллы вызывают НЕТоз в желчных прото$
ках и желчном пузыре, что может вести к обра$
зованию желчных камней [90].

Роль НЕТоза в развитии легочных заболева5
ний. В дыхательных путях НЕТоз вносит свой
вклад в защиту от инфекции, повышая вязкость
слизи и способствуя уничтожению патогенов,
однако многие из них (в частности, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae) вырабатыва$
ют эндонуклеазы, которые расщепляют NET и
защищают себя от гибели [91]. Вместе с тем
НЕТоз способствует развитию осложнений ин$
фекционных заболеваний легких, таких как ост$
рый респираторный дистресс$синдром (ОРДС),
хроническая обструктивная болезнь легких
(ХОБЛ), а также бронхиальная астма и др. Про$
веденное недавно (но до начала эпидемии
COVID$19) клиническое исследование внеболь$
ничной пневмонии показало корреляцию со$
держания NET и тяжести заболевания [92]. Ост$
рое повреждение легких (ОПЛ) и более тяжелый
ОРДС, обусловленные разнообразной этиоло$
гией, сопровождаются избыточным НЕТозом
[93]. НЕТоз при этих патологиях может участво$
вать в повреждении альвеолярного эпителия и
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эндотелия. Для ХОБЛ, которая, как правило,
связана с курением и загрязнением воздуха, и
тяжелой «нейтрофильной» астмы также харак$
терно накопление NET в мокроте и смывах из
дыхательных путей [94]. Риновирусная инфек$
ция на фоне астмы значительно повышала со$
держание NET [95]. При астме образование хро$
матин$содержащих ловушек может происходить
также при гибели эозинофилов, подобной
НЕТозу [96].

Тяжелая острая респираторная инфекция
COVID$19 (corona virus disease$19), вспыхнув$
шая в декабре 2019 г. в китайском городе Ухань и
впоследствии переросшая в пандемию, порази$
ла в настоящее время более 15 млн человек из
250 стран мира. Заболевание было вызвано но$
вым коронавирусом, названным SARS$CoV$2
(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), и
сопровождалось вирусной пневмонией, часто
прогрессирующей в ОРДС и полиорганную не$
достаточность. Повышенный уровень нейтро$
филов в крови указывает на тяжесть этого забо$
левания и плохой прогноз [97]. При обследова$
нии пациентов, инфицированных SARS$CoV$2,
в крови был обнаружен повышенный уровень
маркеров НЕТоза (свободной ДНК, комплексов
МПО$ДНК и цитруллинированного гистона
Н3) и маркера гибели клеток лактатдегидроге$
назы [98]. Концентрация свободной ДНК кор$
релировала с содержанием нейтрофилов, с
уровнем маркера острой фазы воспаления С$ре$
активным белком и маркером тромбоза D$ди$
мером. Сыворотки пациентов с COVID$19 ин$
дуцировали НЕТоз у здоровых доноров в систе$
ме in vitro. Одним из проявлений COVID$19 яв$
ляется встречающийся у детей синдром Каваса$
ки (васкулит), для которого характерен избы$
точный НЕТоз [99]. НЕТоз при COVID$19 мо$
жет быть вызван эпителиальными и эндотели$
альными клетками, пораженными вирусом, ак$
тивированными тромбоцитами и воспалитель$
ными цитокинами. В то же время избыточный
НЕТоз участвует в развитии «цитокинового
шторма» и тромбоза, которые являются основ$
ной причиной тяжелого течения COVID$
19 [100].

НЕТоз и аутоиммунные заболевания. Многие
компоненты NET, в частности, двуспиральная
ДНК, белки гранул и гистоны, вызывают выра$
ботку антител и могут стимулировать развитие
аутоиммунных заболеваний. Впервые участие
НЕТоза в патогенезе аутоиммунных заболева$
ний было детально исследовано на примере сис$
темной красной волчанки [101]. При этом забо$
левании в крови появляется особая форма гра$
нулоцитов, названная «гранулоциты низкой
плотности». Эти клетки вырабатывают больше

воспалительных цитокинов (включая интерфе$
роны I типа) и значительно легче входят в
НЕТоз, чем нормальные нейтрофилы. Их NET
содержат больше аутоантигенов и окисленной
митохондриальной ДНК [33], что делает их бо$
лее сильными иммуностимуляторами. Одной из
особенностей гранулоцитов низкой плотности
является усиленная продукция митохондриаль$
ных АФК. Недавно было показано, что митохон$
дриально$направленный антиоксидант MitoQ
(сходный по структуре с SkQ1) подавляет НЕТоз
и патологические проявления в мышиной моде$
ли системной красной волчанки [102].

При ревматоидном артрите (РА) развитие
патологии коррелировало с накоплением мар$
керов NET, комплексов ДНК с МПО и антител
к цитруллинированным гистонам [103, 104].
Кроме того, на модели РА было установлено,
что поглощение NET фибробластами стимули$
ровало образование антител против цитрулли$
нированных гистонов [105]. Подобные наблю$
дения свидетельствуют об участии НЕТоза в та$
ких аутоиммунных заболеваниях, как васкулит,
ассоциированный с «антителами против нейт$
рофилов» (AAV), антифосфолипидный синд$
ром, рассеянный склероз и псориаз [106]. Инте$
ресно, что при некоторых заболеваниях НЕТоз
может играть антивоспалительную роль. Так,
при падагре НЕТоз, индуцированный кристал$
лами мочевой кислоты, сопровождается выбро$
сом литических ферментов, которые расщепля$
ют провоспалительные цитокины в очаге воспа$
ления. Предполагается, что НЕТоз при подагре
предотвращает развитие хронического заболе$
вания [107].

ТЕРАПИЯ НЕТоза

Выявленное участие НЕТоза в различных па$
тологиях привело к интенсивному изучению и
испытаниям различных терапевтических подхо$
дов. Одна их часть включает применение
средств, препятствующих НЕТозу. К ней отно$
сится антицитокиновая терапия, направленная
на предотвращение накопления нейтрофилов в
очагах поражения и их активацию, а также при$
менение ингибиторов компонентов программы
НЕТоза: НЭ, PAD4 и GSDMD. Другая часть свя$
зана с подходами, направленными на разруше$
ние NET или ослабление их повреждающего
действия. Антицитокиновая терапия, направ$
ленная против IL$1β, широко используется при
различных воспалительных и аутоиммунных за$
болеваниях. Одной из её мишеней может яв$
ляться избыточный НЕТоз. Рекомбинантный
белок Анакинра, антагонист рецептора IL$1β, в
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настоящее время проходит клинические испы$
тания при COVID$19 (https://clinicaltrials.gov:
NCT04324021, NCT04330638, NCT02735707). Из
ингибиторов НЕТоза наиболее далеко продви$
нулись испытания ингибиторов НЭ. Первый из
них, сивелестат, был разрешен к применению
при ОРДС в Японии и Южной Корее, но мета$
анализ клинических данных не подтвердил его
эффективность [108]. Новое поколение ингиби$
торов НЭ в настоящее время находится лишь на
первой стадии клинических испытаний. Ингиби$
торы GSDMD и PAD4 находятся на доклиничес$
кой стадии разработки. Большой интерес предс$
тавляет использование существующих лекар$
ственных препаратов. Так, дисульфирам, который
используется для лечения алкоголизма, ингиби$
рует GSDMD и защищает мышей от гибели в мо$
дели сепсиса, вызванного ЛПС [109]. Надо отме$
тить, что GSDMD является также критическим
компонентом программы пироптоза, и авторы
исследования связывают его эффект с предотвра$
щением пироптоза макрофагов. Эксперименты
in vitro показали, что НЕТоз предотвращается ин$
гибиторами микротрубочек [47]. К этой группе
препаратов относится колхицин, и в настоящее
время ведутся клинические испытания колхици$
на при COVID$19 (https://clinicaltrials.gov:
NCT04326790, NCT04328480, NCT04322565,
NCT04322682).

Среди препаратов, направленных на разру$
шение NET, наиболее детально исследованы
ДНКаза I и антитела против гистонов. Рекомби$
нантная ДНКаза I была успешно использована
практически во всех моделях патологий, сопря$
женных с НЕТозом. В частности, введение
ДНКазы I значительно облегчает течение ОРДС
[93] и ХОБЛ [94] в моделях на животных. У па$
циентов с муковисцидозом ингаляция ДНКазы
улучшала функцию легких, а нейтрофильная
эластаза способствовала растворению мокроты,
делая её более доступной для ДНКазы [110].
Клинические испытания актин$резистентной
ДНКазы (PRX$110) проходят вторую фазу и да$
ют обнадеживающие результаты (https://clinical$
trials.gov: NCT02605590, NCT02722122). Можно
надеяться, что ДНКаза будет не только разжи$
жать мокроту, но и сможет препятствовать раз$
витию ОРДС, как это наблюдалось в экспери$
ментах на животных.

Наши эксперименты с митохондриально$
направленным антиоксидантом SkQ1 показали
его потенциальную эффективность против
НЕТоза [16]. В модели системного воспалитель$
ного синдрома на мышах SkQ1 предотвращал
летальное действие воспалительного цитокина

TNF [111]. Сходный по структуре с SkQ1 анти$
оксидант MitoQ также подавлял НЕТоз в мыши$
ной модели системной красной волчанки [102].
Эти результаты позволяют надеяться на то, что
на основе митохондриально$направленных ан$
тиоксидантов могут быть созданы препараты
для терапии болезней, связанных с избыточным
НЕТозом и, в частности, с COVID$19.

Программа образования нейтрофильных
внеклеточных ловушек (НЕТоз) изучается с вы$
сокой интенсивностью, однако многие вопросы
относительно его механизмов и физиологичес$
кой роли остаются открытыми. Прежде всего,
это относится к сигнальным механизмам ини$
циации НЕТоза. В частности, остаются неясны$
ми процессы, ведущие к модификации хромати$
на и его деконденсации. Не определены пока
мишени для действия мтАФК и детали мтАФК$
зависимой активации NADPH$оксидазы. Пред$
полагается, что избыточный НЕТоз играет важ$
ную роль в патогенезе многих инфекционных,
воспалительных и аутоиммунных заболеваний,
но доказательств этому пока собрано недоста$
точно. Новый толчок к изучению патофизиоло$
гической роли НЕТоза может быть связан с его
предполагаемой ролью в патогенезе COVID$19.
Разработка новых лекарственных средств, пред$
отвращающих НЕТоз, включая митохондриаль$
но$направленные антиоксиданты, представля$
ется перспективным направлением фармаколо$
гических исследований.
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NETosis is a program for formation of neutrophil extracellular traps (NETs), which consist of modified chromatin
decorated with bactericidal proteins from granules and cytoplasm. Various pathogens, antibodies and immune com$
plexes, cytokines, microcrystals, and other physiological stimuli can cause NETosis. Induction of NETosis depends
on reactive oxygen species (ROS), the main source of which is NADPH oxidase. Activation of NADPH oxidase
depends on increase in the concentration of Ca2+ in the cytoplasm and in some cases on the generation of ROS in
mitochondria. NETosis includes release of the granule components into the cytosol, modification of histones leading
to chromatin decondensation, destruction of the nuclear envelope, as well as formation of pores in the plasma mem$
brane. In this review, basic mechanisms of NETosis, as well as its role in the pathogenesis of some diseases including
COVID$19 are discussed. 

Keywords: neutrophil, neutrophil extracellular traps, NETosis, NADPH oxidase, reactive oxygen species, mitochon$
drial pore, COVID$19
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Нарушение процесса программируемой апоптотической гибели клеток тесно связано с этиологией различ�
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ный надзор или подавление иммунного ответа способны индуцировать бесконтрольное размножение виру�
са и пролиферацию клеток хозяина. В данном обзоре представлены современные данные о механизмах по�
давления апоптотической гибели вирусами и их роль в онкогенезе.
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ВИРУСНЫЕ ИНФЕКЦИИ: НЕГАТИВНЫЙ РЕГУЛЯТОР АПОПТОЗА
И ФАКТОР ОНКОГЕННОСТИ

Обзор

© 2020 А.В. Замараев1, Б. Животовский1,2, Г.С. Копеина1*

ВВЕДЕНИЕ

В многоклеточных организмах процесс апо�
птотической гибели играет важную роль в под�
держании клеточного гомеостаза, морфогенеза,
а также задействован на разных этапах развития
и функционирования иммунной системы и уда�
лении поврежденных или инфицированных
клеток [1]. Запуск апоптоза осуществляется пос�
редством внеклеточных или внутриклеточных
факторов, таких как активация рецепторов
смерти, нарушение сигналов клеточного цикла,
накопление неправильно свернутых белков,
повреждение ДНК, метаболические нарушения,
а также в ответ на различные бактериальные и
вирусные инфекции.

Выделяют два основных пути передачи сиг�
нала апоптоза: внешний путь (рецептор�зависи�
мый сигнальный путь с участием рецепторов
смерти) и внутренний путь (митохондриаль�
ный). Внешний путь клеточной гибели начина�
ется с взаимодействия специфических лигандов
гибели с рецепторами смерти (CD95, TRAIL�
R1/2, TNFR1) на поверхности клетки. Лиганды,
взаимодействующие с рецепторами, вызывают
их олигомеризацию или конформационные из�
менения рецептора, что способствует присоеди�
нению белков�адаптеров (FADD, TRADD) и не�
активных предшественников цистеиновых про�
теаз – инициаторных каспаз (прокаспаза�8, �10)
[2]. В составе такого высокомолекулярного
комплекса DISC происходит активация иници�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : AIF – фактор, индуцирующий апоптоз; Akt – протеинкиназа В; Apaf�1 – фактор актива�
ции апоптотической протеазы 1; Bcl�2 – семейство белков, регулирующих апоптоз; CD95/Fas/Apo�1 – рецептор смер�
ти; cIAP– клеточный ингибитор белков апоптоза; DISC – сигнальный комплекс, индуцирующий клеточную гибель;
DREAM – белковый комплекс, ответственный за регулирование экспрессии генов клеточного цикла; EndoG – эндонук�
леаза G; FADD – белок, взаимодействующий с доменом смерти CD95�рецептора; HBx – белок вируса гепатита Б;
HTLV�1 – ретровирус Т�клеточного лейкоза человека 1�го типа; KSHV – герпесвирус, ассоциированный с саркомой Ка�
поши; NF�kB – транскрипционный ядерный фактор каппа�Би; PI3K – фосфатидилинозитол�3�киназа; SARS�CoV – од�
ноцепочечный РНК�вирус семейства короновирусов; TNF – фактор некроза опухолей; TNFR1 – рецептор фактора нек�
роза опухоли 1; TRADD – белок, взаимодействующий с доменом смерти TNFR1�рецептора; TRAIL�R1/2 – рецептор, от�
носящийся к семейству TNF, инициирующий апоптоз; АФК – активные формы кислорода; ВИЧ�1 – вирус иммунодефи�
цита человека; ВПЧ – вирус папилломы человека; ВЭБ – вирус Эпштейна–Барра; дАТФ – 2′�дезоксинуклеозид�5′�три�
фосфат; ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота.

* Адресат для корреспонденции.
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аторных каспаз, которые вызывают, в свою оче�
редь, активацию эффекторных каспаз (каспазы�
3, �6, �7) [3]. Данный каспазный каскад приво�
дит к гидролизу белков ядерной ламины, цитос�
келета, протеин�киназ, белков репарации ДНК,
а также инактивирует белки�ингибиторы апоп�
тоза. В результате этих процессов происходят
несовместимые с поддержанием нормального
состояния биохимические и морфологические
изменения клетки.

Внутриклеточные сигналы, такие как пов�
реждение ДНК клетки, окислительный стресс,
нарушение клеточного цикла или других сиг�
нальных путей, приводят к апоптозу главным
образом через внутренний путь. Ключевым со�
бытием внутреннего пути является пермеабили�
зация митохондриальной мембраны, обуслов�
ленное действием проапоптотических белков
семейства Bcl�2, таких как Bax и Bak. Образова�
ние митохондриальных пор приводит к высво�
бождению из митохондрий в цитоплазму проа�
поптотических белков, таких как цитохром с,
AIF, EndoG и др., через высокопроницаемые ка�
налы на внешней поверхности митохондрий.
Цитохром с, связываясь с белком Apaf�1 в при�
сутствии дАТФ, вызывает его олигомеризацию,
обеспечивая рекрутирование прокаспазы�9. Та�
ким образом, в цитоплазме клетки формируется
белковый комплекс под названием апоптосома.
В составе этого комплекса происходит актива�
ция инициаторной каспазы�9, которая, в свою
очередь, активирует эффекторные каспазы,
приводя клетку к гибели [4].

Некоторые вирусные инфекции для репли�
кации и выживания способны подавлять апоп�
тотическую гибель клеток. Многие вирусы, в
том числе и онкогенные, модулируют функции
онкосупрессорного белка р53, активируют ан�
тиапоптотические сигнальные пути, ингибиру�
ют рецептор�зависимый и внутренний путь
апоптоза, регулируя баланс про� и антиапопто�
тических факторов. Подобные изменения апоп�
тотических путей приводят к нарушению гомео�
статического баланса, что способствует прог�
рессированию инфекции и вирус�индуцирован�
ных патологий (таблица). Ниже представлены
различные механизмы вирусных инфекций,
участвующих в подавлении апоптоза, и их роль в
трансформации клеток.

РЕГУЛЯЦИЯ ОНКОСУПРЕССОРНОГО
БЕЛКА р53

Одним из центральных участников апопто�
тических сигнальных путей является онкосуп�
рессорный белок p53. Этот транскрипционный
фактор регулирует экспрессию ~500 целевых ге�
нов, тем самым контролируя широкий спектр
клеточных процессов, включая остановку кле�
точного цикла, старение клеток, репарацию
ДНК, метаболическую адаптацию и гибель кле�
ток [18]. Многие вирусные инфекции, чтобы до�
биться успешной репликации и распростране�
ния, используют различные способы манипуля�
ции функциями p53. Например, для экспансии
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Вирус

Вирус Эпштейна–Барра

Вирус гепатита В

Т�лимфотропный вирус человека 1 

Вирус папилломы человека

Вирус гепатита С

Герпесвирус, связанный с саркомой Капоши

Клеточный полиомавирус Меркеля

Виды опухоли, вызванные онкогенными вирусами [17]

Ссылки

[5, 6]

[7]

[8, 9]

[10, 11]

[12, 13]

[14]

[15, 16]

Вид опухоли

40% лимфомы Ходжкина
>95% эндемической лимфомы Беркитта
10% рак желудка
большинство носоглоточной карциномы (тип II и III)
саркома Капоши
другие лимфомы

53% гепатоцеллюлярной карциномы

> 99% взрослого Т�клеточного лейкоза

> 95% рака шейки матки
70% рака ротоглотки
другие аногенитальные карциномы

25% гепатоцеллюлярной карциномы
неходжкинские В�клеточные лимфомы

> 99% саркомы Капоши
> 99% первичной выпотной лимфомы

80% клеточной карциномы Меркеля
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некоторые вирусы вызывают p53�опосредован�
ную апоптотическую гибель клеток хозяина, од�
нако, некоторые вирусы могут стимулировать
пролиферацию клеток, ослабляя функцию p53,
регулирующую клеточный цикл, и тем самым
могут провоцировать онкогенные процессы
[19].

Одним из таких примеров является вирус ге�
патита В. Исследования этого вируса показали,
что кодируемый им белок HBx (hepatitis B virus X
protein) способен негативно влиять на запуск
р53�индуцированного апоптоза [20]. На клеточ�
ных линиях гепатоцеллюлярной карциномы че�
ловека HepG2 и Hep3B была показана связь бел�
ка HBx с цитоплазматическим р53, а также с
белком данного семейства p73. Данное взаимо�
действие предотвращало их ядерную транслока�
цию и запуск проапоптотических факторов. В
дополнение к этому HBx усиливает экспрессию
N�терминальной изоформы р73, которая явля�
ется трансдоминантным ингибитором р53 [21].
Также HBx способен усиливать экспрессию бел�
ка HURP (hepatoma upregulated protein), кото�
рый вызывает деградацию p53 и подавляет апоп�
тоз, вызванный химиотерапевтическими ДНК�
повреждающими агентами [22]. Таким образом,
реактивация вируса гепатита В, которая доволь�
но часто наблюдается при лечении гематологи�
ческих злокачественных новообразований, хи�
миотерапии рака молочной железы и других
злокачественных опухолей, способна приводить
к снижению ответа на лечение [23].

Наряду с исследованиями вируса гепатита В,
многочисленные работы были проведены по
изучению онкогенности вируса гепатита С. Бы�
ло показано, что повышенная экспрессия бел�
ков вируса NS2, NS3/4A и NS5A способна вли�
ять на р53�зависимый путь, индуцируя его пере�
мещение из ядра в цитоплазматическую/пери�
нуклеарную область. В частности, неструктур�
ный белок NS5A напрямую взаимодействует с
р53 и подавляет p53�индуцированный апоптоз
[24]. Высокий уровень белка NS5A также ассо�
циирован с появлением активных форм кисло�
рода (АФК) в гепатоцитах, что может вызывать
окислительный стресс и способствовать разви�
тию гепатоцеллюлярной карциномы. Наряду с
неструктурными компонентами белки капсида
вируса E1 и Е2 также являются причиной силь�
ного окислительного стресса, что ускоряет раз�
витие опухоли. Интересно отметить, что
экспрессия белка NS3�NS5B достаточна для по�
явления двухмембранных везикул, которые на�
поминают аутофагосомы, а белок NS4B индуци�
рует липидизацию LC3 и накопление аутофаго�
сом [24]. Таким образом, вирус гепатита С, по�
давляя апоптотическую гибель, может исполь�

зовать аутофагический путь для усиления своей
репликации и подавления противовирусного
интерферон�зависимого пути.

Такие ДНК�вирусы, как аденовирусы и SV40,
используют механизм репликации ДНК клетки�
хозяина для распространения вирусной инфек�
ции. Для этого вирусный Т�антиген или белки
аденовируса Е1В связывают р53 и инактивируют
его, позволяя клетке избегать остановки клеточ�
ного цикла и способствуя переходу в S�фазу [25].
Более того, Т�антиген вируса обладает свой�
ством «ДНК�мимикрии» [25], имитируя заряд и
контур дуплекса ДНК. Данная особенность поз�
воляет Т�антигену связываться с р53 и тем са�
мым нарушать транскрипционную регуляцию
генов�мишеней р53, что приводит к трансфор�
мации клетки�хозяина [26]. Связь между р53 и
SV40 может не только подавлять нормальные
функции р53, но и стимулировать «вспомога�
тельную» активность для развития SV40. N�кон�
цевой домен p53 выступает в качестве основы
для привлечения транскрипционных регулято�
ров, таких как p300/CBP и MDM2, тем самым
изменяя экспрессию клеточных генов, необхо�
димых для распространения вируса [27].

Вирус папилломы человека (ВПЧ), один из
наиболее известных онкогенных вирусов, ассо�
циированный с доброкачественной гиперплази�
ей ткани, а также с аногенитальными карцино�
мами, способен использовать особые свойства
своих вирусных белков Е6 и Е7 для ингибирова�
ния активности онкосупрессора р53. Вирусный
белок Е6 путем взаимодействия с Е3 убиквитин�
лигазой E6AP способен вызывать 26S�протеа�
сомную деградацию р53, что приводит к сниже�
нию уровня р53 в инфицированных клетках.
Недавно было показано, что вирусный белок Е7
влияет на функционирование транскрипцион�
ного репрессорного комплекса DREAM. Путь
p53�p21�DREAM является одним из ключевых в
активации контрольных точек клеточного цик�
ла с помощью p53. Запуская этот путь, р53 по�
давляет ряд генов, контролируемых комплексом
DREAM. Однако онкобелок Е7 способен нап�
рямую связываться с комплексом DREAM и
усиливать экспрессию большинства генов кле�
точного цикла, подавляя при этом функции р53
[28]. Таким образом, белки Е6 и Е7 ВПЧ, влияя
на уровень р53 и его сигнальный путь, вызывают
изменения в клеточном цикле хозяина, что при�
водит к нерегулируемому делению клеток и по�
давлению апоптоза (рисунок).

Неонкогенные вирусы, такие как вирус ос�
пы, имеющие большую ДНК [29], для обеспече�
ния ее синтеза уменьшают уровень и стабиль�
ность р53. Было обнаружено, что киназа B1R,
кодируемая ранним вирусным геном, гиперфос�
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форилирует р53 по остаткам Ser�15 и Thr�18, что
приводит к увеличению его убиквитинилирова�
ния и деградации [30].

Вирус иммунодефицита человека 1�го типа
(ВИЧ�1), который вызывает снижение числа
CD4�лимфоцитов и нарушение функций им�
мунной системы, также взаимодействует с бел�

ком p53 в процессе инфицирования и в зависи�
мости от стадии инфекции либо подавляет, либо
активируют его. На ранней стадии заражения
белки ВИЧ�1, такие как Nef и LTR, взаимодей�
ствуют непосредственно с р53 через его N�кон�
цевую часть и инактивируют этот белок, снижая
его транскрипционную активность и как след�
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Подавление внешнего и внутреннего пути апоптоза вирусной инфекцией и модуляция клеточного сигналинга (обьясне�
ния см. в тексте). Красные стрелки обозначают подавление вирусами соответствующей мишени, синие стрелки – актива�
цию выбранного пути или белка. Красным курсивом отмечены гены, связанные с ингибированием апоптотической гибе�
ли, синим курсивом – гены, участвующие в его запуске. (С цветным вариантом рисунка можно ознакомиться в электрон�
ной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)



ЗАМАРАЕВ и др.

ствие апоптоз [31]. На более поздних стадиях
Tat�белки ВИЧ�1 способны индуцировать ак�
тивность р53, стимулируя апоптоз Т�клеток и
вызывая распространение ВИЧ�1 [32].

Недавние исследования вируса Эпш�
тейн–Барра (ВЭБ) из семейства герпесвирусов
выявили вирусный онкоген EBNA1, который
влияет на путь p53 через свою мРНК. Кодируе�
мый вирусом белок EBNA1 подавляет трансля�
цию собственной мРНК, что приводит к актива�
ции PI3Kδ�киназы и стабилизации р53�специ�
фической убиквитинлигазы (MDM2), которая
вызывает моноубиквитинирование р53 и его
деградацию под действием ядерных и цитоплаз�
матических протеасом [33]. Таким образом, раз�
личные типы онкогенных вирусов, используя
собственные белки или РНК, способны влиять
на эндогенный уровень p53 или ингибировать
его транскрипционную активность, подавляя
развитие апоптотического пути и стимулируя
пролиферацию клеток хозяина.

ИНГИБИРОВАНИЕ
РЕЦЕПТОР-ЗАВИСИМОГО ПУТИ

АПОПТОТИЧЕСКОЙ ГИБЕЛИ

Многие вирусы выработали различные стра�
тегии для вмешательства не только во внутрен�
ний клеточный путь, но и в сигнализацию всего
внешнего пути апоптоза. Опосредованный ре�
цепторами смерти апоптоз играет важную роль в
патогенезе вирусной инфекции и противовирус�
ной реакции хозяина. Многие вирусы приобре�
ли способность подавлять рецептор�зависимый
апоптоз и уклоняться от иммунного ответа хозя�
ина с помощью вирус�кодируемых антиапопто�
тических факторов (рисунок) [34].

Некоторые вирусы, такие как поксвирусы,
способны кодировать гомологичные рецепто�
рам смерти белки (T2�белок, CrmE), которые в
свободном виде способны нейтрализовать ли�
ганд TNF, необходимый для запуска внешнего
пути апоптоза [35]. Вирусный белок гепатита В
(HBc) выступает мощным ингибитором TRAIL�
индуцированного апоптоза в клетках гепатомы
человека. Устойчивость HBc�экспрессирующих
клеток к TRAIL�индуцированному апоптозу
связана со значительным снижением экспрес�
сии рецептора смерти 5 (DR5 или TRAILR2) и
наблюдалась у пациентов с хроническим гепа�
титом [36]. ВЭБ, напротив, предотвращает акти�
вацию TNF�пути путем снижения экспрессии
рецептора TNFR1 [37]. Следует отметить, что
аденовирусы и вирус папилломы человека также
способны подавлять экспрессию рецепторов
смерти Fas и TNFR1/2 [38, 39].

Помимо регуляции уровня рецепторов смер�
ти на поверхности клетки и концентрации ли�
гандов, вирусы способны влиять на сборку глав�
ных апоптотических комплексов внешнего пути
апоптоза – DISC и комплекс I. Было показано,
что многие вирусы из семейства герпесвирусов,
а также поксвирусов кодируют белок vFLIP, го�
мологичный белку�регулятору клеточной гибе�
ли – cFLIP. Белок vFLIP содержит в своей
структуре два эффекторных домена смерти
(DED), благодаря которым он взаимодействует
с белком�адаптером комплекса DISC – FADD,
предотвращая активацию инициаторной каспа�
зы�8 и запуск апоптотического пути [40]. Вирус
гепатита С, в свою очередь, способен регулиро�
вать уровень экспрессии эндогенного белка
cFLIP и подавлять активацию каспазы�8, тем
самым смещая равновесие в сторону некропто�
тической гибели клеток [41, 42].

Особо следует отметить роль ВПЧ в подавле�
нии TNF�опосредованного апоптоза. ВПЧ ко�
дирует два онкобелка, Е6 и Е7, которые непос�
редственно ответственны за развитие ВПЧ�ин�
дуцированного канцерогенеза. В ходе исследо�
ваний было показано, что онкобелок Е6 взаимо�
действует с доменом смерти TNFR1 и блокирует
взаимодействие TNFR1 с белком�адаптером
TRADD, подавляя запуск апоптоза [43]. Белок
Е6 также может защищать клетки от TRAIL�ин�
дуцированного апоптоза, способствуя деграда�
ции белка FADD и каспазы�8 [44]. Онкобелок
Е7 ВПЧ, в свою очередь, ингибирует TNF�опос�
редованный апоптоз путем модуляции уровня
E3�убиквитин лигазы сIAP2, которая участвует в
деградации каспаз и белков комплекса
DISC [45].

Были также отмечены случаи, когда вирус�
ные белки взаимодействовали напрямую с кас�
пазами и подавляли их активность. Представи�
тели семейства герпесвирусов, вирус простого
герпеса и цитомегаловирусы, кодируют белки�
ингибиторы – рибонуклеотидредуктазу R1 и
vICA соответственно. Эти белки способны по�
давлять Fas�опосредованный апоптоз путем свя�
зывания с продоменом прокаспазы�8 через эф�
фекторный домен смерти и предотвращать ее
активацию [46, 47]. Поксвирусы (вирус коровь�
ей и кроличьей оспы, натуральной оспы и др.)
также кодируют консервативные ингибиторы
сериновых протеаз – серпины, которые подав�
ляют активность каспазы�8 и �10 при запуске
внешнего пути апоптоза [48].

Таким образом, многие вышеперечисленные
онкогенные вирусы приобрели способность по�
давлять внешний путь апоптоза и избегать им�
мунный ответ хозяина главным образом за счет
направленного подавления рецепторов смерти
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клеток хозяина и их лигандов, а также влияя на
ключевые компоненты рецепторного комплекса.

ИНГИБИРОВАНИЕ
МИТОХОНДРИАЛЬНОГО

ПУТИ АПОПТОЗА

В процессе эволюции вирусов был выявлен
еще один способ негативной регуляции апопто�
за, а именно модуляция уровня белков семейства
Bcl�2. В настоящее время описано более 30 бел�
ков млекопитающих этого семейства или ассо�
циированных с ним, которые условно разделены
на анти� и проапоптотические [49]. Антиапопто�
тические белки семейства Bcl�2 включают Bcl�2,
Bcl�xL, Bcl�W, Mcl�1 и Bfl�1/A1 и имеют общую
структурную гомологию. Эти антиапоптотичес�
кие белки могут напрямую взаимодействовать с
проапоптотическими белками Bim, Puma, Bad,
Bid, Bik, Bmf, Hrk, Bax, Bak и Noxa и подавлять
их активность. Активация апоптоза способна
смещать баланс в сторону проапоптотических
белков Bcl�2 семейства, что приводит к сборке
Bax�Bak мультимерных пор на поверхности ми�
тохондриальной мембраны, ее пермеабилизации
и, как сказано выше, выходу цитохрома c и дру�
гих факторов в цитозоль [50].

Существует много крупных ДНК�вирусов,
которые имитируют белок Bcl�2 (vBcl�2), пред�
отвращая накопление и олигомеризацию про�
апоптотических белков Bax и Bak и запуск внут�
реннего апоптотического пути. Остановка
преждевременной гибели клеток хозяина на на�
чальных стадиях вирусной инфекции имеет ре�
шающее значение для успешного инфицирова�
ния [51] (рисунок).

Одним из первых вирусов, в котором был об�
наружен гомолог Bcl�2�белка, был аденовирус.
Белок Е1В 19К имеет гомологичную последова�
тельность BH1 и BH2 доменам Bcl�2�белка. Бы�
ло показано, что E1B 19K способен взаимодей�
ствовать с Bax�, Bak� и Bik�белками клетки�хо�
зяина и функционально взаимозаменять антиа�
поптотический белок Bcl�2 при аденовирусной
инфекции, выступая мощным ингибитором
апоптоза [52, 53].

Многие представители семейства вируса гер�
песа, такие как ВЭБ и герпесвирус, ассоциируе�
мый с саркомой Капоши, также кодируют гомо�
логи Bcl�2�белка: BHRF1 и Ks�Bcl�2 соответ�
ственно [54, 55]. Исследования показали, что
BHRF1 и Ks�Bcl�2�белки с большей аффин�
ностью способны связываться с такими проа�
поптотическими белками, как Bad, Bik, Bmf,
Hrk, Noxa, Bax, подавляя их и вызывая останов�
ку апоптоза [56, 57]. Белок цитомегаловирусной

инфекции vMIA, напротив, не имея гомологии с
Bcl�2, по своей третичной структуре похож на
Bcl�xL. vMIA способен связываться с проапоп�
тотическими белками Bax и Bak, предотвращать
их олигомеризацию и открытие митохондриаль�
ных пор [58, 59].

Следует также отметить, что герпесвирус, ас�
социируемый с саркомой Капоши, кодирует до�
полнительный антиапоптотический белок, ко�
торый является гомологом клеточного белка
survivin, члена семейства белков�ингибиторов
апоптоза (IAP), блокирующих активность кас�
паз и подавляющих гибель клеток. Этот белок
называют K7 или вирусный ингибитор апоптоза
(vIAP) [60]. Было показано, что vIAP связывает�
ся с клеточным Bcl�2�белком, а также с активи�
рованной каспазой�3, ингибируя ее протеолити�
ческую активность и подавляя проапоптотичес�
кую сигнализацию в клетке [60].

Семейство поксвирусов, являясь крупным
ДНК�вирусом, также содержит в своей структу�
ре ингибиторы апоптоза. Так, белок F1L вируса
коровьей оспы, не имея сходств в своей после�
довательности с белком Bcl�2, способен мимик�
рировать необычную топологическую укладку
третичной структуры Bcl�2, что позволяет ему
связываться с такими проапоптотическими бел�
ками, как Bim [61] и Bak [62], предотвращая раз�
витие внутреннего пути апоптоза. Следует доба�
вить, что многие представители семейства покс�
вирусов кодируют ингибиторы проапоптотичес�
ких BH3�содержащих белков, демонстрируют
высокую адаптивность к структуре Bcl�2 и спо�
собность модулировать сигналинг митохонд�
рия�зависимого апоптоза.

Ряд штаммов семейства поксвирусов содер�
жит в структуре своего генома еще один анти�
апоптотический белок – vGAAP (viral Golgi anti�
apoptotic protein). vGAAP не является необходи�
мым компонентом для репликации вируса, од�
нако влияет на его вирулентность. Интересно,
что vGAAP демонстрирует очень высокую кон�
сервативность с белком человека (hGAAP), ко�
торый локализуется в комплексе Гольджи, обра�
зуя катионный канал, и регулирует потоки ио�
нов кальция (Ca2+) в клетке [63]. Повышенная
экспрессия vGAAP или hGAAP приводила к ус�
тойчивости клеток к апоптотической гибели,
что, вероятно, обусловлено снижением выхода
Ca2+ из внутриклеточных запасов и уменьшени�
ем проникновения ионов Ca2+ в митохондрии
[63]. Тем не менее детальный механизм, с по�
мощью которого GAAP контролируют апоптоз,
до сих пор неизвестен.

Почти все ингибирующие апоптоз вирусные
белки vBcl�2 содержат трансмембранные якор�
ные домены, которые необходимы для их лока�
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лизации на внешней митохондриальной мемб�
ране. По�видимому, различные белки vBcl�2 ин�
гибируют разные стадии активации Bax и транс�
локацию на внешнюю митохондриальную
мембрану, что позволяет с высокой степенью ва�
риативности регулировать внутренний путь
апоптоза [64].

Некоторые вирусы, такие как вирус гепатита
В и С, способны влиять на события апоптоза,
происходящие после открытия митохондриаль�
ных пор. Вирус гепатита С, используя неструк�
турные белки NS5A/B, подавляет активацию
каспазы�3, предположительно, путем ингиби�
рования каспазы�9 [65]. Вирусный белок НВx
вируса гепатита В, связываясь с апоптотическим
фактором AIF, влияет на появление высокомо�
лекулярных фрагментов ДНК и конденсацию
хроматина и предотвращает развитие апоптоза
[66]. Было также отмечено, что экспрессия HBx
способна влиять на локализацию и активность
белков Drp1 и Parkin, смещая равновесие кле�
точной гибели в сторону митофагии [67].

Тем не менее основной мишенью внутренне�
го пути апоптоза для многих онкогенных виру�
сов являются представители семейства Bcl�2.
Кодируемые вирусом белки демонстрируют вы�
сокую степень адаптивности к структуре Bcl�2�
белков и способность модулировать передачу
сигналов через различные механизмы.

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ PI3K-Akt
КАК МИШЕНЬ ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

PI3K (фосфатидилинозитол�3�киназа) и Akt
(протеинкиназа В) играют важную роль в регу�
ляции клеточного цикла и апоптоза [68]. Спо�
собность Akt предотвращать апоптотическую
гибель в клеточных линиях осуществляется пу�
тем фосфорилирования и ингибирования про�
апоптотических медиаторов, таких как Bad, Bax
и каспаза�9 [69, 70], а также активацией тран�
скрипционного фактора CREB, или IkB�киназы
(IKK), являющейся положительным регулято�
ром NF�κB, для изменения экспрессии генов с
антиапоптотической активностью [71]. Поэтому
во многих опухолевых тканях сигнальный путь
PI3K и Akt гиперактивен [72].

Некоторые онкогенные вирусы, такие как
ВПЧ, семейство герпесвирусов (ВЭБ, KSHV),
Т�лимфотропный ретровирус человека, также
известный как ретровирус    Т�клеточного лей�
коза человека 1�го типа (HTLV�1), развили ме�
ханизмы активации этого сигнального пути для
ингибирования апоптоза или аутофагии, кото�
рая может препятствовать вирусной репликации
[73]. Наиболее широко изученным является ви�

рус ВПЧ, в котором каждый из вирусных онко�
белков Е5, Е6 и Е7 прямо или косвенно направ�
лен на PI3K�Akt�путь и способствует выжива�
нию клеток и их делению, а также прогрессии
злокачественных образований [74].

Мембранный белок герпесвируса ВЭБ
LMP2A также индуцирует фосфорилирование
Akt и активирует путь PI3K�Akt, что предотвра�
щает удаление зараженных клеток и обеспечива�
ет селективное преимущество для LMP2A�
экспрессирующих клеток во время развития
ВЭБ�ассоциированных злокачественных ново�
образований [75]. LMP2A�Опосредованная ак�
тивация пути PI3K�Akt также ингибирует диф�
ференцировку эпителиальных клеток в ВЭБ�ин�
фицированных клетках, тем самым способствуя
прогрессированию ВЭБ�связанных карцином и
лимфом [76]. Вирус Капоши из семейства гер�
песвирусов способен кодировать вирусный ре�
цептор, сопряжённый с G�белком (vGPCR),
приводящий к фосфорилированию Akt и инду�
цирующий саркомогенез на аллографтной моде�
ли мышей [77]. Более того повышенная актива�
ция Akt наблюдалась и в биоптатах саркомы Ка�
поши человека, взятых у лиц с вирусом иммуно�
дефицита [77]. В В�лимфоцитах экспрессия бел�
ка вируса Капоши К1 приводила к активации
PI3P�Akt�пути, ингибированию фосфатазы
PTEN и членов семейства транскрипционных
факторов Forkhead (FKHR), которые являются
ключевыми регуляторами клеточного цикла и
апоптоза. Экспрессия вирусного белка К1 спо�
собствует выживанию клеток и патогенезу виру�
са, предотвращая преждевременный апоптоз ви�
рус�инфицированных клеток (рисунок).

РНК�содержащий ретровирус HTLV�1, в
свою очередь, модулирует Akt в CD4+ Т�клетках,
способствуя длительной латентной фазе [79].
Было обнаружено, что онкобелок HTLV�1 (Tax)
активирует путь Akt и индуцирует Akt�зависи�
мую инактивацию транскрипционного фактора
FOXO3 (Forkhead box O3), который вызывает
удаление CD4+ Т�клеток путем индукции про�
апоптотических и антипролиферативных генов�
мишеней [79]. Таким образом, ингибирование
FOXO3 способствует выживанию и пролифера�
ции CD4+ Т�клеток, которые сохраняют способ�
ность распространять инфекционные частицы
HTLV�1 [79].

CИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ NF-κκB
КАК АНТОГОНИСТ

АПОПТОТИЧЕСКОЙ ГИБЕЛИ

Активация PI3K�Akt�пути может приводить
к запуску другого нисходящего сигнального пу�
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ти NF�κB, который также достаточно часто ак�
тивируется во многих видах раковых клеток и
способствует развитию опухолевого процесса
[80]. Существует несколько механизмов, благо�
даря которым NF�κB антагонизирует гибель
клеток. Во�первых, активация NF�κB приводит
к повышению уровня антиапоптотических ге�
нов, таких как cIAP1/2, Bcl�2, Bcl�xL, TRAF1/2,
survivin, p21, а также индуцирует экспрессию не�
которых проонкогенных генов и ряда провоспа�
лительных цитокинов [81]. Кроме того, сигна�
лизация NF�κB способствует прогрессирова�
нию опухоли, облегчая переход эпителиальных
клеток в мезенхимальные и метастазирование,
способствуя васкуляризации опухолей [82].

Активация NF�κB также является частью от�
вета на острую вирусную инфекцию, но некото�
рые вирусы могут использовать конститутивную
активацию NF�κB для своего распространения.
Например, трансмембранный белок LMP1 ВЭБ
стимулирует развитие лимфомы, активируя за�
пуск NF�κB�пути [83]. LMP1 способен взаимо�
действовать с адаптерными молекулами TRAF,
как клеточные рецепторы TNFR семейства, что
обуславливает его участие в передаче внутрикле�
точных сигналов. Таким образом, LMP1�инду�
цированная активация NF�κB способствует
пролиферации и выживанию инфицированных
клеток [84].

NF�κB также конститутивно активируется в
большинстве клеток первичной выпотной лим�
фомы (PEL), индуцированной вирусом Капоши
[85]. В этих клетках вирусный белок vFLIP акти�
вирует путь NF�κB, связываясь непосредствен�
но с регуляторной субъединицей комплекса
IKK – NEMO (также известна как IKK�gamma),
что приводит к активации этого комплекса и
высвобождению компонентов ДНК�связываю�
щих транскрипционных факторов [86]. У транс�
генных мышей, экспрессирующих вирусный бе�
лок vFLIP, активация NF�κB�пути приводит к
усиленной пролиферации лимфоцитов и увели�
чению частоты встречаемости лимфомы [87].

Ретровирус HTLV�1 способен похожим обра�
зом влиять на активацию NF�κB�пути. Вирус�
ный онкобелок Tax модулирует клеточные сиг�
нальные пути для усиления пролиферации Т�
клеток и выживания. Новые исследования по�
казали, что белок Tax, влияя на активацию убик�
витин�зависимых киназ, способен подвергаться
К63�зависимому полиубиквитинированию. Эта
модификация имеет ключевое значение для его
взаимодействия с NEMO и активации NF�κB
(рисунок) [88].

Следует отметить, что некоторые онкоген�
ные вирусы, такие как вирус гепатита В и С,
ВЭБ, способны вызывать увеличение уровня

АФК в клетках в связи с дисфункцией митохон�
дрий и реакцией на несвернутые белки. Такой
вирус�индуцированный окислительный стресс
способен запускать не только метаболические
изменения, но и активацию NF�κB, что способ�
ствует онкогенезу в тканях печени и крови [89].
Неонкогенные вирусы, такие как вирус гепатита
дельта, коинфицирующий клетки хозяина сов�
местно с вирусом гепатита В, усиливают продук�
цию АФК и активируют путь NF�κB и STAT3,
что может привести к ускорению развития пато�
логий печени и появлению гепатоцеллюлярной
карциномы [90].

NF�κB�опосредованное воспаление играет
важную роль в функционировании правильного
врожденного иммунного ответа на острую ин�
фекцию, тем не менее воздействие вирусных
белков на ключевые мишени данного пути спо�
собно вызвать трансформацию клеток. Актив�
ность NF�κB не только способствует пролифе�
рации опухолевых клеток, подавляет апоптоз,
но и индуцирует эпителиально�мезенхималь�
ный переход и метастазирование [91]. Таким об�
разом, подавление NF�κB�пути в инфицирован�
ных клетках делает данный путь перспективной
терапевтической мишенью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ

Когда нарушаются нормальные механизмы
контроля роста клеток и ее гибели, некоторые
клетки могут проявлять неконтролируемую
пролиферацию и перестают выполнять свои
тканеспецифические функции, что приводит к
развитию рака. Считается, что заражение онко�
генными вирусами вызывает ~15–20% всех опу�
холевых заболеваний человека [92]. В настоящее
время наиболее известны ВЭБ, вирус гепатита В
и С, Т�лимфотропный вирус человека 1 (HTLV�
1), папилломавирусы человека, а также герпес�
вирус, ассоциированный с саркомой Капоши
(KSHV), и клеточный полиомавирус Меркеля
(MCPyV) (таблица).

Следует также отметить еще один тип виру�
сов, наиболее исследуемый и актуальный в пос�
леднее время – SARS�CoV�2 семейства короно�
вирусов. Данный вирус принадлежит к семей�
ству неретровирусных РНК�вирусов с одноце�
почечным РНК�геномом. Многие исследования
продемонстрировали способность вируса запус�
кать как внешний, так и внутренний путь апоп�
тотической гибель клеток хозяина, что облегча�
ет распространение вируса и отягчает клиничес�
кую картину [93, 94]. Однако некоторые авторы
предполагают, что SARS�CoV�2 может способ�
ствовать постоянной инфекции внутри хозяина,
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ЗАМАРАЕВ и др.

фиброзу легких, что через какое�то время, нап�
ример, через несколько лет может привести к
всплеску новообразований [95]. Один из меха�
низмов, который был предложен авторами на
основании гомологии белков с SARS�CoV�1, это
разрушение белка�онкосупрессора р53. Другим
механизмом, который может привести к канце�
рогенезу, является цитокиновый шторм и окис�
лительный стресс. Последний может выступить
как инициатором, так и промотором канцероге�
неза благодаря прямому мутагенному действию
АФК на ДНК, а также способствовать пролифе�
рации и инвазии клеток. Однако эксперимен�
тальные данные, подтверждающие эти гипоте�
зы, еще не выявлены.

Онкогенные вирусы человека имеют разно�
образные геномы, клеточные тропизмы, онко�
логические патологии, однако у них есть много
общих свойств, которые могут привести к онко�
генезу.

Так, большинство онкогенных вирусов пере�
даются между людьми и вызывают хронические
инфекции, которые длятся годами без явных
симптомов. На протяжении этого времени он�
когенные вирусы адаптируются к клетке хозяи�
на, меняя клеточные процессы и нарушая им�
мунное распознавание. Вирусные онкобелки
способны манипулировать как внешним путем
запуска апоптоза, так и внутренним, влияя на
экспрессию рецепторов смерти, сборку апопто�
тических комплексов, подавляя активность кас�
паз и проапоптотических белков. Однако подав�
ление иммунной системы и неадекватный им�
мунный надзор способны индуцировать бескон�
трольное размножение вируса и активную
экспрессию вирусных белков, которые наруша�
ют регуляцию пролиферации клеток хозяина и
стимулируют образование опухолей [96]. Хотя
злокачественное перерождение является объе�
диняющим патологическим признаком для он�
когенных вирусов, тем не менее он не является
эволюционно выгодным для вируса и необходи�
мым для его распространения.

Логичным подходом к профилактике или ле�
чению раковых заболеваний вирусной этиоло�
гии является направленное подавление вируса.
Этот принцип был подтвержден успехами в кли�
нической практике, которые резко снизили ко�
личество вирус�ассоциированных опухолевых
заболеваний [97]. Появление противовирусной
терапии вируса гепатита С позволило значи�
тельно улучшить результативность лечения по�
давляющего большинства пациентов и остается
эффективным способом профилактики гепато�
целлюлярной карциномы [98]. В настоящее вре�
мя применение вакцины против ВПЧ и вируса
гепатита В в развитых и некоторых развиваю�
щихся странах позволило существенно снизить
заболеваемость раком шейки матки, печени и
других вирус�ассоциированных заболеваний.
Также сейчас успешно проводятся испытания
вакцины и иммунотерапии против ВЭБ [99].
Профилактика или лечение ВЭБ может снизить
частоту возникновения лимфопролифератив�
ных заболеваний, а также некоторых лимфом и
карциномы носоглотки [100].

Таким образом, разработка противовирус�
ных препаратов, а также иммунологическая те�
рапия, направленная на антигены опухоли, яв�
ляются приоритетными целями, которые долж�
ны быть достигнуты в современной борьбе с он�
кологическими заболеваниями.

Финансирование. Работа выполнена при под�
держке гранта РНФ (проект 19�15�00125). Рабо�
та в лабораториях авторов также поддержана
грантами РФФИ (18�29�09005, 20�015�00157),
Шведским (190345) и Стокгольмским онколо�
гическими фондами.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от�
сутствии конфликта интересов.

Соблюдение этических норм. Настоящая ра�
бота не содержит описания выполненных авто�
рами исследований с участием людей или ис�
пользованием животных в качестве объектов.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1406

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ



ВИРУСЫ, АПОПТОЗ И КАНЦЕРОГЕНЕЗ

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1407

9. Matsuoka, M., and Jeang, K. T. (2007) Human T�cell
leukaemia virus type 1 (HTLV�1) infectivity and cellular
transformation, Nat. Rev. Cancer, 7, 270�280,
doi: 10.1038/nrc2111.

10. Schiffman, M., Clifford, G., and Buonaguro, F. M. (2009)
Classification of weakly carcinogenic human papillo�
mavirus types: addressing the limits of epidemiology at the
borderline, Infect. Agent. Cancer, 4, doi: 10.1186/1750�
9378�4�8.

11. Harper, D. M., and DeMars, L. R. (2017) HPV vaccines –
a review of the first decade, Gynecol. Oncol., 146, 196�204,
doi: 10.1016/j.ygyno.2017.04.004.

12. Mitchell, J. K., Lemon, S. M., and McGivern, D. R.
(2015) How do persistent infections with hepatitis C virus
cause liver cancer? Curr. Opin. Virol., 14, 101�108,
doi: 10.1016/j.coviro.2015.09.003.

13. Goossens, N., and Hoshida, Y. (2015) Hepatitis C virus�
induced hepatocellular carcinoma, Clin. Mol. Hepatol., 21,
105�114, doi: 10.3350/cmh.2015.21.2.105.

14. Schulz, T. F., and Cesarman, E. (2015) Kaposi Sarcoma�
associated Herpesvirus: mechanisms of oncogenesis, Curr.
Opin. Virol., 14, 116�128, doi: 10.1016/j.coviro.2015.08.016.

15. Wendzicki, J. A., Moore, P. S., and Chang, Y. (2015) Large
T and small T antigens of Merkel cell polyomavirus, Curr.
Opin. Virol., 11, 38�43, doi: 10.1016/j.coviro.2015.01.009.

16. Liu, W., MacDonald, M., and You, J. (2016) Merkel cell
polyomavirus infection and Merkel cell carcinoma, Curr.
Opin. Virol., 20, 20�27, doi: 10.1016/j.coviro.2016.07.011.

17. Krump, N. A., and You, J. (2018) Molecular mechanisms
of viral oncogenesis in humans, Nat. Rev. Microbiol., 16,
684�698, doi: 10.1038/s41579�018�0064�6.

18. Vousden, K. H., and Lane, D. P. (2007) p53 in health and
disease, Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 8, 275�283, doi: 10.1038/
nrm2147.

19. Kaminskyy, V., and Zhivotovsky, B. (2010) To kill or be
killed: how viruses interact with the cell death machinery:
symposium, J. Int. Med., 267, 473�482, doi: 10.1111/
j.1365�2796.2010.02222.x.

20. Wang, X. W., Gibson, M. K., Yeh, H., Forrester, K.,
Harris, C. C., et al. (1995) Abrogation of p53�induced
apoptosis by the Hepatitis B virus X gene, Cancer Res., 55,
6012�6016, doi: 10.1385/1�59259�079�9:57.

21. Knoll, S., Fürst, K., Thomas, S., Baselga, S. V., Stoll, A.,
Schaefer, S., and Pützer, B. M. (2011) Dissection of cell
context�dependent interactions between HBx and p53
family members in regulation of apoptosis: A role for HBV�
induced HCC, Cell Cycle, 10, 3554�3565, doi: 10.4161/
cc.10.20.17856.

22. Chao, C. C. K. (2016) Inhibition of apoptosis by onco�
genic hepatitis B virus X protein: Implications for the treat�
ment of hepatocellular carcinoma, World J. Hepatol., 8,
1061�1066, doi: 10.4254/wjh.v8.i25.1061.

23. Voican, C. S., Mir, O., Loulergue, P., Dhooge, M.,
Brezault, C., et al. (2016) Hepatitis B virus reactivation in
patients with solid tumors receiving systemic anticancer
treatment, Ann. Oncol., 27, 2172�2184, doi: 10.1093/
annonc/mdw414.

24. Vescovo, T., Refolo, G., Vitagliano, G., Fimia, G. M., and
Piacentini, M. (2016) Molecular mechanisms of hepatitis
C virus�induced hepatocellular carcinoma, Clin. Microbiol.
Infect., 22, 853�861, doi: 10.1016/j.cmi.2016.07.019.

25. Levine, A. J., and Oren, M. (2009) The first 30 years of
p53: Growing ever more complex, Nat. Rev. Cancer, 9,
749�758, doi: 10.1038/nrc2723.

26. Liu, X., and Marmorstein, R. (2006) When viral oncopro�
tein meets tumor suppressor: a structural view, Genes Dev.,
20, 2332�2337, doi: 10.1101/gad.1471706.

27. Hermannstadter, A., Ziegler, C., Kuhl, M., Deppert, W.,
and Tolstonog, G. V. (2009) Wild�type p53 enhances effi�

ciency of Simian virus 40 large�T�antigen�induced cellular
transformation, J. Virol., 83, 10106�10118, doi: 10.1128/
jvi.00174�09.

28. Engeland, K. (2018) Cell cycle arrest through indirect
transcriptional repression by p53: I have a DREAM, Cell
Death Differ., 25, 114�132, doi: 10.1038/cdd.2017.172.

29. Moss, B. (1990) Regulation of vaccinia virus transcription,
Annu. Rev. Biochem., 59, 661�688, doi: 10.1146/annurev.bi.
59.070190.003305.

30. Santos, C. R., Vega, F. M., Blanco, S., Barcia, R., and
Lazo, P. A. (2004) The vaccinia virus B1R kinase induces
p53 downregulation by an Mdm2�dependent mechanism,
Virology, 328, 254�265, doi: 10.1016/j.virol.2004.08.013.

31. Greenway, A. L., McPhee, D. A., Allen, K., Johnstone, R.,
et al. (2002) Human immunodeficiency virus type 1 Nef
binds to tumor suppressor p53 and protects cells against
p53�mediated apoptosis, J. Virol., 76, 2692�2702,
doi: 10.1128/jvi.76.6.2692�2702.2002.

32. Thakur, B. K., Chandra, A., Dittrich, T., Welte, K., and
Chandra, P. (2012) Inhibition of SIRT1 by HIV�1 viral
protein Tat results in activation of p53 pathway, Biochem.
Biophys. Res. Commun., 424, 245�250, doi: 10.1016/
j.bbrc.2012.06.084.

33. Gnanasundram, S., Malbert�Colas, L., Chen, S., Fusée, L.,
Daskalogianni, C., et al. (2020) MDM2’s dual mRNA
binding domains co�ordinate its oncogenic and tumour
suppressor activities, Nucleic Acids Res., 48, 6775�6787,
doi: 10.1093/nar/gkaa431.

34. Benedict, C. A., Norris, P. S., and Ware, C. F. (2002) To
kill or be killed: viral evasion of apoptosis, Nat. Immunol.,
3, 1013�1018, doi: 10.1038/ni1102�1013.

35. Reading, P. C., Khanna, A., and Smith, G. L. (2002)
Vaccinia virus CrmE encodes a soluble and cell surface
tumor necrosis factor receptor that contributes to virus vir�
ulence, Virology, 292, 285�298, doi: 10.1006/viro.2001.
1236.

36. Du, J., Liang, X., Liu, Y., Qu, Z., Gao, L., et al. (2009)
Hepatitis B virus core protein inhibits TRAIL�induced
apoptosis of hepatocytes by blocking DR5 expression, Cell
Death Differ., 16, 219�229, doi: 10.1038/cdd.2008.144.

37. Morrison, T. E., Mauser, A., Klingelhutz, A., and Kenney,
S. C. (2004) Epstein–Barr virus immediate�early protein
BZLF1 inhibits tumor necrosis factor alpha�induced sig�
naling and apoptosis by downregulating tumor necrosis
factor receptor 1, J. Virol., 78, 544�549, doi: 10.1128/
jvi.78.1.544�549.2004.

38. Benedict, C. A., Norris, P. S., Prigozy, T. I., Bodmer, J. L.,
Mahr, J. A., et al. (2001) Three adenovirus E3 proteins
cooperate to evade apoptosis by tumor necrosis factor�relat�
ed apoptosis�inducing ligand receptor�1 and �2, J. Biol.
Chem., 276, 3270�3278, doi: 10.1074/jbc.m008218200.

39. Kabsch, K., and Alonso, A. (2002) The Human
Papillomavirus type 16 E5 protein impairs TRAIL� and
FasL�mediated apoptosis in HaCaT cells by different
mechanisms, J. Virol., 76, 12162�12172, doi: 10.1128/jvi.
76.23.12162�12172.2002.

40. Thome, M., Schneider, P., Hofmann, K., Fickenscher, H.,
Meinl, E., et al. (1997) Viral FLICE�inhibitory proteins
(FLIPs) prevent apoptosis induced by death receptors,
Nature, 386, 517�521, doi: 10.1038/386517a0.

41. Kim, H., and Ray, R. (2014) Evasion of TNF�α�mediated
apoptosis by hepatitis C virus, Methods Mol. Biol., 1155,
125�132, doi: 10.1007/978�1�4939�0669�7_11.

42. Nailwal, H., and Chan, F. K. M. (2019) Necroptosis in
anti�viral inflammation, Cell Death Differ., 26, 4�13,
doi: 10.1038/s41418�018�0172�x.

43. Filippova, M., Filippov, V. A., Kagoda, M., Garnett, T.,
Fodor, N., and Duerksen�Hughes, P. J. (2009) Complexes
of Human Papillomavirus type 16 E6 proteins form pseu�



do�death�inducing signaling complex structures during
tumor necrosis factor�mediated apoptosis, J. Virol., 83,
210�227, doi: 10.1128/jvi.01365�08.

44. Garnett, T. O., Filippova, M., and Duerksen�Hughes, P. J.
(2006) Accelerated degradation of FADD and procaspase 8
in cells expressing human papilloma virus 16 E6 impairs
TRAIL�mediated apoptosis, Cell Death Differ., 13, 1915�
1926, doi: 10.1038/sj.cdd.4401886.

45. Yuan, H., Fu, F., Zhuo, J., Wang, W., Nishitani, J., An, D. S.,
Chen, I. S. Y., and Liu, X. (2005) Human papillomavirus
type 16 E6 and E7 oncoproteins upregulate c�IAP2 gene
expression and confer resistance to apoptosis, Oncogene,
24, 5069�5078, doi: 10.1038/sj.onc.1208691.

46. Dufour, F., Sasseville, A. M. J., Chabaud, S., Massie, B.,
Siegel, R. M., and Langelier, Y. (2011) The ribonucleotide
reductase R1 subunits of herpes simplex virus types 1 and 2
protect cells against TNFα� and FasL�induced apoptosis
by interacting with caspase�8, Apoptosis, 16, 256�271,
doi: 10.1007/s10495�010�0560�2.

47. McCormick, A. L., Skaletskaya, A., Barry, P. A., Mocarski,
E. S., and Goldmacher, V. S. (2003) Differential function
and expression of the viral inhibitor of caspase 8�induced
apoptosis (vICA) and the viral mitochondria�localized
inhibitor of apoptosis (vMIA) cell death suppressors con�
served in primate and rodent cytomegaloviruses, Virology,
316, 221�233, doi: 10.1016/j.virol.2003.07.003.

48. Veyer, D. L., Carrara, G., Maluquer de Motes, C., and
Smith, G. L. (2017) Vaccinia virus evasion of regulated cell
death, Immunol. Lett., 186, 68�80, doi: 10.1016/j.imlet.
2017.03.015.

49. Chipuk, J. E., Moldoveanu, T., Llambi, F., Parsons, M. J.,
and Green, D. R. (2010) The BCL�2 family reunion, Mol.
Cell, 37, 299�310, doi: 10.1016/j.molcel.2010.01.025.

50. Danial, N. N., and Korsmeyer, S. J. (2004) Cell death:
critical control points, Cell, 116, 205�219, doi: 10.1016/
s0092�8674(04)00046�7.

51. Altmann, M., and Hammerschmidt, W. (2005)
Epstein–Barr virus provides a new paradigm: a require�
ment for the immediate inhibition of apoptosis, PLoS Biol.,
3, 1�10, doi: 10.1371/journal.pbio.0030404.

52. Han, J., Wallen, H. D., Nuñez, G., and White, E. (1998) E1B
19,000�molecular�weight protein interacts with and inhibits
CED�4�dependent, FLICE�mediated apoptosis, Mol. Cell.
Biol., 18, 6052�6062, doi: 10.1128/mcb.18.10.6052.

53. Farrow, S. N., White, J. H. M., Martinou, I., Raven, T.,
Pun, K. T., Grinham, C. J., Martinou, J. C., and Brown, R.
(1995) Cloning of a bcl�2 homologue by interaction with
adenovirus E1B 19K, Nature, 374, 731�733, doi: 10.1038/
374731a0.

54. Sarid, R., Sato, T., Bohenzky, R. A., Russo, J. J., and
Chang, Y. (1997) Kaposi’s sarcoma�associated herpesvirus
encodes a functional Bcl�2 homologue, Nat. Med., 3, 293�
298, doi: 10.1038/nm0397�293.

55. Henderson, S., Huen, D., Rowe, M., Dawson, C.,
Johnson, G., and Rickinson, A. (1993) Epstein–Barr
virus�coded BHRF1 protein, a viral homologue of Bcl�2,
protects human B cells from programmed cell death, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90, 8479�8483, doi: 10.1073/
pnas.90.18.8479.

56. Kvansakul, M., Yang, H., Fairlie, W. D., Czabotar, P. E.,
Fischer, S. F., et al. (2008) Vaccinia virus anti�apoptotic
F1L is a novel Bcl�2�like domain�swapped dimer that
binds a highly selective subset of BH3�containing death lig�
ands, Cell Death Differ., 15, 1564�1571, doi: 10.1038/
cdd.2008.83.

57. Flanagan, A. M., and Letai, A. (2008) BH3 domains define
selective inhibitory interactions with BHRF�1 and KSHV
BCL�2, Cell Death Differ., 15, 580�588, doi: 10.1038/
sj.cdd.4402292.

58. Karbowski, M., Norris, K. L., Cleland, M. M., Jeong, S. Y.,
and Youle, R. J. (2006) Role of Bax and Bak in mitochon�
drial morphogenesis, Nature, 443, 658�662, doi: 10.1038/
nature05111.

59. Norris, K. L., and Youle, R. J. (2008) Cytomegalovirus
proteins vMIA and m38.5 link mitochondrial morphogen�
esis to Bcl�2 family proteins, J. Virol., 82, 6232�6243,
doi: 10.1128/jvi.02710�07.

60. Wang, H. W., Sharp, T. V., Koumi, A., Koentges, G., and
Boshoff, C. (2002) Characterization of an anti�apoptotic
glycoprotein encoded by Kaposi’s sarcoma�associated her�
pesvirus which resembles a spliced variant of human sur�
vivin, EMBO J., 21, 2602�2615, doi: 10.1093/emboj/
21.11.2602.

61. Taylor, J. M., Quilty, D., Banadyga, L., and Barry, M.
(2006) The vaccinia virus protein F1L interacts with Bim
and inhibits activation of the pro�apoptotic protein Bax, J.
Biol. Chem., 281, 39728�39739, doi: 10.1074/jbc.
M607465200.

62. Postigo, A., Cross, J. R., Downward, J., and Way, M.
(2006) Interaction of F1L with the BH3 domain of Bak is
responsible for inhibiting vaccinia�induced apoptosis, Cell
Death Differ., 13, 1651�1662, doi: 10.1038/sj.cdd.
4401853.

63. Carrara, G., Parsons, M., Saraiva, N., and Smith, G. L.
(2017) Golgi anti�apoptotic protein: a tale of camels, cal�
cium, channels and cancer, Open Biol., 7, 170045,
doi: 10.1098/rsob.170045.

64. Cross, J. R., Postigo, A., Blight, K., and Downward, J.
(2008) Viral pro�survival proteins block separate stages in
Bax activation but changes in mitochondrial ultrastructure
still occur, Cell Death Differ., 15, 997�1008, doi: 10.1038/
cdd.2008.14.

65. Masalova, O., Lesnova, E., Solyev, P., Zakirova, N.,
Prassolov, V., et al. (2017) Modulation of cell death path�
ways by Hepatitis C virus proteins in Huh7.5 hepatoma
cells, Int. J. Mol. Sci., 18, 2346, doi: 10.3390/
ijms18112346.

66. Liu, H., Yuan, Y., Guo, H., Mitchelson, K., Zhang, K., et
al. (2012) Hepatitis B virus encoded X protein suppresses
apoptosis by inhibition of the caspase�independent path�
way, J. Proteome Res., 11, 4803�4813, doi: 10.1021/
pr2012297.

67. Kim, S. J., Khan, M., Quan, J., Till, A., Subramani, S.,
and Siddiqui, A. (2013) Hepatitis B virus disrupts mito�
chondrial dynamics: induces fission and mitophagy to
attenuate apoptosis, PLoS Pathog., 9, 1�12, doi: 10.1371/
journal.ppat.1003722.

68. Brazil, D. P., Yang, Z. Z., and Hemmings, B. A. (2004)
Advances in protein kinase B signalling: AKTion on multi�
ple fronts, Trends Biochem. Sci., 29, 233�242,
doi: 10.1016/j.tibs.2004.03.006.

69. Datta, S. R., Brunet, A., and Greenberg, M. E. (1999)
Cellular survival: a play in three akts, Genes Dev., 13, 2905�
2927, doi: 10.1101/gad.13.22.2905.

70. Takino, J. I., Sato, T., Nagamine, K., and Hori, T. (2019)
The inhibition of Bax activation�induced apoptosis by
RasGRP2 via R�Ras�PI3K�Akt signaling pathway in the
endothelial cells, Sci. Rep., 9, 16717, doi: 10.1038/s41598�
019�53419�4.

71. Fresno Vara, J. Á., Casado, E., de Castro, J., Cejas, P.,
Belda�Iniesta, C., and González�Barón, M. (2004)
P13K/Akt signalling pathway and cancer, Cancer Treat.
Rev., 30, 193�204, doi: 10.1016/j.ctrv.2003.07.007.

72. Zhao, H. F., Wang, J., Shao, W., Wu, C. P., Chen, Z. P.,
To, S. T., and Li, W. P. (2017) Recent advances in the use
of PI3K inhibitors for glioblastoma multiforme: current
preclinical and clinical development, Mol. Cancer, 16, 100,
doi: 10.1186/s12943�017�0670�3.

ЗАМАРАЕВ и др.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1408



ВИРУСЫ, АПОПТОЗ И КАНЦЕРОГЕНЕЗ

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1409

73. Surviladze, Z., Sterk, R. T., DeHaro, S. A., and Ozbun, M. A.
(2013) Cellular entry of Human Papillomavirus type 16
involves activation of the phosphatidylinositol 3�
kinase/Akt/mTOR pathway and inhibition of autophagy,
J. Virol., 87, 2508�2517, doi: 10.1128/jvi.02319�12.

74. Zhang, L., Wu, J., Ling, M. T., Zhao, L., and Zhao, K. N.
(2015) The role of the PI3K/Akt/mTOR signalling path�
way in human cancers induced by infection with human
papillomaviruses, Mol. Cancer, 14, doi: 10.1186/s12943�
015�0361�x.

75. Fukuda, M., and Longnecker, R. (2004) Latent membrane
protein 2A inhibits transforming growth factor�1�induced
apoptosis through the phosphatidylinositol 3�kinase/Akt
pathway, J. Virol., 78, 1697�1705, doi: 10.1128/jvi.78.4.
1697�1705.2004.

76. Scholle, F., Bendt, K. M., and Raab�Traub, N. (2000)
Epstein–Barr virus LMP2A transforms epithelial cells,
inhibits cell differentiation, and activates Akt, J. Virol., 74,
10681�10689, doi: 10.1128/jvi.74.22.10681�10689.2000.

77. Sodhi, A., Montaner, S., Patel, V., Gómez�Román, J. J.,
Li, Y., Sausville, E. A., Sawait, E. T., and Gutkind, J. S.
(2004) Akt plays a central role in sarcomagenesis induced
by Kaposi’s sarcoma herpesvirus�encoded G protein�cou�
pled receptor, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 101, 4821�4826,
doi: 10.1073/pnas.0400835101.

78. Tomlinson, C. C., and Damania, B. (2004) The K1 protein
of Kaposi’s sarcoma�associated Herpesvirus activates the
Akt signaling pathway, J. Virol., 78, 1918�1927,
doi: 10.1128/jvi.78.4.1918�1927.2004.

79. Olagnier, D., Sze, A., Bel Hadj, S., Chiang, C., Steel, C.,
Han, X., Routy, J. P., Lin, R., Hiscott, J., and van
Grevenynghe, J. (2014) HTLV�1 Tax�mediated inhibition
of FOXO3a activity is critical for the persistence of termi�
nally differentiated CD4+ T cells, PLoS Pathog., 10,
e1004575, doi: 10.1371/journal.ppat.1004575.

80. Bai, D., Ueno, L., and Vogt, P. K. (2009) Akt�mediated
regulation of NF�κB and the essentialness of NF�κB for
the oncogenicity of PI3K and Akt, Int. J. Cancer, 125,
2863�2870, doi: 10.1002/ijc.24748.

81. Feng, C., Wu, B., Fan, H., Li, C., and Meng, S. (2014)
NF�kappaB�induced gp96 up�regulation promotes hepa�
tocyte growth, cell cycle progression and transition, Acta
Microbiol. Sinica, 54, 1212�1220.

82. Huber, M. A., Azoitei, N., Baumann, B., Grünert, S.,
Sommer, A., et al. (2004) NF�κB is essential for epithelial�
mesenchymal transition and metastasis in a model of breast
cancer progression, J. Clin. Invest., 114, 569�581,
doi: 10.1172/jci21358.

83. Kulwichit, W., Edwards, R. H., Davenport, E. M., Baskar,
J. F., Godfrey, V., and Raab�Traub, N. (1998) Expression
of the Epstein–Barr virus latent membrane protein 1
induces B cell lymphoma in transgenic mice, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95, 11963�11968, doi: 10.1073/pnas.95.20.
11963.

84. Wang, L. W., Jiang, S., and Gewurz, B. E. (2017)
Epstein–Barr virus LMP1�mediated oncogenicity, J.
Virol., 91, e01718�16, doi: 10.1128/jvi.01718�16.

85. Gopalakrishnan, R., Matta, H., and Chaudhary, P. M.
(2013) A purine scaffold HSP90 inhibitor BIIB021 has
selective activity against KSHV�associated primary effu�
sion lymphoma and blocks vFLIP k13�induced NF�κB,
Clin. Cancer Res., 19, 5016�5026, doi: 10.1158/1078�
0432.ccr�12�3510.

86. Briggs, L. C., Chan, A. W. E., Davis, C. A., Whitelock, N.,
Hotiana, H. A., et al. (2017) IKKγ�mimetic peptides block

the resistance to apoptosis associated with Kaposi’s sarco�
ma�associated Herpesvirus infection, J. Virol., 91, e01170�
17, doi: 10.1128/jvi.01170�17.

87. Chugh, P., Matta, H., Schamus, S., Zachariah, S., Kumar, A.,
Richardson, J. A., Smith, A. L., and Chaudhary, P. M.
(2005) Constitutive NF�κB activation, normal Fas�
induced apoptosis, and increased incidence of lymphoma
in human herpes virus 8 K13 transgenic mice, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 102, 12885�12890, doi: 10.1073/pnas.
0408577102.

88. Lavorgna, A., and Harhaj, E. W. (2014) Regulation of
HTLV�1 tax stability, cellular trafficking and NF�κB acti�
vation by the ubiquitin�proteasome pathway, Viruses, 6,
3925�3943, doi: 10.3390/v6103925.

89. Kgatle, M. M., Spearman, C. W., Kalla, A. A., and
Hairwadzi, H. N. (2017) DNA oncogenic virus�induced
oxidative stress, genomic damage, and aberrant epigenetic
alterations, Oxid. Med. Cell. Longev., 2017, 1�16,
doi: 10.1155/2017/3179421.

90. Williams, V., Brichler, S., Khan, E., Chami, M., Dény, P.,
Kremsdorf, D., and Gordien, E. (2012) Large hepatitis
delta antigen activates STAT�3 and NF�κB via oxidative
stress, J. Viral Hepat., 19, 744�753, doi: 10.1111/j.1365�
2893.2012.01597.x.

91. Xia, Y., Shen, S., and Verma, I. M. (2014) NF�κB, an
active player in human cancers, Cancer Immunol. Res., 2,
823�830, doi: 10.1158/2326�6066.cir�14�0112.

92. Zur Hausen, H., and de Villiers, E. M. (2014) Cancer
“causation” by infections – Individual contributions and
synergistic networks, Semin. Oncol., 41, 860�875,
doi: 10.1053/j.seminoncol.2014.10.003.

93. Ren, Y., Shu, T., Wu, D., Mu, J., Wang, C., et al. (2020)
The ORF3a protein of SARS�CoV�2 induces apoptosis in
cells, Cell. Mol. Immunol., 17, 881�883, doi: 10.1038/
s41423�020�0485�9.

94. Varga, Z., Flammer, A. J., Steiger, P., Haberecker, M.,
Andermatt, R., et al. (2020) Endothelial cell infection and
endotheliitis in COVID�19, Lancet, 395, 1417�1418,
doi: 10.1016/S0140�6736(20)30937�5.

95. Alpalhão, M., Ferreira, J. A., and Filipe, P. (2020)
Persistent SARS�CoV�2 infection and the risk for cancer,
Med. Hypotheses, 143, 109882, doi: 10.1016/j.mehy.
2020.109882.

96. Mesri, E. A., Feitelson, M. A., and Munger, K. (2014)
Human viral oncogenesis: a cancer hallmarks analysis, Cell
Host Microbe, 15, 266�282, doi: 10.1016/j.chom.2014.
02.011.

97. Van Kriekinge, G., Castellsagué, X., Cibula, D., and
Demarteau, N. (2014) Estimation of the potential overall
impact of human papillomavirus vaccination on cervical
cancer cases and deaths, Vaccine, 32, 733�739,
doi: 10.1016/j.vaccine.2013.11.049.

98. McQuaid, T., Savini, C., and Seyedkazemi, S. (2015)
Sofosbuvir, a significant paradigm change in HCV treat�
ment, J. Clin. Transl. Hepatol., 3, 27�35, doi: 10.14218/
jcth.2014.00041.

99. Schiller, J. T., and Lowy, D. R. (2010) Vaccines to prevent
infections by oncoviruses, Annu. Rev. Microbiol., 64, 23�41,
doi: 10.1146/annurev.micro.112408.134019.

100. Bu, W., Joyce, M. G., Nguyen, H., Banh, D. V., Aguilar, F.,
et al. (2019) Immunization with components of the viral
fusion apparatus elicits antibodies that neutralize
Epstein–Barr Virus in B cells and epithelial cells,
Immunity, 50, 1305�1316, doi: 10.1016/j.immuni.2019.
03.010.



ЗАМАРАЕВ и др.

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1410

VIRAL INFECTIONS: NEGATIVE REGULATOR
OF APOPTOSIS AND FACTOR OF ONCOGENICITY

Review

A. V. Zamaraev1, B. Zhivotovsky1,2, and G. S. Kopeina1*

1 Lomonosov Moscow State University, Faculty of Basic Medicine, 119191 Moscow, Russia; E*mail: lirroster@gmail.com
2 Institute of Environmental Medicine, Karolinska Institute, SE*171 77 Stockholm, Sweden

Received June 30, 2020
Revised September 9, 2020

Accepted September 9, 2020

The disruption of apoptotic cell death process is closely associated with the etiology of various diseases, including can�
cer. Permanent viral infections can cause different types of cancers. Oncogenic viruses manipulate both external and
internal apoptosis pathways, and inhibit the activity of proapoptotic proteins and signaling pathways, which facilitates
carcinogenesis. Ineffective immune surveillance or immune response suppression can induce uncontrolled virus
propagation and host cell proliferation. In this review, we discuss current data that provide insights into mechanisms
of apoptotic death suppression by viruses and their role in oncogenesis.
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Спустя 20 лет после обнаружения белка p53 и определения его ключевой роли в прогрессии рака были
идентифицированы еще два члена этого семейства, а именно белки p63 и p73. С тех пор был собран боль"
шой объем информации о каждом из этих генов/белков и их взаимодействиях в клетке. Биологическая
роль p73 была установлена с помощью четырех различных линий нокаутированных мышей: 1) с полностью
удаленным геном TP73; 2) с экзонами, кодирующими изоформы полноразмерного белка TAp73; 3) с экзо"
нами, кодирующими укороченную изоформу DNp73; и совсем недавно – 4) c экзонами, кодирующими
C"концевую изоформу альфа. В этой работе, а также в исследованиях экспрессии генов при раке и огром"
ном числе исследований, проведенных на молекулярном уровне, было выяснено основное участие TP73 в
развитии рака, развитии нервной системы, образовании ресничек и в метаболизме нейронов. В настоящей
работе мы обсуждаем основные результаты этих исследований.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: p53, семейство белков p53, p73, рак, образование ресничек, метаболизм, нейробио"
логия.

DOI: 10.31857/S0320972520100085

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ И ФУНКЦИИ p73,
ПРЕДСТАВИТЕЛЯ СЕМЕЙСТВА БЕЛКОВ p53
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ВВЕДЕНИЕ

С момента его обнаружения в 1979 г. [1, 2] p53
оказался в центре внимания исследователей био"
логии рака, так как стала понятна его роль в ка"
честве супрессора опухолевого роста [3]. Интерес
еще более возрос, когда были идентифицирова"
ны два дополнительных члена этого семейства
факторов транскрипции, а именно p63 [4–6] и
p73 [7–12]. Все вышеперечисленные факторы
транскрипции строго контролируют процессы
остановки клеточного цикла и гибели клеток [13,
14] и оказывают сильное влияние на прогресси"
рование рака [15–19]. Как было ранее показано
во многих работах, p53 кодируется геном TP53,
который в наибольшей степени подвергается му"
тациям при любых формах рака человека
[20–28]. Это служит самым веским обосновани"
ем его значительной функции в качестве опухо"
левого супрессора [29, 30]. Тем не менее появля"
ется все больше свидетельств того, что p53 и даже
в большей мере p73 играют важную роль в нейро"
биологии [31–33]. Действительно, было показа"

но, что p53 в физиологических условиях экспрес"
сируется в развивающемся мозге [34] и в процес"
се нейродегенерации у животных моделей [35],
что никак не связано с его ролью в гибели клеток.

Функция p73 была детально изучена при по"
мощи четырех различных линий нокаутирован"
ных мышей, полученных для выявления раз"
личных свойств этого белка в процессе разви"
тия живого организма. Первоначальный пол"
ный нокаут характеризовался наличием серьез"
ных инфекций [36]. Однако этот фенотип не
удалось воспроизвести при последующих нока"
утах, возможно, вследствие наличия более ра"
дикальных делеций, приводящих к возникнове"
нию более агрессивных вторичных инфекций и
изменению микробиома, что само по себе мо"
жет быть опасно для жизни [37–40]. Помимо
полного нокаута [36], приводящего к полному
удалению гена TP73, были созданы два специ"
фических нокаута, сравнивающих роль двух
различных изоформ – TAp73 [11] и DNp73 [41].
Наконец был сделан специфический нокаут C"
концевого участка полноразмерной изоформы
альфа [42], который приводил к физиологичес"
кому присутствию обычного белка, но при этом
изоформа альфа заменялась на изоформу бета.
Все 4 нокаута представлены в таблице.

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : PGC"1α – активированный
пролифератором пероксисом рецепторный гамма коакти"
ватор 1, NRF – ядерный респираторный фактор 1.



МЕЛИНО

Здесь мы кратко изложим информацию, по"
лученную нокаутами, о различных биологичес"
ких функциях.

TAp73 ЯВЛЯЕТСЯ ОПУХОЛЕВЫМ
СУПРЕССОРОМ

На рис. 1 показано участие p73 в ответе
клетки на повреждения ДНК (DDR, DNA
Damage Response), т.е. в процессе, который идет
параллельно и полностью независимо от актив"
ности p53. Действительно, вслед за ответом на
повреждения ДНК происходит активация белка
p73 в результате фосфорилирования по остатку
Tyr99 белком c"Abl, и активированный р73
участвует в регуляции процесса остановки кле"
точного цикла и апоптоза [43]. Кроме того, уди"
вительное сходство в структуре гена и амино"
кислотной последовательности между p53 и p73
указывает на то, что белок р73 аналогично p53
может обладать активностью опухолевого суп"
рессора. Однако это предположение нельзя бы"
ло проверить на полностью нокаутированных
мышах [36], поскольку у этих мышей продол"
жительность жизни была чрезвычайно корот"
кой. В то же время при специфическом нокауте
TAp73 оказалось возможным продемонстриро"
вать роль TAp73 в качестве опухолевого супрес"
сора [11]. С тех пор во многих работах была ус"
тановлена роль p73 и нарушение его регуляции
при прогрессировании рака.

РОЛЬ БЕЛКА р73 В НЕЙРОНАХ

Первым признаком связи p73 с нейробиоло"
гией было обнаружение локализации его гена
на участке хромосомы 1p36, который обычно
отсутствует при нейробластоме [44]. Эта форма
рака отличается специфическими изменениями
в геноме [45, 46], интеграцией особых молеку"

лярных признаков [47–50] и его прогностичес"
кими факторами [51–54], также включающими
белки ZNF [46–55]. p73 регулирует развитие
центральной нервной системы путем регуляции
процесса самообновления нервных стволовых
клеток (NSC – neural stem cells) и дифференци"
ровки нейронов. В связи с тем, что в физиоло"
гических условиях p73 экспрессируется в виде
различных изоформ с использованием различ"
ных промоторов, группой Melino были созданы
специфические нокауты мышей с удалением
изоформы полноразмерного TAp73 и изоформы
DNp73, в которой отсутствует N"концевой
участок [41, 56–58]. В обоих случаях, но более
выражено это в первом случае, было обнаруже"
но нарушение развития гиппокампа с разруше"
нием или даже утратой нижней пластинки зуб"
чатой извилины (DG – dentate gyrus), которое
наблюдалось вместе с нарушением структуры
участков CA1 и CA3 [36]. TAp73 транскрибиру"
ет гены метаболизма и нервной системы, вклю"
чая Sox2, Sox3, TRIM32 и Notch [59]. Кроме то"
го, TAp73 оказывает воздействие на постмито"
тические нейроны, модулируя экспрессию ре"
цептора нейротрофина р75 (p75NTR – neu"
rotrophin receptor p75), влияющего на рост аксо"
нов и ветвление дендритов [60], а также участ"
вующего в экспрессии синаптических белков,
таких как синаптотагмин"1 (synaptotagmin"1) и
синтаксин"1А (syntaxin"1A) через микроРНК
miR"34a [61, 62]. Эти данные ясно демонстри"
руют ключевое участие p73 в процессе развития
мозга через специфические механизмы тран"
скрипции [63].

Совсем недавно группой Melino [42] была
создана четвертая модель нокаутированной мы"
ши с удаленным экзоном 13, который имеет
значение для образования типичного структур"
ного мотива, называемого домен SAM (Sterile
alpha"motif), присутствующего в физиологичес"
ких условиях в полноразмерном белке p73 (изо"
форма альфа). Этот C"концевой участок отсут"
ствует в других изоформах, таких как изоформа
бета. Следовательно, с помощью этой новой
линии мышей оказалось возможным продемон"
стрировать роль C"концевого участка, который
действительно отличает эти две изоформы.
Мышь Trp73D13–/– заменяет, по сути, изоформу
альфа на изоформу бета, действительно являясь
минимальной пертурбацией.

Замена изоформы альфа на изоформу бета
оказывает значительное влияние на развитие
мозга, вызывая нарушение развития гиппокам"
па, как показано на рис. 2. Интересно, что мыши
с этим фенотипом оказались чрезвычайно похо"
жи на ранее описанных мышей, нокаутирован"
ных по Trp73. Кроме того, у мышей линии
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Trp73d13/d13 в развивающемся мозге наблюда"
ется постепенное снижение количества клеток
Кахаля–Ретциуса (CR – Cajal–Retzius) [42, 64]
(рис. 2, b). Следовательно, нарушение развития
гиппокампа, которое наблюдалось при предыду"
щих нокаутах, является прямым следствием ис"
чезновения клеток Кахаля–Ретциуса, которые в
физиологических условиях управляют развити"
ем архитектуры мозга во время эмбрионального
развития (подробности см. в исходной работе
Amelio et al. [42]). Специфичность действия бел"
ка p73 при развитии гиппокампа представляет
огромный интерес, учитывая важное значение
гиппокампа в нейропатологии [65, 66].

p73 имеет решающее значение для образова�
ния ресничек. Неожиданным образом было ус"
тановлено, что p73 необходим для образования
мультицилиарных клеток (MCC – multiciliate
cell). Поскольку эти клетки очень важны для
физиологии мозга и дыхательных путей и для
обеспечения направленного движения жидкос"
тей по поверхности их эпителия, а также для
транспорта половых клеток в репродуктивном
тракте, роль р73 становится чрезвычайно важ"
ной. Этот фенотип может объяснить некоторые
из признаков, описанных при первом полном
нокауте p73 [36], – гидроцефалию, бесплодие и
хронические инфекции дыхательных путей.
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Рис. 1. Взаимодействующие партнеры и транскрипционные мишени белка p73. p73 может быть активирован при повреж"
дении ДНК как часть общего ответа клетки на повреждения ДНК (DNA Damage Response), протекающего параллельно и
независимо от белка р53 (левая часть). р73 также может быть индуцирован другими токсическими или физиологически"
ми сигналами, которые до сих пор полностью не изучены. Белок p73 способен физически взаимодействовать с несколь"
кими белковыми комплексами, подвергаясь последующим посттрансляционным модификациям, регулирующим его де"
градацию и также его транскрипционные мишени (зеленый). Его взаимодействующие партнеры, а также его транскрип"
ционные мишени ответственны за эффекторную функцию p73, как показано на рисунке. HTS – high throughput screen,
высокопроизводительный скрининг; EMT – epithelial mesenchymal transition, эпителиально"мезенхимный переход.
(С цветными вариантами рис. 1–3 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)



МЕЛИНО

Впервые роль TAp73, как главного транскрип"
ционного интегратора процесса образования
ресничек, функция которого располагается в
цепи событий ранее любого уже известного ге"
на, была установлена в лаборатории Ute Moll
[32, 67]. TAp73 контролирует на уровне тран"
скрипции образование ресничек (цилий)
(Kif27, Intu, NPHP4, Traf3ip1, Dzip1l и др.) и их
подвижность (Dnah3, Dnahc11, Drc1 и др.).
Кроме того, описанная позднее метаболическая
функция TAp73 также ассоциирована с физио"
логией ресничек. Интересно, что если изофор"
ма альфа необходима для нейрогенеза гиппо"
кампа [42], то для цилиогенеза она не требуется
[68], что подтверждают лежащие в их основе
различные молекулярные механизмы.

Метаболическая функция p73. Изучение но"
каутированных мышей TAp73 [11] привело к

выявлению необычных и неожиданных функ"
ций p73. Эти мыши подвергались преждевре"
менному старению уже в возрасте 10–12 мес. У
них наблюдались такие классические внешние
проявления старения, как деминерализация
костей, кифоз, катаракта и истончение кожи,
высокий уровень карбонилированных белков,
указывающий на повышение количества ак"
тивных форм кислорода (ROS – reactive oxygen
species), которые очень актуальны в онкологии
и нейробиологии [69–71]. В отдельных органах
были также обнаружены повышенные уровни
маркеров старения (beta"gal, p19, p16). По"ви"
димому, молекулярный механизм, лежащий в
основе этих изменений, состоит в том, что бе"
лок р73 прямо регулирует на уровне тран"
скрипции белок"мишень, а именно Cox4i1
[72].
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Рис. 2. Нарушение развития гиппокампа у мышей, дефицитных по Trp73. Удаление целого белка p73 (мыши Trp73–/–),
TAp73 (мыши TA73–/–) или его C"концевого участка (мыши Trp73d13/d13; показано на рисунке) приводит к возникно"
вению очень сходного фенотипа, характеризующегося недостаточным развитием нижней лопатки зубчатой пластинки.
а –Искаженный гиппокамп новорожденных мышей Trp73d13/d13, окрашенный гематоксилином и эозином (единица
деления шкалы – 500 μm). b –Результаты секвенирования РНК единичной клетки из зубчатой пластинки мышей. Крас"
ным показана экспрессия или p73, или рилина, которая, по"видимому, строго ограничена клетками Кахаля–Ретциуса.
С подробностями можно ознакомиться в статье Amelio et al. [42], а также в статье Hochgerner et al. [64]

a b
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Некоторые типы клеток, в том числе нейро"
ны, удовлетворяют свои потребности в энергии
с помощью окислительного фосфорилирова"
ния (OXPHOS – oxidative phosphorylation). В хо"
де этого процесса одна молекула глюкозы мета"
болизируется с образованием 30–32 молекул
АТФ, что отличает этот путь от менее эффек"
тивного процесса гликолиза, в ходе которого
образуются лишь 2 молекулы АТФ. Следова"
тельно, окислительное фосфорилирование,
протекающее в митохондриях в присутствии O2,
играет важную роль в нескольких процессах, от
барьера на пути развития рака до нейрогенеза,
ремоделирования цитоскелета, разрастания ак"
сонов, дендритов и регуляции синаптической
активности [73]. Важнейшим регулятором био"
генеза митохондрий является белок NRF1
(ядерный респираторный фактор 1, nuclear res"
piratory factor 1), который, в свою очередь, акти"
вируется под действием белка PGC"1α (активи"
рованный пролифератором пероксисом рецеп"
торный гамма коактиватор 1, peroxisome prolif"
erator"activated receptor gamma coactivator 1).
Нижележащий каскад метаболических реакций
белка NRF1 включает в себя экспрессию мито"
хондриальных белков, таких как митохондри"
альный фактор транскрипции А (TFAM – mito"
chondrial transcription factor A) и цитохром с.
При этом PGC"1α регулирует развитие и гоме"
остаз синапсиса как в клетках развивающегося
гиппокампа, так и в гиппокампе взрослых осо"
бей [74].

Некоторые онкогены и опухолевые супрес"
соры способны тонко регулировать активность
митохондриальных белков. Вероятно, p73 так"
же вносит свой вклад в эту регуляцию независи"
мо от рецептора эстрогенов ERRα (oestrogen"
related receptor alfa), ядерных респираторных
факторов NRF1 и NRF2 и фактора транскрип"
ции YY1 (yin yang 1). Удаление NRF2 вызывает
ингибирование образования NSC из SGZ, а
также ингибирование дифференцировки ней"
ронов и гена предрасположенности к психичес"
ким заболеваниям Cacna1c (psychiatric suscepti"
bility gene). Его отсутствие также способствует
устойчивости митохондрий нейронов к окисли"
тельному стрессу [75, 76]. Собственно говоря,
TAp73 прямо регулирует транскрипцию субъ"
единицы 4 цитохром с"оксидазы (cox4i1), мито"
хондриального белка, входящего в комплекс IV,
имеющего важное значение для снабжения
энергией как опухолевых клеток, так и нейро"
нов [72].

Для развития нейронов и их дифференци"
ровки необходимы значительные изменения
метаболизма клеток [77, 78]: переключение аэ"
робного гликолиза на окислительное фосфори"

лирование [79]. Этот процесс, идущий при
прогрессировании рака в обратном направле"
нии, включает в себя снижение экспрессии гек"
сокиназы (HK2 – hexokinase) и лактатдегидро"
геназы (LDHA – lactate dehydrogenase), а также
переключение с процесса сплайсинга пируват"
киназы 2 (PKM2 – pyruvate kinase 2) на сплай"
синг PKM1, которое означает процесс пере"
ключения с NPC к нейрону. Более того, диффе"
ренцировка нейронов ассоциируется с повы"
шенным биогенезом митохондрий, включая
TFAM, ERRγ и PGC"1α. По мере увеличения
массы нейронов также увеличивается масса ми"
тохондрий. Следовательно, усиленный биоге"
нез митохондрий способствует пролиферации
клеток, включая рост аксонов и образование
отростков нейронов [79]. Глутамин является
альтернативной аминокислотой, которая необ"
ходима для регуляции клеточного метаболизма.
Он превращается в глутаминовую кислоту, да"
лее в α"кетоглутаровую кислоту и затем окисля"
ется в цикле трикарбоновых кислот (TCA – tri"
carboxylic acid) с конечным образованием АТФ.
Конечная дифференцировка нейронов также
ассоциируется с повышенным обменом глута"
мина, приводя к повышенной продукции ней"
ромедиаторов, таких как глутаминовая кислота
и гамма"аминомасляная кислота, и к повыше"
нию активности цикла трикарбоновых кислот
[79]. Кроме того, по крайней мере в опухолевых
клетках p73 контролирует метаболизм серина
[80], а также глутаминолиз [81] и метаболизм
ROS на уровне трансляции [82]. На рис. 3 сум"
мированы данные о влиянии р73 на метаболизм
клеток. Активность этих метаболических путей
строго регулируется, чтобы гарантировать оп"
тимальное снабжение клетки ресурсами, соот"
ветствующими функционированию клеток как
при раке, так и при дифференцировке нейро"
нов.

ВЫВОДЫ

Очевидно, что четыре модели нокаута сыг"
рали решающую роль в выяснении физиологи"
ческой роли p73 и молекулярных механизмов
его действия. Результаты этих исследований
способствуют включению данного белка в и без
того сложную белковую сеть при прогрессиро"
вании рака [83–85]. В другой биохимической
работе, не описанной нами здесь, была иденти"
фицирована убиквитинлигаза E3, ответствен"
ная за деградацию белка р73 [86], которая была
охарактеризована с помощью высокопроизво"
дительного скрининга [87] и установлены её
ингибиторы [88]. Данные, полученные in vivo,
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МЕЛИНО

подтверждают важное значение гена, кодирую"
щего р73, не только в процессе прогрессирова"
ния рака, но также в регуляции метаболизма,
развитии ресничек и нейронов.
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Рис. 3. Влияние р73 на метаболизм клетки. Упрощенная схема основных транскрипционных мишеней белка p73, ассо"
циированных с регуляцией метаболизма. Показаны основные мишени (Coxi1, G6PD, GLS2, биосинтез серина; см. текст
настоящей статьи)
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Over 20 years after identification of p53 and its crucial function in cancer progression, two members of the same pro"
tein family were identified, namely p63 and p73. Since then, a body of information has been accumulated on each of
these genes and their interrelations. Biological role of p73 has been elucidated thanks to four distinct knockout mice
models: (i) with deletion of the entire TP73 gene, (ii) with deletion of exons encoding the full length TAp73 isoforms,
(iii) with deletions of exons encoding the shorter DNp73 isoform, and (iv) with deletion of exons encoding C"termi"
nal of the alpha isoform. This work, as well as expression studies in cancer and overwhelming body of molecular stud"
ies, allowed establishing major role of TP73 both in cancer and in neuro"development, as well as ciliogenesis, and
metabolism. Here, we recapitulate the major milestones of this endeavor. 
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Белки семейства Bcl�2 являются регуляторами апоптоза, одного из наиболее изученных типов программи�
руемой клеточной гибели. Данное семейство белков представлено как про�, так и антиапоптотическими
членами. Антиапоптотические белки семейства Bcl�2 нередко используются опухолевыми клетками в каче�
стве механизма устойчивости к гибели, играя важную роль как в процессе возникновения онкологических
заболеваний, так и в приобретении злокачественными клетками резистентности к терапевтическим воздей�
ствиям. Следовательно, эти белки представляют собой привлекательные мишени для противоопухолевой
терапии. Детальное изучение взаимодействий между Bcl�2 белками, лежащих в основе регуляции запуска
апоптоза, позволило сделать существенный прорыв в разработке высокоселективных ингибиторов отдель�
ных антиапоптотических представителей семейства. В настоящее время данные вещества активно изучают
на доклинических и клинических стадиях, и большим прорывом можно считать одобрение для медицинс�
кого применения Венетоклакса, селективного ингибитора белка Bcl�2. Подавление активности антиапоп�
тотических белков Bcl�2 семейства обладает существенным терапевтическим потенциалом, который только
предстоит раскрыть. В грядущую эру персонализированной медицины необходимо детальное изучение ме�
ханизмов, ответственных за чувствительность или резистентность опухолевых клеток к различным терапев�
тическим агентам, а также подбор наиболее эффективных комбинаций. В обзоре рассмотрены существую�
щие сведения о фундаментальных основах функционирования белков семейства Bcl�2, принципах их инги�
бирования с помощью малых молекул, успехах такого подхода в противоопухолевой терапии и, наконец,
биохимических особенностях, которые могут послужить основой для дальнейшего совершенствования ис�
пользования ингибиторов антиапоптотических белков семейства Bcl�2 в терапии опухолевых заболеваний.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: апоптоз, Bcl�2 семейство, противоопухолевая терапия, BH3�миметики.
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из ключевых задач современной ме�
дицины является борьба с опухолевыми заболе�
ваниями. В основе биологии опухолевых клеток
лежат принципы отбора в пользу наиболее прис�
пособленных к выживанию клонов. В результате
такие клоны характеризуются рядом приобре�
тенных адаптационных преимуществ, в том чис�
ле, устойчивостью к программируемой клеточ�
ной гибели (ПКГ) [1]. Одним из наиболее изу�
ченных типов ПКГ в настоящее время является

апоптоз, представляющий собой, среди прочего,
важный онкосупрессорный механизм [1].

Наиболее изученными способами запуска
апоптотической гибели на молекулярном уров�
не являются внутренний (митохондриальный) и
внешний (рецептор�зависимый) пути индукции
апоптоза. Внешний путь запуска апоптотичес�
кой программы реализуется, в частности, в ре�
зультате связывания соответствующих лигандов
(например, TNF�α, FAS�L) с «рецепторами
смерти» на поверхности клетки, что ведет к ак�
тивации каспазного каскада и последующей
элиминации клетки [2]. В реализации внутрен�
него пути индукции апоптоза задействованы
митохондрии, в межмембранном пространстве
которых в норме локализуются различные про�
апоптотические факторы, выполняющие не
связанные с апоптозом функции, – цитохром c,
SMAC/DIABLO и другие. Попадание данных

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : BH�домен – домен гомоло�
гии белков Bcl�2; ММ – множественная миелома;
НМРЛ – немелкоклеточный рак легкого; ОМЛ – острый
миелоидный лейкоз; ХЛЛ – хронический лимфоцитарный
лейкоз.

* Адресат для корреспонденции.
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факторов в цитоплазму также ведет к запуску
каспазного каскада и последующей гибели кле�
ток, потому целостность внешней митохондри�
альной мембраны находится под строгим конт�
ролем белков семейства Bcl�2 [3].

Эти белки, хотя и обладают существенной
степенью гомологии друг с другом, подразделя�
ются на две функциональные подгруппы со
строго противоположной ролью. Одни предста�
вители данного семейства способствуют перме�
абилизации внешней митохондриальной мемб�
раны (ПВММ), проявляя проапоптотические
свойства, другие препятствуют функциональ�
ной активности проапоптотических Bcl�2 бел�
ков, тем самым проявляя антиапоптотическую
активность. Регуляция как про�, так и анти�
апоптотических белков семейства Bcl�2 может
быть нарушена в опухолевых клетках, что может
вести к их повышенной устойчивости к апопто�
тическим стимулам. Особенно часто опухоле�
вые клетки используют повышенную экспрес�
сию антиапоптотических белков семейства Bcl�
2 в качестве механизма приобретения устойчи�
вости к апоптозу [3].

Данный факт повышает интерес к этим бел�
кам как к мишеням для терапевтического воз�
действия. За последние 15 лет был разработан
ряд ингибиторов антиапоптотических белков
семейства Bcl�2. Некоторые из них только не�
давно вступили в фазу клинических испытаний
(в частности, ингибиторы Mcl�1) [4]. Ингибиро�
вание другой мишени, Bcl�xL, вело к выражен�
ным побочным эффектам [5], что стало боль�
шой проблемой для дальнейших клинических
испытаний селективных антагонистов данного
белка. В то же время имеются и существенные
успехи в таргетировании антиапоптотических
белков этого семейства, в частности, к таковым
относится одобрение Венетоклакса для лечения
пациентов с рядом гематологических заболева�
ний [6].

Тем не менее, следует отметить, что, хотя ус�
тойчивость к апоптозу и является широко расп�
ространенным явлением для различных типов
опухолей, Венетоклакс в настоящее время име�
ет скорее ограниченное применение, в особен�
ности, в случае монотерапии. То же, вполне ве�
роятно, может ожидать и другие ингибиторы ан�
тиапоптотических Bcl�2�белков в случае их
одобрения к медицинскому применению. Эта
проблема во многом отражает недостаточность
наших знаний о том, как наиболее рационально
использовать ингибиторы данных белков для
элиминирования опухолевых клеток. Наиболее
важным представляется расширение наших зна�
ний о механизмах, отвечающих за повышенную
чувствительность или, напротив, устойчивость

опухолевых клеток к действию ингибиторов
Bcl�2�белков. Также особенно остро стоит воп�
рос подбора комбинаций, которые могут прояв�
лять существенный синергизм в элиминации
опухолевых клеток.

В настоящей работе мы предприняли попыт�
ку ответа на три основных вопроса, касающихся
ингибирования антиапоптотических Bcl�2�бел�
ков. 1) Что? Что из себя представляют антаго�
нисты данных белков и каков их основной меха�
низм действия; 2) Где? В каких опухолях инги�
бирование тех или иных антиапоптотических
белков представляется особенно эффективным,
какие механизмы могут лежать в основе описы�
ваемых феноменов и как эти знания могут быть
использованы для дальнейших исследований;
3) Когда? В каких случаях могут быть использо�
ваны те или иные антагонисты антиапоптоти�
ческих белков Bcl�2, а именно, каковы прогнос�
тические факторы чувствительности/устойчи�
вости к этим веществам, каковы наиболее перс�
пективные комбинации данных веществ с дру�
гими препаратами и, наконец, какие механизмы
лежат в основе этих наблюдений. 

ЧТО: БЕЛКИ СЕМЕЙСТВА Bcl�2
КАК МИШЕНИ ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ

ТЕРАПИИ

Контроль запуска внутреннего пути апоптоза
белками семейства Bcl�2. Ключевым событием и
одновременно точкой невозврата в запуске внут�
реннего пути апоптоза является выход из межмем�
бранного пространства митохондрий в цитоп�
лазму различных проапоптотических факторов
[3]. В основе данного феномена лежит ПВММ за
счет образования белковых пор во внешней
мембране митохондрий. Этот процесс осущест�
вляется путем олигомеризации порообразующих
белков�эффекторов семейства Bcl�2 – Bak и Bax
[7]. В норме эти белки находятся в виде мономе�
ров: Bak – на поверхности внешней митохонд�
риальной мембраны, Bax – в цитоплазме [3]. Ак�
тивация порообразующих белков Bak и Bax ведет
к их димеризации, а образующиеся димеры да�
лее олигомеризуются на  поверхности внешней
мембраны митохондрий, образуя поры.

Вторая группа проапоптотических белков
семейства Bcl�2 включает BH3�only белки (Bim,
Puma, Noxa, Bad и другие), состоящие из одного
(BH3) домена гомологии белков Bcl�2 (BH). Не�
которые из них, т.н. «BH3�only активаторы»,
связываясь с порообразующими белками Bcl�2
семейства Bak и Bax, способны вести к их акти�
вации [8]. В то же время некоторые из BH3�only
белков, т.н. «BH3�only сенситайзеры», напря�
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мую не взаимодействуют с порообразующими
белками. Проапоптотическая активность этой
подгруппы белков осуществляется только за
счет взаимодействия с антиапоптотическими
белками Bcl�2 семейства и их нейтрализации.
Важно отметить, что BH3�only активаторы так�
же ингибируют антиапоптотические Bcl�2�белки
[8]. Таким образом, нейтрализация антиапопто�
тических белков Bcl�2 семейства – общий меха�
низм проапоптотической активности BH3�only
белков независимо от их способности напрямую
активировать порообразующие белки Bak и Bax.

Наконец, антиапоптотические белки семей�
ства Bcl�2 (Bcl�2, Mcl�1, Bcl�xL, Bcl�w, Bcl�A1)
связывают и нейтрализуют проапоптотические
белки – как порообразующие, так и BH3�only
[3]. Как итог, три функциональные группы бел�
ков семейства Bcl�2 образуют трехстороннюю
систему контроля над ПВММ: белки�эффекто�
ры непосредственно образуют поры в наружной
мембране митохондрий, тогда как BH3�only и
антиапоптотические белки регулируют актив�
ность порообразующих белков. В основе инги�

бирующих взаимодействий между представите�
лями Bcl�2 семейства лежит способность белков
одной функциональной подгруппы связывать
белки другой функциональной подгруппы. Та�
ким образом, белки физически нейтрализуют
друг друга, образуя гетеродимеры, а их активи�
рующие функции реализуются только взаимо�
действием BH3�only активаторов с порообразу�
ющими Bak и Bax, что способствует димериза�
ции последних [3].

Каковы механизмы взаимодействия белков
семейства Bcl�2? Порообразующие и антиапоп�
тотические белки семейства Bcl�2 имеют в своем
строении четыре BH�домена – BH1–BH4, ко�
торые участвуют в формировании глобулярной
структуры данных белков [3]. В структуре BH3�
only белков присутствует только домен BH3, от�
куда эта подгруппа белков и получила свое наз�
вание. Именно данный домен наделяет белки
проапоптотической активностью [8]. В структу�
ре глобулярных белков, как порообразующих,
так и антиапоптотических, домен BH3 совмест�
но с другими BH�доменами принимает участие
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Рис. 1. Активация внутреннего пути апоптоза и схема строения членов белкового семейства Bcl�2. Различные стимулы
(например, повреждения ДНК, депривация ростовых факторов или действие химиотерапевтических препаратов) могут
вести к активации внутреннего пути апоптоза. Проапоптотические ВН3�only белки приводят к нейтрализации действия
антиапоптотических белков и/или прямой активации проапоптотических эффекторных белков. В результате действия
белков Bak и Bax наблюдается ПВММ за счет образования белковых пор на поверхности внешней мембраны митохонд�
рий. Высвобождение из межмембранного пространства цитохрома с приводит к образованию в цитоплазме апоптосомы –
комплекса активации инициаторной каспазы�9 (при участии цитозольного белка Apaf�1 и за счет энергии АТФ). Каспа�
за�9 ведет к дальнейшей активации каспазного каскада и гибели клеток за счет действия эффекторных каспаз.
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в формировании гидрофобного кармана – уг�
лубления на поверхности белка, способного
связываться с экспонированными BH3�домена�
ми других белков. Отсюда данная структура по�
лучила название «BH3�связывающий карман».
Проапоптотические Bax и Bak способны экспо�
нировать свой BH3�связывающий домен, сохра�
няя при этом структуру BH3�связывающего
кармана. Подобный конформационный пере�
ход может происходить при связывании порооб�
разующими белками BH3�only активаторов [9].
В подобной активированной конфигурации
белки Bax и Bak димеризуются за счет взаимо�
действий BH3�домен – BH3�связывающий кар�
ман, что служит подспорьем для дальнейшей
олигомеризации и процесса ПВММ. Антиапоп�
тотические белки не экспонируют свои BH3�до�
мены, что является их принципиальным отли�
чием от порообразующих белков. Вместо этого
антиапоптотические белки нейтрализуют BH3�
only белки или активированные Bak и Bax за
счет связывания их экспонированных BH3�до�
менов (рис.1) [3]. Описанные взаимодействия
между BH3�доменами и BH3�связывающими
карманами лежат в основе функционирования
представителей семейства Bcl�2 и были исполь�
зованы для создания терапевтических подходов,
нацеленных на данные белки [10].

Чем больше уровень антиапоптотических
белков в клетке, тем активнее при прочих рав�
ных они будут связывать активированные белки
Bak и Bax, препятствуя их димеризации и про�
цессу ПВММ. Дополнительно антиапоптоти�
ческие белки способны снижать и уровень сво�
бодных BH3�only активаторов, которые могли
бы вызвать димеризацию Bak и Bax. Напротив,
при повышении уровня BH3�only белков боль�
шее количество антиапоптотических белков бу�
дет связываться с ними, освобождая, во�первых,
Bak и Bax, во�вторых, BH3�only активаторы,
способствуя дополнительной активации Bak и
Bax [11]. Помимо изменений концентрации в
клетке, активность анти� и проапоптотических
белков семейства Bcl�2 регулируется за счет их
посттрансляционных модификаций, что может
повышать их сродство к партнерам связывания
или вести к изменениям внутриклеточной лока�
лизации [12]. Таким образом, в описанной сис�
теме трехстороннего контроля над ПВММ по�
рообразующие белки являются исполнителями,
тогда как BH3�only и антиапоптотические белки
регулируют их активность и, следовательно, го�
товность клетки перейти к точке невозврата в
запуске программы апоптоза.

Роль белков семейства Bcl�2 в канцерогенезе.
Учитывая роль апоптоза в противоопухолевой
защите организма, логично предположить, что

опухолевые клетки могут использовать наруше�
ния в функционировании проапоптотических
белков и оверэкспрессию антиапоптотических
белков для повышения устойчивости к апоптозу.
Действительно, ряд имеющихся данных подтверж�
дает подобное предположение. Так, у пациентов
с лимфомой Бёркитта наблюдается гипермети�
лирование промотора гена BCL2L11 [13], коди�
рующего BH3�only белок Bim, а у пациентов с
мантийноклеточной лимфомой – гомозиготная
делеция локуса 2q13 [14], содержащего этот же
ген. Мутации, ведущие к сдвигу рамки считыва�
ния в гене BAX, кодирующем одноименный бе�
лок, были обнаружены у пациентов с колорек�
тальным раком с микросателлитной нестабиль�
ностью [15]. Многочисленные эксперименты на
опухолевых клеточных линиях демонстрируют
значимость нарушений функционирования
проапоптотических белков для приобретения
устойчивости к апоптозу, индуцированному
противоопухолевыми агентами [16]. Наконец,
была показана корреляция между уровнем про�
апоптотических белков и прогнозом пациентов
при лечении различными препаратами [17].

Одним из наиболее ярких примеров исполь�
зования опухолевыми клетками антиапоптоти�
ческих белков является оверэкспрессия Bcl�2 у
пациентов с фолликулярной лимфомой. Причи�
ной повышенного уровня Bcl�2 является транс�
локация t (14;18), в результате которой ген BCL2
попадает в транскрипционно�активный участок
на хромосоме 14, содержащий гены тяжелых це�
пей иммуноглобулина. Подобная транслокация
наблюдается у ~90% пациентов с фолликуляр�
ной лимфомой. Помимо этого, при опухолевых
заболеваниях могут происходить амплифика�
ции генов антиапоптотических белков Bcl�2 се�
мейства, в частности, BCL2, MCL1, BCL2L1
(последний кодирует Bcl�xL) [18]. Высокая
экспрессия этих белков наблюдается у пациен�
тов с различными онкологическими заболева�
ниями [19], при этом показана корреляция
уровня их экспрессии с отрицательным прогно�
зом пациентов [20, 21]. Все эти данные подчер�
кивают значимость апоптоза как противоопухо�
левого механизма и указывают на перспектив�
ность использования белков семейства Bcl�2 в
качестве потенциальных терапевтических ми�
шеней.

Следует отметить, что в ряде случаев наблю�
даются обратные результаты. Так, согласно ме�
та�анализу, пациенты с позитивным по Bcl�2 не�
мелкоклеточным раком легкого (НМРЛ) имеют
более благоприятный прогноз в сравнении с па�
циентами с негативными по Bcl�2 случаями того
же заболевания, хотя разницы между двумя
группами не наблюдалось среди пациентов
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только с I стадией [22]. У пациентов с раком
яичника уровень экспрессии гена BCL2 прямо
коррелирует с благоприятным прогнозом [23]. В
то же время уровень Bcl�2 у больных с раком
яичника обратно коррелирует со стадией прог�
рессии опухоли, что может в существенной сте�
пени объяснять наблюдаемый феномен [24]. Бо�
лее того, низкий уровень экспрессии гена одно�
го антиапоптотического белка вовсе не исклю�
чает того, что опухоль данного типа может ис�
пользовать повышенную экспрессию генов дру�
гих антиапоптотических белков для выживания.
Так, для НМРЛ была показана значимость Mcl�
1 и его связь с неблагоприятным прогнозом [25],
а для рака яичника установлено значение Bcl�xL
и Mcl�1 в устойчивости к химиотерапии [26, 27].
Следовательно, тот или иной белок может иметь
бóльшую роль в одних типах опухолевых заболе�
ваний и меньшую – в других.

Таргетирование BH3�миметиками. Учитывая
то, что опухолевые клетки нередко характеризу�
ются нарушениями процессов клеточной гибе�
ли, запуск апоптоза представляется перспектив�
ным подходом в контексте противоопухолевой
терапии. Теоретически воздействовать на регу�
ляцию ПВММ белками семейства Bcl�2 можно
по меньшей мере двумя способами. Во�первых,
возможно создание молекул, которые напрямую
активировали бы Bax и Bak аналогично BH3�
only активаторам [10]. Во�вторых, можно инги�
бировать антиапоптотические белки семейства
Bcl�2, что смещало бы равновесие в клетке к ак�
тивности проапоптотических белков [3]. В нас�
тоящее время первый из упомянутых подходов
находится лишь на стадии подбора эффектив�
ных кандидатов для прямой активации Bax и
Bak [28]. Вместе с тем один из главных вопро�
сов, касающийся подобной стратегии, заключа�
ется в селективности подхода, т.е. в том, не будут
ли прямые активаторы порообразующих белков
токсичны за счет массовой индукции апоптоза в
клетках нормальных тканей. Дальнейшие ис�
следования должны дать ответ на этот и другие
вопросы, касающиеся возможности прямой ак�
тивации Bax и Bak в качестве терапевтической
стратегии.

Второй подход в таргетировании белков се�
мейства Bcl�2 – ингибирование антиапоптоти�
ческих представителей данного семейства – до�
бился существенного прогресса за последние 15
лет. Главным инструментом в ингибировании
анти�апоптотической активности Bcl�2�белков
стали вещества, имитирующие действие BH3�
доменов проапоптотических белков, откуда они
и получили свое название – BH3�миметики [29,
30]. Взаимодействуя с BH3�связывающим кар�
маном антиапоптотических белков, BH3�миме�

тики разрушают их комплексы с проапоптоти�
ческими представителями Bcl�2 семейства, нап�
рямую вызывая апоптоз [29]. При этом при ин�
гибировании антиапоптотических белков воз�
можно достичь определенной степени избира�
тельности в отношении опухолевых клеток, что
обусловлено, вероятно, их высокой склон�
ностью к апоптозу и зависимостью от отдельных
белков семейства Bcl�2 для выживания.

Учитывая принципиальное сходство BH3�
связывающих карманов различных антиапопто�
тических белков, некоторые малые молекулы
могут взаимодействовать с несколькими из них.
Такие BH3�миметики широкого спектра
действия (например, Обатоклакс) используются
как инструмент индукции апоптоза в экспери�
ментах in vitro. Они показали некоторую эффек�
тивность в испытаниях in vivo и были протести�
рованы в клинических испытаниях, где, впро�
чем, не продемонстрировали существенной эф�
фективности [31]. С развитием методов дизайна
химических веществ появились более селектив�
ные BH3�миметики [30, 32, 33]. Существенным
преимуществом данных агентов в сравнении с
неселективными BH3�миметиками, во�первых,
является возможность изучить вклад индивиду�
альных белков в выживаемость опухолевых и
нормальных клеток в различных условиях. Во�
вторых, селективные BH3�миметики представ�
ляют собой перспективные противоопухолевые
препараты, так как позволяют целенаправленно
ингибировать необходимый белок, а в случае
необходимости заблокировать несколько анти�
апоптотических представителей Bcl�2 семей�
ства, дозы каждого из селективных BH3�миме�
тиков могут быть подобраны индивидуально в
соответствии с тем, от каких белков в наиболь�
шей степени зависит выживаемость опухолевых
клеток в конкретном случае.

Среди антиапоптотических белков семей�
ства Bcl�2 наиболее изучены пять членов: Bfl�1,
Bcl�w, Bcl�xL, Mcl�1, Bcl�2 [11]. Для каждого из
этих белков показана роль в выживании опухо�
левых клеток, следовательно, все из них являют�
ся потенциальными мишенями для действия
BH3�миметиков. Вместе с тем в настоящее вре�
мя прогресс в разработке и применении ингиби�
торов данных белков существенно разнится.

Таргетирование белка Bcl�2. Белок Bcl�2 стал
не только первым открытым представителем од�
ноименного семейства, но и очевидным лиде�
ром среди указанных белков в контексте подбо�
ра ингибиторов и их использования в медицин�
ской практике. Существенным прорывом в ин�
гибировании Bcl�2 послужило получение BH3�
миметиков ABT�737 и АВТ�263 (Навитоклакс)
[34,35]. Указанные соединения, помимо Bcl�2,

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1425



СЕНИЧКИН и др.

также подавляли Bcl�w и Bcl�xL, хотя некоторые
исследования указывали на то, что именно Bcl�
2 является их основной мишенью в клетках [36].
Обладая, в отличие от ABT�737, подходящими
фармакологическими свойствами (в частности,
возможностью перорального применения) [35],
Навитоклакс был исследован в ряде клиничес�
ких испытаний [5,10]. Однако выраженная
тромбоцитопения, обусловленная ингибирова�
нием Bcl�xL, привела к ограничению макси�
мальной дозы Навитоклакса и лишь умеренной
терапевтической эффективности [5].

Дальнейшие попытки разработчиков были
сосредоточены на создании BH3�миметика, ко�
торый селективно подавлял бы Bcl�2. Первым
таким соединением стал ABT�199 (Венеток�
лакс), обладающий сходной структурой с ABT�
737 и Навитоклаксом [30]. В то же время введе�
ние индольного фрагмента в структуру Венеток�
лакса позволило обеспечить селективность взаи�
модействия с Bcl�2 за счет образования водород�
ной связи с остатком Асп103. У Bcl�xL в анало�
гичной позиции находится остаток глутамата
(Глу96), что затрудняет его взаимодействие с Ве�
нетоклаксом и служит основой высокой селек�
тивности данного соединения [30]. Венетоклакс
был исследован в ряде клинических испытаний
и в связи с выраженной эффективностью полу�
чил одобрение для лечения пациентов с хрони�
ческим лимфоцитарным лейкозом (ХЛЛ) [6, 37,
38]. Также Венетоклакс (в комбинации с Азаци�
тидином, или Децитабином, или низкими доза�
ми Цитарабина) одобрен для лечения острого
миелоидного лейкоза (ОМЛ) у пожилых паци�
ентов и пациентов, которым противопоказаны
интенсивные режимы химиотерапии. В настоя�
щее время эффективность Венетоклакса актив�
но исследуется для лечения различных опухоле�
вых заболеваний, в особенности гематологичес�
ких. Необходимо отметить, что описаны и дру�
гие селективные антагонисты Bcl�2, например,
S55746 [39]. В будущем такие соединения могут
пополнить арсенал BH3�миметиков, применяе�
мых в клинической практике, и использоваться,
например, в случае возникновения резистент�
ных к Венетоклаксу мутаций в структуре Bcl�2. 

Bcl�xL как мишень в терапии. В качестве по�
тенциальных ингибиторов Bcl�xL изучалось
большое количество соединений, таких как А�
385358, S44563, WEHI�539, A�1331852, A�
1155463, Навитоклакс, различные производные
Госсипола и другие. Однако, несмотря на дан�
ные, демонстрирующие определенную эффек�
тивность ингибиторов Bcl�xL в доклинических
исследованиях, было проведено лишь неболь�
шое число клинических испытаний с антаго�
нистами этого белка. Опыт применения Нави�

токлакса наглядно показал ключевые проблемы
таргетирования Bcl�xL. Как было сказано выше,
основной причиной ограничения использова�
ния этого препарата стала выраженная тромбо�
цитопения, возникающая вследствие ингибиро�
вания Bcl�xL в тромбоцитах [40]. Развитие тром�
боцитопении также наблюдалось и при исполь�
зовании в экспериментах на мышах соединения
A�1155463, которое обладает пикомолярной аф�
финностью к Bcl�xL [32]. Именно выраженные
побочные эффекты (в частности, тромбоцито�
пения) и вытекающая из них необходимость ог�
раничения дозы стали наиболее существенными
препятствиями в продвижении ингибиторов
Bcl�xL в терапевтическую практику [10].

В настоящее время активно исследуются
способы решения указанной проблемы [41].
Так, одним из направлений для устранения сис�
темных побочных эффектов является таргетная
доставка лекарства в опухоль (например, с по�
мощью конъюгации с моноклональным антите�
лом). Конъюгат антитела с лекарственным пре�
паратом ABBV�155, нацеленный на поверхност�
ный маркер B7H3 и несущий антагонист Bcl�
xL, недавно вступил в первую фазу клиничес�
ких испытаний (NCT03595059). Кроме того,
проходит набор пациентов с гормон�чувстви�
тельным раком предстательной железы и метас�
тазированием в лимфоузлах для клинических
испытаний вакцины Bcl�xl_42�CAF09b, содер�
жащей Bcl�xl_42 (пептидный фрагмент белка
Bcl�xL) и адъювант CAF09b (NCT03412786). Та�
кие терапевтические подходы могут в будущем
стать новой опцией в таргетировании Bcl�xL в
опухолевых клетках, что позволит устранить не�
желательные побочные эффекты в виде тром�
боцитопении.

Проблемы подавления белка Bcl�w. Белок Bcl�
w участвует в широком спектре как физиологи�
ческих, так и патологических процессов, в том
числе в развитии опухолевых заболеваний [42].
Следовательно, ингибиторы этого белка могли
бы расширить арсенал противоопухолевых пре�
паратов. Однако в настоящее время селектив�
ные ингибиторы Bcl�w отсутствуют, а сложность
их создания может объясняться конформацион�
ной «гибкостью» этого белка [43]. ВН3�мимети�
ки АВТ�737 и Навитоклакс способны ингибиро�
вать Bcl�w наряду с Bcl�2 и Bcl�xL. Однако было
показано, что ABT�737 разрушаeт в клетках
комплексы между Bcl�w и проапоптотическими
партнерами менее эффективно, чем аналогич�
ные взаимодействия с белками Bcl�2 и Bcl�xL
[36]. Эти данные, вероятно, касаются и Нави�
токлакса, учитывая его схожесть с ABT�737. Та�
ким образом, вопрос разработки селективных
антагонистов Bcl�w остается открытым.
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Перспективы подавления белка Bfl�1. Bfl�1
(Bcl�2A1) является наименее изученным анти�
апоптотическим белком семейства Bcl�2. Для
Bfl�1 не описано BH3�миметиков, в том числе
неселективных. Роль данного белка в процессе
канцерогенеза также исследована недостаточно,
хотя имеющиеся данные показывают потенци�
альную роль данного белка в обеспечении ус�
тойчивости к действию BH3�миметиков [43].
Было показано, что в строении ВН3�связываю�
щего кармана белка Bfl�1 присутствует цистеи�
новый аминокислотный остаток (С55), что от�
личает данный белок от остальных антиапопто�
тических представителей семейства Bcl�2 [44].
Следовательно, в будущем возможно создание
специфичных ковалентных высокоаффинных
ингибиторов Bfl�1.

Таргетирование белка Mcl�1. Важным струк�
турным отличием Mcl�1 от других антиапопто�
тических представителей семейства Bcl�2 явля�
ется конформационная ригидность его BH3�
связывающего кармана, что осложняло созда�
ние молекул, эффективно взаимодействующих
с данным белком [45]. Как итог, до недавнего
времени не было представлено селективных ан�
тагонистов Mcl�1. Однако за последние годы
был сделан существенный прорыв в этом нап�
равлении [46] и был описан ряд BH3�мимети�
ков, направленных на Mcl�1 и обладающих вы�
сокой селективностью и аффинностью к мише�
ни, таких как S63845 [33], AZD�5991 [47], AMG�
176 [48] и другие [46]. Эти соединения или их
производные сейчас находятся в I фазе клини�
ческих испытаний среди пациентов с различны�
ми гематологическими заболеваниями как в ка�
честве индивидуальных агентов, так и в комби�
нации с Венетоклаксом.

Также стоит отметить, что уникальной осо�
бенностью Mcl�1 среди других белков семейства
Bcl�2 является его короткий период полужизни.
Это обстоятельство позволяет ингибировать
Mcl�1 непрямыми способами за счет понижения
его содержания в клетке на различных уровнях
регуляции – транскрипционном, трансляцион�
ном и посттрансляционном [12].

ГДЕ: В КАКИХ ОПУХОЛЯХ ЭФФЕКТИВНА
ТЕРАПИЯ BH3�МИМЕТИКАМИ?

«Близость» к гибели как необходимое условие
эффективности BH3�миметиков. Важным факто�
ром для практического применения того или
иного агента в качестве противоопухолевой те�
рапии является его избирательность в отноше�
нии опухолевых клеток. Следовательно, для по�
тенциального применения BH3�миметиков в

лечении онкологических заболеваний ключе�
вым является вопрос, насколько данные веще�
ства способны вызывать апоптоз в злокачест�
венных клетках, не затрагивая выживание нор�
мальных. Имеющиеся данные указывают на то,
что бóльшая часть нормальных клеток не
чувствительна к апоптозу, индуцированному
BH3�миметиками [11, 49].

Одним из основных объяснений подобного
феномена является неодинаковая «близость» к
апоптозу различных клеток [49, 50]. Так, нор�
мальные клетки гематологического происхож�
дения находятся в числе наиболее чувствитель�
ных к апоптозу, в то время как постмитотичес�
кие клетки, такие как нейроны и кардиомиоци�
ты, в существенной степени менее склонны к
запуску апоптотической программы [51]. Как
итог, первые демонстрируют высокую чувстви�
тельность к апоптозу, индуцированному BH3�
миметиками, тогда как последние относительно
устойчивы к данным агентам [49].

Вместе с тем важно понять, какие факторы
отвечают за указанную склонность клеток к ги�
бели. Интересным и важным наблюдением в
контексте описываемого феномена является бо�
лее высокая экспрессия белков�регуляторов
апоптоза в активно делящихся клетках и сниже�
ние уровня данных белков в постмитотических
клетках [51]. Первые, при этом, демонстрируют
значительно бóльшую чувствительность к апо�
птотическим стимулам. Отсюда можно сделать
предположение, что склонность клетки к апоп�
тозу определяется уровнем экспрессии компо�
нентов, отвечающих за функционирование
апоптотической машины [11, 49]. Именно такие
клетки и являются наиболее чувствительными к
действию различных агентов и стимулов, инду�
цирующих апоптоз, в том числе BH3�мимети�
ков.

В процессе перерождения злокачественные
клетки сталкиваются с большим количеством
факторов, которые могут вести к увеличению
уровня и активности проапоптотических бел�
ков. Так, некоторые онкогены, например Myc,
ведут к их повышенной экспрессии [51]. Чтобы
выжить в подобных условиях, опухолевые клет�
ки могут полагаться на увеличенную экспрес�
сию антиапоптотических белков [52]. При этом
отбор происходит в пользу клонов, которые
имеют уровень данных белков, достаточный для
нейтрализации их контрпартнеров. Проходя че�
рез множество «стрессовых испытаний» в про�
цессе своей эволюции, опухолевые клетки, в ко�
нечном итоге, приходят к состоянию, в котором
большое количество проапоптотических белков
компенсируется высоким содержанием анти�
апоптотических [49, 53]. Верно подобранный
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стрессовый стимул может подтолкнуть опухоле�
вую клетку к апоптозу, оказав при этом меньшее
влияние на клетки, менее склонные к запуску
данной программы гибели. В случае BH3�миме�
тиков их действие приведет к высвобождению
большого числа проапоптотических факторов и
запуску гибели в тех клетках, которые находятся
в состоянии «близости» к апоптозу. Вместе с
тем, склонные к апоптозу нормальные клетки,
для которых подобный стимул окажется нас�
только же существенным, также вступят в про�
цесс гибели, что обусловит токсичность терапии
[11, 49].

«Анти�апоптотическая зависимость» клеток.
Указанное условие «близости» опухолевых кле�
ток к гибели является необходимым, но недос�
таточным для эффективного действия индиви�
дуальных BH3�миметиков. Ключевую роль в оп�
ределении чувствительности этих клеток к дан�
ным препаратам играет их различная зависи�
мость от того или иного белка семейства Bcl�2
для своего выживания [50, 53, 54]. В случае, ког�
да опухолевые клетки преимущественно полага�
ются на один белок для выживания, ингибиро�
вание этого белка может эффективно индуциро�
вать апоптоз [53]. Впрочем, гибели будут под�
вержены и те нормальные клетки, которые по�
лагаются на тот же белок семейства Bcl�2. В слу�
чае же, когда опухолевые клетки полагаются на
несколько антиапоптотических белков семей�
ства Bcl�2, необходимо использование комби�
нации BH3�миметиков, что, однако, будет по�
вышать вероятность возникновения нежела�
тельных эффектов.

Именно зависимость клеток различных опу�
холей от того или иного белка формирует их
чувствительность к BH3�миметикам и опреде�
ляет потенциал терапии [37, 38, 53]. Зависи�
мость же нормальных клеток от тех же белков,
напротив, является фактором, ограничиваю�
щим применение BH3�миметиков. Как было от�
мечено выше, ярким примером побочных реак�
ций, наблюдаемых при действии BH3�мимети�
ков, является возникновение тромбоцитопении
при применении Навитоклакса [5, 40].

Вероятно, в основе формирования зависи�
мости от одного белка лежит не столько повы�
шенный уровень его экспрессии, сколько отсут�
ствие компенсаторного воздействия со стороны
других представителей семейства Bcl�2. Так, в
ряде работ показана значимость Mcl�1 для при�
обретения устойчивости клеток к действию На�
витоклакса и Венетоклакса [29]. Напротив, эф�
фективность ингибирования Mcl�1 обратно
коррелирует с уровнем мРНК Bcl�xL [33]. Более
того, в клинических испытаниях Венетоклакса
соотношение уровней мРНК Bcl�2/Bcl�xL и Bcl�

2/Mcl�1 в большей степени коррелировало с эф�
фективностью, чем уровень только мРНК Bcl�2
[55].

Важным шагом в изучении зависимостей
разных типов опухолей от отдельных антиапоп�
тотических белков семейства Bcl�2 послужило
использование BH3�профайлинга [50]. Данный
метод основан на количественной оценке
ПВММ после добавления BH3�пептидов к клет�
кам опухолевых тканей пациентов с различны�
ми онкологическими заболеваниями. Исполь�
зование BH3�пептидов, селективно взаимодей�
ствующих с отдельными белками, позволяет вы�
яснить, насколько тот или иной антиапоптоти�
ческий представитель отвечает за выживание
опухолевых клеток. Так, если добавление BH3�
пептида белка Noxa, селективно взаимодейству�
ющего с Mcl�1, приведет к существенному вы�
ходу цитохрома с из митохондрий, можно сде�
лать вывод о зависимости клеток от Mcl�1 и,
следовательно, потенциальной эффективности
ингибирования этого белка [49]. Кроме того,
ВН3�профайлинг позволяет оценить степень
«прайминга» опухолевых клеток (т.е. предвари�
тельной «готовности») к запуску апоптоза. Сос�
тояние «высокого прайминга» означает, что
нейтрализация небольшого количества анти�
апоптотических белков приведет к эффективно�
му высвобождению проапоптотических белков
и индукции апоптоза. Напротив, «низкий прай�
минг» требует ингибирования большого количе�
ства антиапоптотических белков для индукции
апоптоза. В будущем метод ВН3�профайлинга
может стать важным инструментом для предска�
зания ответа пациентов на BH3�миметики и пе�
рехода к персонализированной медицине, что
позволит подбирать терапию не только для
конкретных типов опухолей, но и для отдельных
пациентов [49].

Спектр действия BH3�миметиков. Хотя высо�
кая чувствительность к BH3�миметикам была
показана для клеточных линий ряда карцином
[34], опухоли гематологического происхожде�
ния демонстрируют существенно более высокий
уровень ответа на BH3�миметики. И хотя дан�
ных относительно селективных антагонистов
Bcl�xL существенно меньше, чтобы можно было
сделать вывод об их эффективности на большой
выборке клеточных линий, более высокая эф�
фективность BH3�миметиков к Bcl�2 и Mcl�1 в
клетках гематологических опухолей не вызывает
сомнений [48, 49]. Это отражается в том числе и
в выборе направлений клинических исследова�
ний данных препаратов. Так, на сегодняшний
день III фаза клинических испытаний для Вене�
токлакса инициирована только для пациентов с
опухолями гематологического происхождения.
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BH3�миметики к Mcl�1, недавно вступившие в
фазу клинических испытаний, также тестируют�
ся исключительно среди пациентов с гематоло�
гическими опухолями.

Как сказано выше, в основе подобного фе�
номена, вероятно, лежит как бóльшая «бли�
зость» клеток гематологических опухолей к
апоптозу, так и бóльшая частота их зависимости
от одного антиапоптотического белка для вы�
живания [49]. Тем не менее имеющиеся данные
показывают, что даже среди гематологических
опухолей действие BH3�миметиков имеет огра�
ниченную эффективность [56]. В настоящее
время единственным известным исключением
является ХЛЛ, для которого показана строгая
зависимость от Bcl�2 [53], а также выраженный
ответ пациентов с данным заболеванием [37,38].
Неудивительно, что Венетоклакс впервые полу�
чил одобрение к медицинскому применению
именно для данной болезни [6].

Также Венетоклакс в комбинации с химио�
терапевтическими препаратами одобрен для ле�
чения ОМЛ, клетки которого демонстрируют
преимущественную, но не абсолютную зависи�
мость от Bcl�2 [54]. Вместе с тем, встречаются
случаи зависимости от Mcl�1, а ряд исследова�
ний показывает не только значимость Mcl�1 для
клеток данного типа опухоли, но и синергизм
ингибирования Mcl�1 и Bcl�2 в них [57]. Следо�
вательно, по крайней мере в некоторых случаях
клетки ОМЛ полагаются одновременно на Mcl�
1 и Bcl�2 для выживания, и подавление одного
белка может быть неэффективно. Как итог, тре�
буется комбинация BH3�миметиков. Отметим,
клинические испытания комбинации BH3�ми�
метиков к Mcl�1 и Венетоклакса были иниции�
рованы именно для пациентов с ОМЛ.

Как и для ОМЛ (и в отличие от ХЛЛ), для ря�
да других гематологических опухолей не было
выявлено строгой зависимости от одного анти�
апоптотического белка семейства Bcl�2 [49].
Клинические испытания Венетоклакса проде�
монстрировали его различную эффективность
на пациентах с разными формами неходжкинс�
ких лимфом. Так, объективный уровень ответа
при лечении пациентов с релапсирующи�
ми/рефрактерными диффузной В�клеточной
крупноклеточной лимфомой, фолликулярной
лимфомой и мантийноклеточной лимфомой
составил 18%, 38% и 75% соответственно [56].
Вместе с тем, комбинация Венетоклакса с Ри�
туксимабом и Бендамустином не показала су�
щественного преимущества при лечении паци�
ентов с релапсирующей/рефрактерной фолли�
кулярной лимфомой в сравнении с действием
только Ритуксимаба и Бендамустина [58]. Вене�
токлакс в комбинации с Бортезомибом и Декса�

метазоном показал высокий объективный уро�
вень ответа (67%) при лечении пациентов с ре�
лапсирующей/рефрактерной множественной
миеломой (ММ) [59]. Как итог, были иницииро�
ваны клинические испытания III фазы для лече�
ния пациентов с некоторыми из указанных за�
болеваний. Результаты данных исследований
могут расширить область применения Венеток�
лакса.

Результаты клинических испытаний BH3�
миметиков к Mcl�1 на сегодняшний день боль�
шей частью недоступны. На большой выборке
клеточных линий (952 линии) ингибитор Mcl�1
продемонстрировал эффективность преимуще�
ственно среди клеток гематологических опухо�
лей, в особенности ММ и ОМЛ [48]. Вместе с
тем, ввиду отсутствия строгой зависимости от
Mcl�1 клеток ММ и ОМЛ [54,60], как и клеток
других гематологических опухолей, маловероят�
но, что ингибиторы Mcl�1 продемонстрируют
исключительную эффективность у пациентов с
данными заболеваниями. Имеющиеся проме�
жуточные результаты тестирования ингибитора
Mcl�1 AMG�176 среди пациентов с релапсирую�
щей/рефрактерной ММ подтверждают данное
предположение: большинство пациентов
(22/26) прекращали лечение из�за прогрессии
заболевания [61]. Таким образом, на сегодняш�
ний день BH3�миметики имеют ограниченное
применение, и огромный потенциал, которым
обладает данный класс препаратов, вероятно,
остается не раскрытым. Дальнейшие исследова�
ния должны привести к решению указанной
проблемы. 

КОГДА: КАК РАСШИРИТЬ ОБЛАСТЬ
ПРИМЕНЕНИЯ BH3�МИМЕТИКОВ?

Строгая зависимость от Bcl�2, которую де�
монстрируют клетки ХЛЛ, закономерно отра�
жается в высокой эффективности Венетоклакса
при лечении пациентов с данным заболеванием.
Для других злокачественных опухолей может
наблюдаться зависимость от разных белков, от�
личающихся от пациента к пациенту. В этом
случае нацеленное действие на белок, который
определяет выживание клеток опухоли, может
привести в выраженному ответу. Стало быть, не�
обходимо детальное изучение механизмов, ко�
торые лежат в основе формирования зависимос�
ти от каждого из этих белков, а также молеку�
лярных маркеров, позволяющих выявить подоб�
ные случаи. Следовательно, одним из ключевых
направлений в области применения BH3�миме�
тиков является поиск предиктивных биомарке�
ров, то есть молекулярно�генетических характе�
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ристик пациента, которые могут предсказать от�
вет на терапию. Также важную роль в развитии
использования BH3�миметиков играет исследо�
вание механизмов, которые лежат в основе фор�
мирования резистентности к BH3�миметикам, а
также способов ее преодоления. Наконец, важ�
ным аспектом является изучение рациональных
комбинаций BH3�миметиков друг с другом либо
с другими препаратами. Данные комбинации
могут вести к преодолению устойчивости к ин�
дивидуальным BH3�миметикам, а также демон�
стрировать более высокую эффективность в
элиминировании опухолевых клеток. Действие
комбинаций BH3�миметиков друг с другом мо�
жет быть особенно эффективно в случае зависи�
мости опухолей одновременно от нескольких
антиапоптотических белков семейства Bcl�2.
Изучение указанных аспектов – биомаркеров
эффективности, факторов устойчивости и ком�
бинаторных подходов – позволит существенно
расширить область применения BH3�мимети�
ков, в том числе, вероятно, на пациентов с со�
лидными опухолями.

Предиктивные биомаркеры для использования
BH3�миметиков. Как указано выше, одним из
потенциальных предикторов эффективности
Венетоклакса является оценка зависимости
опухолевых клеток от Bcl�2 с помощью метода
BH3�профайлинга [50]. Для проведения этого
метода необходимо получить материал от паци�
ентов, в котором присутствуют опухолевые
клетки, например, аспират костного мозга [62].
Вместе с тем, в подобных образцах процент опу�
холевых клеток может быть относительно невы�
соким. Следовательно, необходимо отделять от�
вет опухолевых клеток от ответа нормальных. С
этой целью может быть использован метод про�
точной цитофлуориметрии с прокраской поверх�
ностных маркеров опухолевых клеток антитела�
ми. Далее измеряют эффективность ПВММ,
вызванной BH3�пептидами, обладающими раз�
личной избирательностью в отношении отдель�
ных антиапоптотических белков [50,54]. В слу�
чае, когда ПВММ происходит эффективно в ре�
зультате нейтрализации Bcl�2, можно ожидать
высокий уровень ответа на Венетоклакс. Логич�
но предположить, что метод BH3�профайлинга
может быть применим и для предсказания эф�
фективности BH3�миметиков к другим анти�
апоптотическим белкам семейства Bcl�2.

Метод BH3�профайлинга показывает высо�
кую предиктивную способность в случае анали�
за ответа клеточных линий [54,60]. Также дан�
ный метод показал корреляцию с ответом на Ве�
нетоклакс пациентов с ОМЛ [62]. Вместе с тем,
пока неизвестно, какова будет эффективность
данного метода в условиях реальной клиничес�

кой практики для предсказания ответа пациен�
тов на этот препарат и, в будущем, на другие
BH3�миметики. Необходимы проспективные
клинические исследования, чтобы оценить при�
менимость метода BH3�профайлинга для стра�
тификации пациентов. Более того, определен�
ные сложности могут возникнуть и с техничес�
ким применением метода. Так, в упомянутом
испытании Венетоклакса для лечения пациен�
тов с ОМЛ только для 12 из 18 пациентов образ�
цы соответствовали установленным в исследо�
вании критериям (более чем 50% выживаемость
клеток после разморозки образцов и более чем
5% содержание бластов ОМЛ в образце) [62].

Другим способом определения зависимости
опухолевых клеток от антиапоптотических бел�
ков семейства Bcl�2 может быть оценка уровня
различных представителей данного семейства.
Высокий уровень экспрессии мишени и низкий
уровень антиапоптотических белков семейства
Bcl�2, которые не являются мишенью для того
или иного BH3�миметика, вполне закономерно
может быть предиктором ответа на данный BH3�
миметик. Так, ответ клеточных линий неходж�
кинских лимфом и мелкоклеточного рака легкого
на Венетоклакс коррелирует с уровнем экспрес�
сии Bcl�2 [30,63]. Для клеточных линий ММ от�
вет на этот препарат определяется соотношени�
ем мРНК Bcl�2/Bcl�xL и Bcl�2/Mcl�1 [64]. Ана�
логичным образом данные соотношения корре�
лировали и с ответом пациентов с ММ, при этом
уровень корреляции снижался в ряду Bcl�2/Bcl�
xL �> Bcl�xL �> Bcl�2/Mcl�1 �> Bcl�2 �> Mcl�1
[55]. Для пациентов с ОМЛ показана зависи�
мость ответа на Венетоклакс от процента клеток,
экспрессирующих Bcl�2 и не экспрессирующих
Bcl�xL [62]. Для ингибитора Mcl�1 S63845 эф�
фективность в клеточных линиях ОМЛ не кор�
релировала с уровнем мРНК мишени, но демон�
стрировала обратную зависимость от содержа�
ния мРНК Bcl�xL [33]. Аналогичные данные бы�
ли получены и на широкой выборке клеточных
линий для BH3�миметика к Mcl�1 AMG�176
[48]. Также высокая эффективность S63845 по�
казана на клеточных линиях мелкоклеточного
рака легкого с высоким содержанием Mcl�1 и
низким содержанием Bcl�xL [65].

Содержание проапоптотических белков так�
же может быть биомаркером ответа на BH3�ми�
метики. Например, для ингибиторов Mcl�1 по�
казана роль порообразующего белка Bak в каче�
стве предиктора ответа [48]. Вместе с тем, дан�
ные относительно роли проапоптотических бел�
ков в предсказании ответа на BH3�миметики
скорее остаются спорными. Так, в доклиничес�
ких исследованиях был показан Bim�зависимый
механизм действия Венетоклакса [66], а на кле�
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точных линиях диффузной В�клеточной круп�
ноклеточной лимфомы белковый уровень Bim
(равно как Bcl�2 и Bak) прямо коррелировал с
ответом на Венетоклакс [67]. Кроме того, более
низкое соотношение белков Bcl�2/Bim отража�
лось в повышенной чувствительности к этому
препарату на клетках фолликулярной лимфомы
[68]. Все эти данные свидетельствуют в пользу
того, что уровень Bim должен прямо коррелиро�
вать с ответом на Венетоклакс. Однако в одном
из испытаний на пациентах с ОМЛ, напротив,
была показана обратная корреляция уровня
мРНК Bim с ответом на данный BH3�миметик
[69].

Таким образом, уровень экспрессии (либо
соотношение уровней экспрессии) различных
членов семейства Bcl�2 может быть полезным
биомаркером в предсказании ответа на BH3�ми�
метики. В то же время необходимо определить
наилучшие соотношения для каждого конкрет�
ного заболевания. Также важно определить и
наиболее подходящие методы детекции в каж�
дом конкретном случае, так как определение
экспрессии на уровне мРНК, хотя и обладает
относительной простотой, может в существен�
ной степени не отражать уровень белка в клетке.
В особенности это справедливо для белков, чей
уровень сильно зависит от посттрансляционных
модификаций, например, для Bim и Mcl�1.

Некоторые генетические аберрации также
коррелируют с зависимостью опухолей от инди�
видуальных белков семейства Bcl�2. Так, ярким
примером является транслокация t(11;14) в
клетках ММ, которая встречается примерно у
20% пациентов [70]. В in vitro экспериментах по�
казано, что Венетоклакс специфически эффек�
тивен в отношении клеточных линий с указан�
ной транслокацией, при этом она коррелирует с
высоким соотношением мРНК Bcl�2/Mcl�1 [71].
Как итог, при использовании Венетоклакса в ка�
честве монотерапии для лечения пациентов с
ММ ответ наблюдается преимущество в случае
наличия транслокации t(11;14) [55]. Другим
примером формирования зависимости от Bcl�2
являются мутации в генах изоцитратдегидроге�
наз, IDH1 и IDH2, в клетках ОМЛ [72].

Механизмы возникновения резистентности к
BH3�миметикам. Одной из главных проблем в
лечении опухолевых заболеваний является воз�
никновение резистентности к терапии. Очевид�
но, данная проблема касается и применения
BH3�миметиков (рис. 2). Так, описаны случаи
возникновения устойчивости к Венетоклаксу у
пациентов с ХЛЛ [73].

В основе формирования приобретенной ре�
зистентности к BH3�миметикам нередко лежат
те же механизмы, которые могут быть ответ�

ственны за исходную устойчивость к ним, а
именно, нарушения регуляции анти� и проапоп�
тотических представителей семейства Bcl�2. Так,
повышение уровня антиапоптотических белков
(не являющихся мишенью используемого пре�
парата) в опухолевых клетках с приобретенной
устойчивостью к Венетоклаксу показано в ряде
работ in vitro [74]. Аналогичные данные имеются
и для других BH3�миметиков, например, ABT�
737 [75]. При этом в основе упомянутых меха�
низмов нарушения регуляции белков семейства
Bcl�2 может лежать действие различных сиг�
нальных каскадов, часто подверженных актива�
ции в опухолевых клетках, таких как MEK/ERK
[76] и PI3K/AKT/mTOR [77]. Приобретенная ус�
тойчивость к действию BH3�миметиков также
может сопровождаться снижением уровня про�
апоптотических белков, например, Bax и Bim
[68, 74]. Снижение функциональной активности
проапоптотических белков, например, точечная
мутация G179E в Bax, вело к нарушению транс�
локации данного белка из цитоплазмы к внеш�
ней митохондриальной мембране [78]. Изучение
механизмов возникновения устойчивости к
действию BH3�миметиков имеет большое зна�
чение для подбора рациональных терапий. Так,
при активации различных внутриклеточных
каскадов использование ингибиторов соответ�
ствующих сигнальных путей может быть эффек�
тивно для преодоления резистентности к BH3�
миметикам. Вместе с тем, в случае возникнове�
ния мутаций в порообразующих белках опухоле�
вые клетки могут приобретать рефрактерность к
апоптозу, что приведет к нерациональности ис�
пользования этих агентов.

Отдельного упоминания в контексте устой�
чивости к BH3�миметикам заслуживают «резис�
тентные мутации» – изменения в структуре бел�
ка, которые ведут к снижению эффективности
препарата, нацеленного на данную мишень. Ре�
зистентные мутации известны для большого
числа препаратов, например, для ингибиторов
рецепторов с тирозинкиназной активностью.
Вместе с тем появляются данные о том, что ре�
зистентные мутации могут обуславливать устой�
чивость к действию Венетоклакса. Так, мутация
G101V была обнаружена у 7 из 15 пациентов с
ХЛЛ, у которых наблюдалась прогрессия на фо�
не применения этого препарата [79]. Наличие
данной аминокислотной замены в белке ведет к
снижению аффинности Венетоклакса к Bcl�2
примерно в 180 раз [79]. Недавно были опубли�
кованы обновленные результаты данного иссле�
дования на более широкой выборке пациентов.
Как итог, мутация G101V была обнаружена еще
у 4 пациентов вдобавок к 7 ранее описанным
случаям. При этом в 10 из 11 таких случаев в
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белке Bcl�2 были выявлены и другие мутации, а
медианное значение мутаций для этих пациен�
тов равнялось трем [73]. Примечательно, одной
из обнаруженных аминокислотных замен была

E103D (в описываемом исследовании выявлена
у 4 пациентов) [73]. Как отмечено ранее, имен�
но наличие аспартата в позиции 103 обуславли�
вает избирательность Венетоклакса в отноше�
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Рис. 2. а – Механизмы возникновения резистентности к BH3�миметикам (на примере Венетоклакса) включают появление
точечных мутаций в мишени – белке Bcl�2 (например, G101V и E103D), нарушения в работе проапоптотических белков
(например, за счет точечной мутации G179E в Bax), а также повышенную экспрессию антиапоптотических белков Bcl�xL
и Mcl�1; б – предполагаемый механизм преодоления резистентности с помощью комбинаций различных BH3�миметиков
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нии Bcl�2 в сравнении с Bcl�xL, у которого в
альтернативной позиции (96) находится глута�
мат [30]. Следовательно, замена E103D законо�
мерно должна вести к снижению эффективнос�
ти этого BH3�миметика. Что касается замены
G101V, она также была описана другой группой
исследователей у 3 из 4 пациентов, которые
приобрели резистентность к Венетоклаксу [80].
Помимо мутаций, обнаруженных в указанных
выше исследованиях [73,79,80], кандидатом на
роль резистентной для Венетоклакса мутации
является замена F104L [74]. Замены альтерна�
тивной аминокислоты в структуре мышиного
Bcl�2 (F101C и F101L) ухудшали связывание
Bcl�2 с этим препаратом [78].

Важно отметить, что частота встречаемости
аллелей с мутациями в структуре Bcl�2 сущест�
венно варьировала среди пациентов (так, для
аллелей G101V от 0,1 до 68,4%) [73]. Также пока�
зано, что различные клоны опухолевых клеток,
полученные от одного пациента, либо характе�
ризовались повышенным уровнем Bcl�xL, либо
имели мутацию Bcl�2 G101V [79]. Таким обра�
зом, резистентность к Венетоклаксу может
иметь комплексный характер для отдельных па�
циентов. В подобных случаях необходимо учи�
тывать все механизмы возникновения устойчи�
вости к BH3�миметикам для каждого индивиду�
ального больного. Что касается возможных спо�
собов преодоления устойчивости к Венетоклак�
су клеток с резистентными формами белка, в
дальнейшем могут быть разработаны новые
BH3�миметики к Bcl�2, чье взаимодействие с
мишенью не будет нарушаться указанными
аминокислотными заменами. Подобный подход
был успешно применен для преодоления устой�
чивости клеток к ингибиторам различных ми�
шеней, например, EGFR и BCR�ABL.

Перспективные комбинации BH3�миметиков.
Использование комбинаций различных терапий
обладает рядом преимуществ в сравнении с
действием индивидуальных препаратов. Во�
первых, ингибирование одного белка/пути пе�
редачи сигнала может быть неэффективно ввиду
наличия компенсаторной активности со сторо�
ны других белков/сигнальных путей, тогда как
действие на оба звена приведет к выраженному
ответу. Во�вторых, даже при высокой эффектив�
ности монотерапии в популяции опухолевых
клеток могут быть отдельные клоны, в которых
блокирование одного белка/сигнального пути
будет недостаточно для индукции апоптоза. Как
итог, подобные клоны могут быть ответственны
за возникновение рецидива у пациентов, при
этом использованная ранее терапия будет неэф�
фективна для потомков исходно резистентных
клонов.

Одним из возможных направлений в поиске
рациональных комбинаций BH3�миметиков яв�
ляется комбинирование нескольких препаратов
данного класса. Как отмечалось выше, в ряде
работ показан выраженный синергизм при ис�
пользовании двух BH3�миметиков, в то время
как использование их по отдельности было су�
щественно менее успешно [57,81–84]. Так, была
показана эффективность одновременного инги�
бирования Bcl�2 и Mcl�1 [57,81], Bcl�2 и Bcl�xL
[83], Mcl�1 и Bcl�xL [84]. Очевидно, в указанных
случаях клетки демонстрируют зависимость
сразу от двух белков семейства Bcl�2. Вместе с
тем, важной является возможность практичес�
кого применения комбинаций различных BH3�
миметиков. В случае использования ингибито�
ров Bcl�2 и Mcl�1 в экспериментах in vivo пока�
зано, что подобная комбинация обладает уме�
ренной токсичностью, не влияя существенно на
гемопоэз [57,81]. В настоящее время комбина�
ции Венетоклакса и различных BH3�миметиков
к Mcl�1 оцениваются на первой стадии клини�
ческих испытаний для лечения пациентов с
ОМЛ. Опыт одновременного ингибирования
Bcl�2 и Bcl�xL в существенной степени может
быть оценен на примере использования Нави�
токлакса, в том числе и в ряде клинических ис�
пытаний [5,10]. Как отмечено выше, выражен�
ная тромбоцитопения оказалась дозолимитиру�
ющим фактором для применения Навитоклак�
са. В то же время данный побочный эффект свя�
зан с ингибированием Bcl�xL, тогда как не было
выявлено существенных побочных эффектов,
ассоциированных специфически с одновремен�
ным подавлением Bcl�2 и Bcl�xL. Следователь�
но, есть надежда на потенциальное применение
комбинации BH3�миметиков к Bcl�2 и Bcl�xL.
Что касается одновременного использования
ингибиторов Mcl�1 и Bcl�xL, подобная комби�
нация, вероятно, будет обладать существенной
токсичностью. Помимо важной роли Bcl�xL в
выживании тромбоцитов, показана значимость
Mcl�1 и Bcl�xL для подавления апоптоза в мега�
кариоцитах – предшественниках тромбоцитов
[85]. Следовательно, блокирование данных бел�
ков может в существенной степени обострять
тромбоцитопению, возникающую при подавле�
нии Bcl�xL.

Также большим потенциалом обладают ком�
бинации BH3�миметиков с различными препа�
ратами нацеленного действия или с химиотера�
певтическими агентами. Данные доклиничес�
ких исследований о синергизме действия BH3�
миметиков с такими препаратами, о молекуляр�
ных механизмах, лежащих в его основе, а также
о клинических испытаниях указанных комбина�
ций суммированы в таблице.
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Перспективные комбинации BH3�миметиков с другими противоопухолевыми препаратами

Комбинация

Навитоклакс +
Ритуксимаб

Навитоклакс +
Эрлотиниб
(ингибитор
EGFR)

Навитоклакс +
Доцетаксел
(ингибитор
разбора
микротрубочек)

Навитоклакс +
Траметиниб
(ингибитор
MEK)

Венетоклакс +
Селинексор

Венетоклакс +
Воруциклиб
(ингибитор
CDK9)

Венетоклакс +
AZD4573
(ингибитор
CDK9)

Венетоклакс +
Дувелисиб
(ингибитор
PI3K�δ и PI3K�γ)

Венетоклакс +
Дексаметазон/
Карфилзомиб
(ингибитор
протеасом)

Экспериментальная модель

выраженный эффект комбина�
ции на клеточной линии
DoHH2 (B�клеточная лимфома)
в экспериментах in vivo (ксено�
графты)

выраженный эффект комбина�
ции на клеточных линиях не�
мелкоклеточного рака легкого в
экспериментах in vitro и in vivo
(ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на клеточной линии адено�
карциномы яичника SKOV3 in
vitro и in vivo (ксенографты)

повышенная эффективность
комбинации на клеточных
линиях разных тканей мутант�
ных по гену KRAS в экспери�
ментах in vitro и in vivo (ксено�
графты)

повышенная эффективность
комбинации на клеточной ли�
нии ОМЛ THP�1 в эксперимен�
тах in vitro

выраженный эффект комбина�
ции на линиях ОМЛ MV4�11,
THP�1 в экспериментах in vitro и
клетках MV4�11 in vivo (ксено�
графты)

выраженный эффект комбина�
ции на линиях SU�DHL�4 и
OCI�AML3 в экспериментах in
vitro и in vivo (ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на ex vivo клеточных образ�
цах, взятых у пациентов с ХЛЛ

повышенная эффективность
комбинации Венетоклакс +
Дексаметазон/Карфилзомиб на
линии мантийноклеточной
лимфомы KMS18 в экспери�
ментах in vitro. Повышение
чувствительности к Венетоклак�
су при сочетании с Дексамета�
зоном в ex vivo образцах паци�
ентов с ММ

Возможный механизм
синергизма

одним из эффектов Ритуксима�
ба является ингибирование ак�
тивности NF�kB, что ведет к
уменьшению экспрессии Bcl�xL

действие Эрлотиниба приводит
к понижению уровня экспрес�
сии Mcl�1, а также к увеличе�
нию уровня Bim

снижение уровня белка Mcl�1
при действии Доцетаксела

Траметиниб приводит к увели�
чению уровня Bim

Селинексор ингибирует экспор�
тин 1 (XPO1), что приводит к
уменьшению уровня Mcl�1

действие ингибиторов CDK9
(Воруциклиба или AZD4573) ве�
дет к уменьшению содержания
Mcl�1 за счет негативной регу�
ляции на транскрипционном
уровне

действие Дувелисиба ведет к
увеличению экспрессии белка
Bcl�2 и ВН3�only белков в клет�
ках ХЛЛ, что может быть опос�
редовано ингибированием
PI3K�δ и PI3K�γ

Карфилзомиб ведет к подавле�
нию Mcl�1 предположительно за
счет увеличения экспрессии
ВН3�only белка Noxa – негатив�
ного регулятора Mcl�1. Действие
Дексаметазона ведет к увеличе�
нию уровня Bim

Примеры клинических
исследований

фаза II, Ритуксимаб + 
+ Навитоклакс; пациенты
с ХЛЛ (NCT01087151),
исследование завершено

фаза I, Эрлотиниб + На�
витоклакс; пациенты с
солидными опухолями
(NCT01009073), исследо�
вание завершено

фаза I, Доцетаксел + На�
витоклакс; пациенты с
солидными опухолями
(NCT00888108), исследо�
вание завершено

фаза I/II, Траметиниб + 
+ Навитоклакс; пациенты
с солидными опухолями
(NCT02079740), исследо�
вание активно

фаза I, Селинексор + 
+ Венетоклакс; пациен�
ты с рецидивирующими
гематологическими за�
болеваниями
(NCT03955783), иссле�
дование активно

фаза I, CYC065 (ингиби�
тор CDK 2/9) + Вене�
токлакс; пациенты с
ХЛЛ (NCT03739554) и
ОМЛ (NCT04017546),
исследования активны

фаза II, Дувелисиб + Ве�
нетоклакс; пациенты с
ХЛЛ (NCT03534323), ис�
следование активно

фаза II, Дексаметазон/
Карфилзомиб + Вене�
токлакс; пациенты с
мантийноклеточной
лимфомой
(NCT02899052), исследо�
вание активно
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Продолжение таблицы

Комбинация

Венетоклакс +
Идарубицин/
Цитарабин

Венетоклакс +
Квизартиниб
(ингибитор
FLT3)

Венетоклакс +
Эназидениб
(ингибитор
мутантной
IDH2)

AZD�5991 +
Бортезомиб
(ингибитор
протеасом)

AZD�5991 +
CHOP режим

AMG�176 +
Траметиниб
(ингибитор
MEK)

AMG�176 +
Карфилзомиб
(ингибитор
протеасом)

S63845 + Доце�
таксел (инги�
битор разбора
микротрубо�
чек) 

S63845 + Трас�
тузумаб (мо�
ноклональное
антитело к
HER2) или Ла�
патиниб (инги�
битор рецеп�
торных тиро�
зинкиназ) 

Экспериментальная модель

выраженный эффект комбина�
ций на клеточных линиях ОМЛ
в экспериментах in vitro и in vivo
(ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на линиях мантийнокле�
точной лимфомы в эксперимен�
тах in vitro и in vivo (ксено�
графты)

выраженный эффект комбина�
ции на ex vivo клеточных образ�
цах, взятых у пациентов с ОМЛ,
а также в экспериментах in vivo
(ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на клеточной линии ММ
NCI�H929 в экспериментах in
vitro и in vivo (ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на моделях Т�клеточных
лимфом в экспериментах in vivo
(ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на KRAS�мутантных кле�
точных линиях немелкоклеточ�
ного рака легкого in vivo (ксе�
нографты)

выраженный эффект комбина�
ции на ортотопической модели
ММ в экспериментах in vivo
(ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на клеточную линию рака
молочной железы SK�BR�3 в
экспериментах in vitro и трой�
ном негативном раке молочной
железы в экспериментах in vivo
(ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ций на клеточную линию рака
молочной железы SK�BR�3 в
экспериментах in vitro и на мо�
делях HER 2�позитивного рака
молочной железы в экспери�
ментах in vivo (ксенографты)

Возможный механизм
синергизма

высокие дозы Идарубицина
снижают уровень экспрессии
Mcl�1

действие Квизартиниба приво�
дит к снижению уровня Mcl�1 и
Bcl�xL за счет ингибирования
рецептора FLT3�ITD

действие Эназидениба приводит
к уменьшению уровня Bcl�2 за
счет ингибирования мутантной
формы IDH2

действие Бортезомиба приводи�
ло к увеличению уровня Bim,
вероятно, за счет блокирования
деградации этого белка в проте�
асомах

механизм не изучен

действие Траметиниба приводи�
ло к повышению экспрессии
белка Bim

механизм не изучен (вероятно,
аналогичен действию Бортезо�
миба)

механизм не изучен

механизм не изучен для Трасту�
зумаба; Лапатиниб способствует
увеличению экспрессии белка
Bim, предположительно, за счет
уменьшения активации сигналь�
ных каскадов AKT и ERK, пре�
пятствуя тем самым фосфорили�
рованию Bim и его деградации

Примеры клинических
исследований

фаза I, Идарубицин/ Ци�
тарабин + Венетоклакс;
пациенты с ОМЛ
(NCT03194932), исследо�
вание активно

фаза I/II, Квизартиниб +
+ Венетоклакс; пациенты
с ОМЛ с мутацией FLT3/
ITD (NCT03735875), ис�
следование активно

фаза I/II, Эназидениб +
+ Венетоклакс; пациенты
с ОМЛ (NCT04092179),
исследование активно

–

–

–

фаза I, AMG�176 + Кар�
филзомиб + Дексамета�
зон; пациенты с ММ
(NCT02675452), испыта�
ние активно

–

–
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Отдельно стоит упомянуть и показанную в
клинических испытаниях эффективность ком�
бинаций Венетоклакса с другими препаратами.
Так, комбинация этого ВН3�миметика с гипо�
метилирующими агентами, Азацитидином и Де�
цитабином, показала высокую эффективность
при лечении пожилых пациентов с ОМЛ: объек�
тивный уровень ответа 68% и медианное значе�
ние выживаемости 17,5 мес., что существенно
выше аналогичных показателей для монотера�
пии гипометилирующими агентами [101]. Си�
нергизм действия данной комбинации может
быть связан с тем, что гипометилирующие ве�
щества вызывают транскрипционную индук�
цию Noxa – BH3�only белка, специфически взаи�
модействующего с Mcl�1. Примечательно, ин�
дукция Noxa была связана с не зависящим от
эпигенетической регуляции механизмом
действия Азацитидина [102]. В другом исследо�
вании показано, что действие комбинации Аза�
цитидина и Венетоклакса подавляет окисли�
тельное фосфорилирование в лейкемических
стволовых клетках [103]. Также стоит отметить
успех использования комбинации Венетоклакса
с ингибитором BTK Ибрутинибом, который
был продемонстрирован при лечении пациен�
тов с плохим прогнозом с ХЛЛ [104] и мантий�
ноклеточной лимфомой [105]. Данная комбина�
ция оценивается в ряде клинических испытаний
III фазы для лечения пациентов с указанными
заболеваниями. В доклинических исследовани�
ях установлено, что одним из механизмов усиле�
ния проапоптотической активности Венеток�
лакса при действии Ибрутиниба может быть
снижение уровня антиапоптотических белков
Bcl�xL и Mcl�1 [106]. Детальное изучение меха�
низмов, лежащих в основе синергизма BH3�ми�

метиков с другими препаратами, в особенности
в случае эффективности подобных комбинаций
для лечения пациентов, может дать ответы на
вопрос о расширении области применения
BH3�миметиков и снижении вероятности воз�
никновения к ним резистентности.

Выводы. Белки семейства Bcl�2 играют важ�
ную роль в контроле запуска апоптоза, а потому
опухолевые клетки нередко характеризуются
нарушениями в их работе. Тщательное изучение
механизмов функционирования этих белков
привело к созданию BH3�миметиков – ингиби�
торов антиапоптотических белков указанного
семейства. Одобрение для медицинского при�
менения Венетоклакса, селективного ингибито�
ра Bcl�2, стало важным достижением в области
изучения BH3�миметиков. Вместе с тем, пока
спектр применения этого препарата остается от�
носительно узким, а BH3�миметики к другим
мишеням в лучшем случае только вступают в
фазу клинических испытаний. Дальнейшие ис�
следования, безусловно, должны привести к су�
щественному расширению области применения
BH3�миметиков. Этому должно способствовать
изучение предикторов чувствительности к ним,
в частности, исследование факторов, отвечаю�
щих за формирование зависимости опухолевых
клеток от того или иного белка семейства Bcl�2.
Не должно остаться в стороне и изучение факто�
ров возникновения устойчивости к BH3�миме�
тикам, а данные о возникновении к ним резис�
тентных мутаций указывают на необходимость
разработки новых соединений этого класса. На�
конец, пристальное внимание необходимо уде�
лить и поиску наиболее эффективных комбина�
ций BH3�миметиков как друг с другом, так и с
препаратами других классов.
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Окончание таблицы

Комбинация

A�1155463 +
Доцетаксел
(ингибитор
разбора мик�
ротрубочек)

A�385358 +
Паклитаксел
(ингибитор
разбора мик�
ротрубочек)

Экспериментальная модель

выраженный эффект комбина�
ций на различных моделях не�
мелкоклеточного рака легкого,
рака яичников, рака молочной
железы в экспериментах in vitro
и in vivo (ксенографты)

выраженный эффект комбина�
ции на клеточные линии немел�
коклеточного рака легкого А549
и LX�1 в экспериментах in vivo
(ксенографты)

Возможный механизм
синергизма

механизм не изучен

механизм не изучен

Примеры клинических
исследований

–

–
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Proteins of the Bcl�2 family are known as regulators of apoptosis, one of the most studied forms of programmed cell
death. The Bcl�2 protein family is represented by both pro� and antiapoptotic members. Antiapoptotic proteins are
often exploited by tumor cells to avoid their death, thus playing an important role in carcinogenesis and in acquisition
of resistance to various therapeutic agents. Therefore, antiapoptotic proteins represent attractive targets for cancer
therapy. A detailed investigation of interactions between Bcl�2 family proteins resulted in the development of highly
selective inhibitors of individual antiapoptotic members. These agents are currently being actively studied at the pre�
clinical and clinical stages and represent a promising therapeutic strategy, which is highlighted by approval of veneto�
clax, a selective inhibitor of Bcl�2, for medical use. Meanwhile, inhibition of antiapoptotic Bcl�2 family proteins has
significant therapeutic potential that is yet to be revealed. In the coming era of precision medicine, a detailed study of
the mechanisms responsible for the sensitivity or resistance of tumor cells to various therapeutic agents, as well as the
search for the most effective combinations, is of great importance. Here, we discuss mechanisms of how the Bcl�2
family proteins function, principles of their inhibition by small molecules, success of this approach in cancer therapy,
and, eventually, biochemical features that can be exploited to improve the use of Bcl�2 family inhibitors as anticancer
drugs.

Keywords: apoptosis, Bcl�2 family, cancer therapy, BH3�mimetics



1442

БИОХИМИЯ,  2020,  том  85,  вып.  10,  с.  1442  –  1451

УДК 577.24

1 Institute of Pharmacology, University of Bern, Bern, Switzerland; E�mail: hus@pki.unibe.ch
2 Department of Dermatology, Inselspital, Bern University Hospital, University of Bern, Bern, Switzerland

3 Department of Clinical Immunology and Allergology, Sechenov University, 119991 Moscow, Russia

Поступила в редакцию 08.07.2020
После доработки 08.07.2020

Принята к публикации 12.07.2020

Меланома является одной из наиболее агрессивных и устойчивых к действию лекарств форм рака. Несмот�
ря на появление новых многообещающих стратегий для её лечения, прогноз у больных с метастатической
меланомой остается плохим. Он часто ассоциируется с большой вероятностью рецидива болезни. Эндофи�
лин B1, также известный как BIF�1, является многофункциональным белком, который вовлечен в различ�
ные биологические процессы, включая аутофагию и апоптоз. BIF�1 участвует в развитии апоптоза, связы�
ваясь с BAX и способствуя его транслокации на внешнюю мембрану митохондрий. С другой стороны, по�
казано, что BIF�1 может взаимодействовать с Beclin�1 через белок UVRAG и способствовать процессу ауто�
фагии. В ряде работ была предположена значительная роль BIF�1 в развитии и прогрессировании рака.
Например, было обнаружено, что экспрессия BIF�1 снижается как в случае первичной меланомы, так и при
её метастатической форме, и снижение уровня экспрессии BIF�1 ассоциируется с общей выживаемостью
больных с меланомой. В настоящей работе показано, что у больных с меланомой снижена экспрессия
Beclin�1 и активной формы белка BAX. Однако при отчетливо выраженной положительной корреляции
между экспрессией BIF�1 и Beclin�1, а также между белками BIF�1 и BAX доброкачественных невусов, эта
корреляция утрачивалась в клетках первичной и метастатической меланомы. Эти данные свидетельствуют
о том, что есть нарушение функционирования проксимальных молекулярных механизмов, регулирующих
экспрессию BIF�1, Beclin�1 и BAX при первичной и метастатической меланоме.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: апоптоз, аутофагия, BAX, Beclin�1, BIF�1, меланома.
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ВВЕДЕНИЕ

Несмотря на появление новых обещающих
терапевтических подходов, таких как иммуноте�
рапия или таргетная терапия, прогноз больных с
метастатической меланомой остается плохим,
который часто ассоциируется с высокой часто�
той рецидива опухолей. К сожалению, в настоя�
щее время прогностические факторы, которые
используются в клинике, часто недостаточны
для выявления больных с высоким риском раз�
вития меланомы. BIF�1, также известный как
эндофилин B1 или взаимодействующий с BAX
белок 1 (BAX�interacting protein 1), принадлежит
к белковому семейству эндофилинов, которые
являются цитоплазматическими белками,
участвующими во многих биологических про�
цессах, таких как динамика митохондриальных
мембран, апоптоз, аутофагия, извлечение си�
наптических везикул, а также трафик рецептор�

ных тирозиновых киназ и внутриклеточная пе�
редача сигнала [1]. Ранее было показано, что
экспрессия BIF�1 при первичной и метастати�
ческой меланоме снижается по сравнению со
здоровыми тканями, и пониженные уровни
BIF�1 ассоциируются с менее благоприятным
клиническим исходом [2].

Белок BIF�1 чаще обнаруживается в цитозо�
ле. Часть белка также располагается во внутри�
клеточных мембранных компартментах, включая
комплекс Гольджи и митохондрии [3–6]. Было
показано, что этот белок необходим для поддер�
жания морфологии и функционирования мито�
хондрий [2, 4]. После того, как было установлено,
что этот белок является взаимодействующим
партнером белка BAX, в нескольких работах бы�
ла подробно изучена его роль в процессе апопто�
за. Кроме того, было показано, что снижение
экспрессии BIF�1 в клетках HeLa вызывало задерж�
ку конформационных изменений белков BAX и
BAK, высвобождение цитохрома c и активацию
каспазы�3, индуцированную различными внут�* Адресат для корреспонденции.
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ренними сигналами гибели клетки [3, 6]. Кроме
участия в активации белка ВАХ, также было по�
казано, что BIF�1 образует комплекс с Beclin�1
через белок UVRAG и положительно модулирует
образование аутофагосом [7]. Участие BIF�1 в ау�
тофагии и апоптозе привело к появлению работ,
посвященных изучению его роли в канцерогене�
зе. Показано, что BIF�1 экспрессируется в незна�
чительных количествах, за исключением мелано�
мы [2], при инвазивных формах рака мочевого
пузыря и желчного пузыря [8], а также в случае
колоректальной аденокарциномы [9]. Напротив,
в случае гепатоцеллюлярной карциномы обнару�
жено повышение его экспрессии [10]. Более того,
отсутствие BIF�1 в клетках меланомы приводило
к повышенному образованию АТФ, метаболи�
ческому закислению клеток и повышению ин�
тенсивности митохондриального дыхания, что
ассоциировалось с большей степенью пролифе�
рации клеток как in vitro, так и in vivo [2].

Поскольку BIF�1 играет роль в процессах
апоптоза и аутофагии, было решено изучить
корреляцию между экспрессией апоптотичес�
ких или аутофагических белков и BIF�1 в добро�
качественных невусах по сравнению с тканями
при первичной и метастатической меланоме.
Показано, что экспрессия активной формы бел�
ка BAX у больных с метастатической меланомой
понижена. Кроме того, обнаружено, что у боль�
ных с метастатической меланомой также сниже�
на, по сравнению с доброкачественными неву�
сами, экспрессия основного аутофагического
белка Beclin�1. Более того, в клетках первичной
и метастатической меланомы исчезает положи�
тельная корреляция между BIF�1 и активной
формой BAX, белком Beclin�1 или белком LC3B,
являющимся маркером аутофагии. Эти данные
свидетельствуют о том, что при первичной и ме�
тастатической меланоме нарушается регуляция
экспрессии белков BIF�1, Beclin�1 и BAX. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

План исследования и больные. Тканевой мик�
рочип (TMA – Tissue Micro Array) был создан в
Отделении патологии (г. Берн, Швейцария).
Выполнение данной работы было одобрено Ко�
митетом по этике Кантона (г. Берн). Целью дан�
ного когортного исследования являлось изуче�
ние роли BIF�1, BAX, LC3B и Beclin�1 в патоге�
незе меланомы кожи. TMA включала сохранен�
ные образцы ткани 65 меланоцитических неву�
сов, 41 первичной и 30 метастатических мела�
ном, полученных за период от 2003 по 2015 г. от
больных в Отделении дерматологии (Inselspital,
Берн).

Иммуногистохимия. Иммуногистохимичес�
кий анализ проводили как описано ранее [2, 11,
12]. Погруженные в парафин кусочки ткани ос�
вобождали от парафина и воды с помощью раз�
личных разведений этанола, и затем проводили
выявление антигена. Иммуногистохимическое
окрашивание осуществляли на приборе Dako
REAL Detection System, используя набор с ще�
лочной фосфатазой (Alkaline Phosphatase/RED
kit), также содержащий вторичные антитела, в
соответствии с инструкциями производителя
(Agilent Technologies, K5005). Были использова�
ны следующие первичные антитела: монокло�
нальные антитела против эндофилина B1/BIF�1
(Novus Biologicals, NBP2�24733; 1:100), кро�
личьи поликлональные антитела против Beclin�
1 (Abgent, США; 1:100), моноклональные анти�
тела против белка BAX (клон 6A7, Santa Cruz
Biotechnology, США; 1:100) и кроличьи полик�
лональные антитела против белка LC3B (Abgent,
1:100). Интенсивность окрашивания определя�
ли с помощью программы QuPath [2, 13]. Полу�
ченные данные были представлены в виде сред�
них значений оптической плотности (OD) или
же использовали программу Image Pro Plus, и
данные представляли в виде интегрированной
оптической плотности (IOD – integrated optical
density) [11, 12].

Статистическая обработка результатов. Ре�
зультаты представлены в виде среднего значе�
ния ± стандартное отклонение (SD) с использо�
ванием программного пакета Prism Software v6
(GraphPad, Ла Джолла, США). Достоверные зна�
чения были представлены следующим образом:
p ≥ 0,05ns, p ≤ 0,05*, p ≤ 0,01**, p ≤ 0,001*** и
p ≤ 0,0001****. Для проведения анализа данные
больных с первичной и метастатической мелано�
мой были разделены на две группы в соответ�
ствии со средними значениями экспрессии ак�
тивной формы белка BAX или Beclin�1 в их опу�
холях. Группа «Высокий уровень экспрессии BAX
или Beclin�1» включала больных с уровнем
экспрессии BAX или Beclin�1, превышающим
среднее значение экспрессии для всей популя�
ции. Группа «Низкий уровень экспрессии BAX
или Beclin�1» включала больных с уровнем бел�
ков BAX или Beclin�1, который был ниже средне�
го значения для популяции в целом. Общая вы�
живаемость (OS – overall survival) была определе�
на как время от начала исследования до смерти
от любой причины. Выживаемость в отсутствии
заболевания (DFS – disease�free survival) была оп�
ределена как время от случайного распределения
до повторного заболевания или его прогрессиро�
вания. Это было проанализировано с помощью
логрангового критерия и показано на графике в
виде кривых выживаемости Каплана–Мейера.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Снижение экспрессии активной формы белка
BAX у больных с метастатической меланомой. Ра�
нее нами было предположено, что белок BIF�1
является опухолевым репрессором при мелано�
ме, так как он ограничивает рост опухоли, инги�
бируя функционирование митохондрий. В ряде
работ было показано, что BIF�1 усиливает апоп�
тоз, способствуя конформационным изменени�
ям в белках BAX и BAK и транслокации белка
BAX в митохондрию [3, 6]. Апоптоз является
ключевым механизмом клеточной гибели, с по�

мощью которого удаляются поврежденные клет�
ки, а также трансформированные клетки, кото�
рые потенциально могут превратиться в опухо�
левые клетки. Было решено сначала изучить
экспрессию конформационно активной формы
белка BAX на различных стадиях развития мела�
номы с использованием изготовленного на заказ
тканевого микрочипа (TMA) [2]. TMA содержал
64 образца доброкачественных невусов, 41 обра�
зец первичной меланомы и 30 образцов метаста�
тической меланомы. Иммуногистохимический
анализ с помощью TMA выявил постепенное
снижение экспрессии активного BAX из добро�
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Рис. 1. Экспрессия активной мономерной формы белка BAX при метастатических меланомах понижена по сравнению с
доброкачественными меланоцитическими невусами. а – Иммуногистохимия. Измерение интенсивности сигнала актив�
ной мономерной формы белка BAX. Представлены значения интенсивности IOD для отдельных больных. Красными ли�
ниями показаны средние из всех значений. Статистические различия были проанализированы с помощью односторон�
него метода ANOVA с использованием теста Крускал–Уоллис (Kruskal–Wallis) и пост�хок теста Данна (Dunn’s post hoc test)
(левая панель). Представлены репрезентативные изображения 65 доброкачественных невусов, 41 первичной и 30 метас�
татических меланом (правая панель); b – те же самые больные, находящиеся под наблюдением, были разбиты на две груп�
пы («повышенная» и «пониженная») на основании средних значений экспрессии белка BAX в их опухолях. Показаны
кривые Каплан–Мейер (Kaplan–Meier) для общей выживаемости и для не связанной с болезнями выживаемостью.
(С цветными вариантами рис. 1 и 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/
journal/biokhsm/)
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качественных невусов, далее из первичной мела�
номы и наконец из метастатической меланомы
(рис. 1, a). Экспрессия активного белка BAX су�
щественно снижалась в метастатической мела�
номе (среднее значение IOD = 0,1116 ± 0,03897)
в сравнении с доброкачественными невусами
(среднее значение IOD = 0,1588 ± 0,05966). К на�
шему удивлению, дальнейшая разбивка больных
согласно их средней экспрессии белка BAX в
группах с повышенной IOD > 0,1344 для первич�
ной меланомы и IOD > 0,1274 в случае метаста�
тической меланомы или с низкой экспрессией
активной формы белка BAX показало, что актив�
ная форма BAX не влияет на показатели OS или
DFS больных меланомой (рис. 1, b).

Пониженная экспрессия белка Beclin�1 у боль�
ных с метастатической меланомой. Помимо апоп�
тоза, также показано, что существует корреля�
ция между белком BIF�1 и процессом аутофагии.
BIF�1 взаимодействует с Beclin�1, связываясь с
белком UVRAG, действует как положительный
медиатор PI(3)�киназ III класса и аутофагии [7].
Далее была изучена экспрессия белка Beclin�1 в
доброкачественных невусах и тканях у больных
меланомой. Обнаружено небольшое снижение
уровня экспрессии Beclin�1 при первичной ме�
ланоме и выраженное снижение экспрессии
Beclin�1 у больных с метастатической меланомой
по сравнению с доброкачественными невусами
(рис. 2, a). Интересно, что разделение больных
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Рис. 2. Экспрессия белка Beclin�1 при метастатических меланомах понижена по сравнению с доброкачественными мела�
ноцитическими невусами. а – Иммуногистохимия. Измерение интенсивности сигнала белка Beclin�1. Представлены зна�
чения интенсивности (интегрированная оптическая плотность (IOD) для отдельных больных). Красными линиями
представлены средние показатели всех значений. Статистические различия были проанализированы с помощью одно�
стороннего метода ANOVA с использованием теста Крускал�Уоллис (Kruskal�Wallis) и пост�хок теста Данна (Dunn’s post
hoc test) (левая панель). Представлены репрезентативные изображения 65 доброкачественных невусов, 41 первичной и 30
метастатических меланом (правая панель); b – те же самые больные, находящиеся под наблюдением, были разбиты на две
группы («повышенная» и «пониженная») на основании средних значений экспрессии белка Beclin�1 в их опухолях. По�
казаны кривые Каплан–Мейер для общей и для не связанной с болезнями выживаемостью
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согласно усредненной экспрессии белка Beclin�1
в группах с повышенной (IOD > 9316,11 при пер�
вичной меланоме и IOD > 808,272 в случае ме�
тастатических меланом) экспрессией или в слу�
чае пониженной экспрессии этого белка показа�
ло, что уровень экспрессии белка Beclin�1 не
оказывает влияния на показатели OS или DFS
больных меланомой (рис. 2, b).

При первичной или метастатической меланоме
исчезает корреляция между экспрессией BIF�1 и
активных форм белка BAX, Beclin�1 или LC3B.
Поскольку BIF�1 связан с аутофагией и апопто�
зом и в связи с тем, что эти процессы важны для
предотвращения развития и прогрессирования
опухолей, нами была изучена возможность того,
что белки, вовлеченные в процессы аутофагии
или апоптоза, имеют картину экспрессии, сход�

ную с таковой в случае экспрессии белка BIF�1
в доброкачественных невусах и у больных мела�
номой. С этой целью мы проанализировали
корреляцию между BIF�1 и активной формой
белка BAX и Beclin�1. Была выявлена строгая
корреляция между BIF�1 и активной формой
BAX в доброкачественных невусах (рис. 3, a),
что позволяет предположить сходный или оди�
наковый механизм регуляции этих двух белков в
меланоцитах. Интересно, что в тканях первич�
ной и метастатической меланом не обнаружена
корреляция между BIF�1 и активной формой
белка BAX (рис. 3, b и c).

Кроме того, помимо взаимодействия с бел�
ком BAX, BIF�1 также образует комплекс с бел�
ком Beclin�1 через белок UVRAG, оказывая вли�
яние на индукцию аутофагии [7]. Beclin�1 явля�
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Рис. 3. BIF�1 положительно коррелирует с активной мономерной формой белка BAX в доброкачественных невусах и не
выявлено корреляции в образцах тканей при первичной или метастатической меланоме. a–c – На точечной диаграмме
показана корреляция между средними значениями IOD активной мономерной формы белка BAX и белком BIF�1 в образ�
цах из доброкачественных невусов (a), первичной меланомы (b) и метастатической меланомы (c). Представленные значе�
ния r и p показывают корреляцию Пирсона
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ется центральным регулятором процесса ауто�
фагии и действует на начальной стадии аутофа�
гии, участвуя в образовании мембраны, которая
охватывает цитоплазматический материал [14].
Поэтому также была изучена экспрессия белка
Beclin�1 и выявлена строгая корреляция между
активной формой белка BAX и белком Beclin�1 в
доброкачественных невусах (рис. 4, a) и отсут�
ствие такой корреляции в тканях при первичной
и метастатической меланоме (рис. 4, b, c).

В связи с тем, что BIF�1 является положи�
тельным регулятором аутофагии, мы также изу�
чили корреляцию между экспрессией BIF�1 и
экспрессией белка LC3B – широко используе�
мого маркера аутофагии. После расщепления и
связывания с фосфатилдилэтаноламином (PE)
LC3 обнаруживается на внутренней и внешней

мембранах аутофагосом [15]. В соответствии с
ролью BIF�1 в процессе аутофагии была обнару�
жена строгая положительная корреляция между
уровнем белков BIF�1 и LC3B в доброкачествен�
ных невусах (рис. 5, a) и отсутствие такой корре�
ляции в тканях при первичной и метастатичес�
кой меланомах (рис. 5, b, c). Эти результаты оз�
начают, что проксимальная регуляция экспрес�
сии BIF�1, Beclin�1 и BAX в клетках первичной и
метастатической меланом нарушена.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Белок BIF�1 был ассоциирован с нескольки�
ми биологическими процессами, в частности, с
апоптозом, во время которого этот белок взаи�
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Рис. 4. BIF�1 положительно коррелирует с белком Beclin�1 в доброкачественных невусах, и нет корреляции в образцах
тканей при первичной или метастатической меланоме. (a–c) На точечной диаграмме показана корреляция между значе�
ниями IOD для белка Beclin�1 и средними значениями оптической плотности белка BIF�1 в образцах доброкачественных
невусов (a), первичной меланомы (b) и метастатической меланомы (c). Представленные значения r и p показывают кор�
реляцию Пирсона
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модействует с белком BAX и способствует его
конформационным изменениям во время гибе�
ли клетки [3, 6]. Поэтому мы поставили своей
целью изучить ось BIF�1�BAX axis в нашей груп�
пе больных меланомой. Используя антитела,
чувствительные к конформации белка BAX и
распознающие его активированную форму, мы
выявили соответствующее снижение уровня ак�
тивной формы белка BAX, ассоциированное со
снижением уровня белка BIF�1 в кусочках ткани
из метастатической меланомы по сравнению с
доброкачественными невусами. Более того, на�
ми была обнаружена положительная корреля�
ция между уровнем экспрессии белка BIF�1 и
активной формой белка BAX в невусах, в кото�
рых был активирован митохондриальный апоп�
тотический путь [16]. Напротив, эта корреляция
не сохранялась в клетках меланомы, что позво�

ляет предположить, что устойчивость к апопто�
зу, часто возникающая в опухолях меланомы,
может быть, по крайней мере, частично, объяс�
нена снижением экспрессии белка BIF�1.

Аутофагия и апоптоз представляют два клю�
чевых внутриклеточных процесса, играющих
роль в определении судьбы клетки, и они оказы�
вают большое влияние на развитие и прогресси�
рование неоплазм [17]. Апоптоз является наибо�
лее распространенной физиологической фор�
мой гибели клетки в отсутствие воспаления [18].
Внутренний путь апоптоза регулируется семей�
ством белков BCL�2 и включает пермеабилиза�
цию внешней митохондриальной мембраны
(MOMP – mitochondrial outer membrane perme�
abilization), которая приводит к высвобождению
проапоптотических факторов, таких как цитох�
ром c и SMAC/DIABLO, из митохондрий в ци�
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Рис. 5. BIF�1 положительно коррелирует с LC3B в доброкачественных невусах и нет такой корреляции в образцах первич�
ной или метастатической меланом. a–c – На точечной диаграмме показана корреляция между значениями IOD для бел�
ка LC3B и средними значениями IОD для белка BIF�1 в образцах тканей доброкачественных невусов (a), первичной ме�
ланомы (b) и метастатической меланомы (c). Представленные значения r и p показывают корреляцию Пирсона
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тозоль. За MOMP следует процесс активации
каскада каспаз, который приводит к гибели
клетки [19]. В клетках здоровой ткани централь�
ные проапоптотические регуляторы, белки BAX
и BAK перемещаются между внешней митохон�
дриальной мембраной (OMM – outer mitochon�
drial membrane) и цитозолем [20, 21]. В условиях
апоптоза белки BAX и BAK активируются и под�
вергаются димеризации и сборке на OMM, в ко�
торой они образуют мультимерные поры [21].
Баланс взаимодействий между проапоптотичес�
кими и антиапоптотическими белками, такими
как Bcl�2 или Bcl�XL, обеспечивает соответству�
ющую регуляцию апоптоза в ответ на клеточные
стрессы и другие факторы, запускающие про�
цессы гибели клетки [19].

Было показано, что утрата экспрессии BAX
является отрицательным прогностическим мар�
кером отдельных типов опухолей, таких как рак
молочной железы, яичников, поджелудочной
железы и пищевода [22–25]. Кроме того, Fecker
et al. недавно показали, что отсутствие экспрес�
сии белка BAX в первичных поверхностно�расп�
ространяющихся меланомах ассоциирована с
прогрессированием опухоли и снижением вы�
живаемости больных [26]. Более того, снижение
уровня экспрессии белка BAX в меланоме на ста�
дии IIa ассоциировалось с повышенным риском
развития метастазов и плохим прогнозом [27].

Представляет интерес, что белок Beclin�1 был
идентифицирован в качестве взаимодействую�
щего партнера белков Bcl�2, Bcl�XL и MCL�1.
Такие взаимодействия могут регулировать пе�
рекрестные связи между апоптотическим и ауто�
фагическим сигнальными путями [17]. Кроме
участия в активации белка BAX, BIF�1 также об�
разует комплекс с белком Beclin�1 через белок
UVRAG и положительно регулирует процесс об�
разования аутофагосом [7]. В настоящей работе
было показано, что экспрессия Beclin� 1 в тканях
меланомы понижена в сравнении с его экспрес�
сией в ткани доброкачественных невусов. Кроме
того, в дополнение к положительной корреля�
ции между BIF�1 и BAX мы также наблюдали
строгую корреляцию между экспрессией в мела�
ноцитах белков BIF�1 и Beclin�1, которая не бы�
ла обнаружена в тканях первичной и метастати�
ческой меланом. Более того, мы также наблюда�
ли аналогичную картину корреляции между
BIF�1 и маркером аутофагии – белком LC3B.

В ряде работ была отмечена роль аутофагии в
подавлении роста опухолей. Ген Beclin�1 был
описан в качестве гена�супрессора опухолей,
так как было обнаружено, что его аллель от 40%
до 75% случаев рака молочной железы, яични�
ков и простаты человека [28]. Кроме того, поте�
ря аллеля гена Beclin�1 у мышей приводила к по�

вышенной встречаемости опухолей, таких как
B�клеточная лимфома, гепатоцеллюлярная кар�
цинома и аденокарцинома легких [29]. Связь
между ролью белка Beclin�1 при меланоме была
недавно описана в работе, в которой показано,
что пониженная экспрессия белка Beclin�1 кор�
релирует с инвазивностью и снижением уровня
выживаемости в течение 5 лет после проведения
хирургической операции [30].

Таким образом, наши результаты свидетель�
ствуют о том, что проксимальная регуляция, от�
ветственная за координированную экспрессию
BIF�1, Beclin�1 и BAX в меланоцитах, по�види�
мому, отсутствует в клетках первичной и метас�
татической меланомы. Вероятно, что понижен�
ная экспрессия BIF�1, Beclin�1 и BAX и ожидае�
мый нефункционирующий проксимальный ре�
гуляторный механизм вносят вклад в развитие
опухоли и устойчивость к действию лекарств в
клетках меланомы. 
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Melanoma is one of the most aggressive and drug�resistant cancers. Despite novel promising therapeutic strategies,
the prognosis of metastatic melanoma patients remains poor and it is often associated with high relapse rates.
Endophilin B1, also known as BIF�1, is a multifunctional protein involved in several biological processes such as
autophagy and apoptosis. BIF�1 promotes apoptosis through binding to BAX and its translocation to the mitochon�
drial outer membrane. On the other hand, BIF�1 can interact with Beclin�1 through UVRAG to promote autophagy.
Several reports suggest an ambiguous role of BIF�1 in cancer development and progression. For example, it has been
demonstrated that the expression of BIF�1 is reduced in both primary and metastatic melanoma and that the reduc�
tion of BIF�1 expression is associated with reduced overall survival of melanoma patients. Here we show that the
expression of Beclin�1 and active form of BAX are also reduced in the melanoma patients. However, while we observed
strong positive correlations between the expression of BIF�1 and Beclin�1 as well as between BIF�1 and BAX in
benign nevi, these correlations were lost in the primary and metastatic melanoma cells. These data indicate disrup�
tion in the proximal molecular mechanisms which regulate expression of BIF�1, Beclin�1, and BAX in the primary
and metastatic melanoma.

Keywords: apoptosis, autophagy, BAX, Beclin�1, BIF�1, melanoma
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В условиях недостатка питательных веществ в опухолевых клетках наблюдается деградация антиапоптоти�
ческого белка Mcl�1, являющегося мишенью таргетной терапии онкологических заболеваний. При этом
происходит усиление чувствительности злокачественных клеток к химиотерапевтическим препаратам. По�
казано, что ограничение питательных веществ (ОПВ) ведет к блокированию синтеза белка Mcl�1, однако
механизмы деградации Mcl�1 в таких условиях остаются невыясненными. В данной работе исследовали
вклад аутофагии и протеасомной деградации в регуляцию уровня Mcl�1 при недостатке питательных ве�
ществ. Установлено, что снижение уровня белка Mcl�1 в опухолевых клетках в указанных условиях не зави�
сит от процесса макроаутофагии и происходит в результате его протеасомной деградации.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: апоптоз, аутофагия, Mcl�1, недостаток питательных веществ, аденокарцинома.
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ДЕГРАДАЦИЯ Mcl�1 В УСЛОВИЯХ НЕДОСТАТКА ПИТАТЕЛЬНЫХ
ВЕЩЕСТВ ПРОИСХОДИТ НЕЗАВИСИМО ОТ АУТОФАГИИ
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из основных задач современной меди�
цины является борьба с онкологическими забо�
леваниями. По данным Всемирной организации
здравоохранения, опухолевые заболевания еже�
годно уносят жизни ~10 млн человек. Установле�
но, что одними из важнейших причин появле�

ния и роста опухолей являются мутации в гене�
тическом материале клеток и последующее не�
контролируемое деление перерожденных кле�
ток. В процессе онкогенеза клетки способны
приобретать устойчивость к различным типам
программируемой клеточной гибели (ПКГ),
включая апоптоз, который имеет большое значе�
ние в противоопухолевой защите организма [1,
2]. В регуляции апоптоза участвуют различные
гены и их продукты, среди которых важную роль
играют белки семейства Bcl�2, представленного
как антиапоптотическими, так и проапоптоти�
ческими членами. Повышенная экспрессия ан�
тиапоптотических белков данного семейства
(Bcl�2, Bcl�xL и Mcl�1) является одним из расп�
ространенных механизмов устойчивости опухо�
левых клеток к апоптозу. Среди антиапоптоти�
ческих представителей семейства Bcl�2 выделя�
ется белок Mcl�1, который имеет ряд особеннос�
тей, отличающих его от других белков. Во�пер�
вых, Mcl�1 (37,2 кДа) по мол. массе превосходит
такие антиапоптотические белки, как Bcl�2 и
Bcl�xL (оба – 26 кДа), что связано с наличием
большого N�концевого регуляторного участка,
включающего в себя последовательности сигна�
ла митохондриальной локализации и PEST
(PEST�последовательности, богатые пролином,
глутаминовой кислотой, серином и треонином,
присущи белкам, подверженным быстрой дегра�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : Atg proteins – семейство
белков, участвующих в процессе макроаутофагии; Bcl�2 –
белок B�клеточной лейкемии/лимфомы�2; ECL – усилива�
ющий хемилюминесценцию субстрат, содержащий люми�
нол; ERK – киназы, регулируемые внеклеточными сигна�
лами; FACS – сортировка клеток с активированной флуо�
ресценцией; FITC – флуоресцеинизотиоцианат; GAPDH –
глицеральдегид�3�фосфатдегидрогеназа; HBSS – среда,
обедненная питательными веществами; Hsp – белки теп�
лового шока; MAPK – митоген�активируемая протеинки�
наза; Mcl�1 – белок лейкемии миелоидных клеток�1;
mTORC1 – комплекс 1, содержащий мишень рапамицина
млекопитающих; PARP – поли(ADP�рибозо)�полимераза;
PI3K – фосфатидилинозитол�3�киназа; PBS – фосфатный
солевой буфер; PEST�последовательности – последова�
тельности, богатые пролином (P), глутаминовой кислотой
(E), серином (S) и треонином (T); PMSF – фенилметил�
сульфонилфторид; SD – депривация сыворотки; SDS –
додецил сульфат натрия; Ub – убиквитин; USP9X – де�
убиквитиназа, убиквитин�специфичная пептидаза 9; ЙП –
йодид пропидия; ОПВ – ограничение питательных ве�
ществ; ПААГ – полиакриламидный гель; ПКГ – програм�
мируемая клеточная гибель.
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дации), что, в свою очередь, обуславливает ко�
роткое время полужизни данного белка [3]. Во�
вторых, Mcl�1 способен быстро деградировать в
результате действия различных стрессовых сти�
мулов [4]. Кроме того, как и другие антиапопто�
тические белки семейства Bcl�2, Mcl�1 является
необходимым фактором для выживания различ�
ных типов клеток и может быть рассмотрен в ка�
честве возможной мишени таргетной терапии
онкологических заболеваний [5–7].

Несколькими исследовательскими группами
(включая нашу) было показано, что антиапоп�
тотический белок Mcl�1 подвержен деградации
в условиях ограничения питательных веществ
(ОПВ) [8–10]. Однако механизмы этого процес�
са в настоящее время недостаточно изучены.
Так как ОПВ является одним из основных сти�
мулов активации аутофагии, можно предполо�
жить, что снижение уровня Mcl�1 в раковых
клетках в условиях недостатка питательных ве�
ществ происходит по этому механизму, предс�
тавляющему собой высококонсервативный про�
цесс катаболизма различных клеточных компо�
нентов в аутолизосомах.

Аутофагия является не только одним из ти�
пов ПКГ, но и важным адаптационным меха�
низмом, поскольку она отвечает за утилизацию
поврежденных органелл и белков [11]. В зависи�
мости от механизмов доставки компонентов
клеток к лизосомам различают несколько типов
аутофагии, такие как шаперон�зависимую ауто�
фагию, микроаутофагию и макроаутофагию. В
случае микроаутофагии транспорт макромоле�
кул и фрагментов мембран клеток в лизосому
обеспечивается путем инвагинации ее мембра�
ны. Этот тип часто наблюдается у дрожжевых
микроорганизмов, но редко встречается у мле�
копитающих [12]. В случае макроаутофагии
происходит образование аутофагосом, предс�
тавляющих собой двухмембранные структуры,
которые изолируют цитоплазматические ком�
поненты, подлежащие деградации. Далее ауто�
фагосомы сливаются с лизосомами, что ведет к
образованию аутофаголизосом, в которых со�
держимое аутофагосом подвергается расщепле�
нию. Контроль макроаутофагии, которая вклю�
чает в себя процессы деградации рибосом, эн�
доплазматического ретикулума, митохондрий и
других органелл, а также нуклеиновых кислот,
липидов, белков, обеспечивается специфичес�
кими белками семейства Atg [13]. Данный вид
аутофагии является наиболее изученным в нас�
тоящее время, поэтому в дальнейшем термин
«аутофагия» будет использоваться для обозначе�
ния макроаутофагии. Наконец, существует ша�
перон�зависимая аутофагия, для которой не
требуется формирования везикул. Этот тип ау�

тофагии осуществляется при участии белков�
шаперонов цитоплазмы семейства Hsp�70 и раз�
личных вспомогательных белков, регулирую�
щих направленный транспорт частично денату�
рировавших белков из цитоплазмы в полость
лизосомы для последующей деградации [14].

Как было отмечено выше, основным стиму�
лом к активации аутофагии наряду с поврежден�
ными органеллами или денатурировавшими
белками является недостаток питательных ве�
ществ. В этой работе нами были использованы
два экспериментальных подхода для создания
условий ОПВ: культивирование клеток в бессы�
вороточной среде (условия SD) и среде HBSS.

Первый подход представляет собой условия
депривации сыворотки (SD). Удаление сыворот�
ки из культуральной среды может приводить к
различным биохимическим и молекулярным
изменениям в раковых клетках, поскольку сы�
воротка содержит не только питательные веще�
ства (белки, витамины, жирные кислоты и т.д.),
но и факторы роста, которые стимулируют мо�
лекулярные каскады, регулирующие клеточный
рост и пролиферацию – PI3K/Akt/mTORC1 и
Ras/Raf/MAPK [15, 16]. Снижение доступности
питательных веществ стимулирует процессы ау�
тофагии напрямую, в то время как уменьшение
стимуляции каскадов PI3K/Akt/mTORC1 и
Ras/Raf/MAPK ведет к ослаблению антиапопто�
тической защиты раковых клеток и подавлению
метаболических процессов, способствуя актива�
ции процессов аутофагии [17].

Второй экспериментальной моделью усло�
вий ОПВ является культивирование клеток в
среде HBSS, которая является более сильным
стимулом активации аутофагии по сравнению с
условиями SD, так как в случае HBSS клетки
культивируются в водно�солевом растворе, со�
держащем D�глюкозу, и полностью лишены не
только сыворотки, что достигается при исполь�
зовании модели SD, но и всех аминокислот [18].

Необходимо подчеркнуть, что процессы ау�
тофагии и апоптоза находятся в тесной взаимос�
вязи. Так, например, антиапоптотические бел�
ки, в том числе и Mcl�1, препятствуют не только
апоптозу, но и аутофагическим процессам за
счет нейтрализации белка Beclin�1, который
способствует протеканию аутофагии [19]. Кроме
того, Mcl�1 может не только взаимодействовать
с Beclin�1, но и вести к уменьшению его уровня,
что происходит в результате конкуренции между
Mcl�1 и Beclin�1 за связывание с деубиквитина�
зой USP9X, препятствующей протеасомной дег�
радации обоих белков [20]. Таким образом,
уменьшение концентрации Mcl�1 может стиму�
лировать аутофагию, однако клеточный ответ
(апоптотический или аутофагический) в резуль�
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тате снижения уровня Mcl�1 будет определяться
балансом апоптотических (про� и антиапопто�
тические белки семейства Bcl�2) и аутофагичес�
ких (Atg�белки) факторов. Наконец, аутофагия
играет двойственную роль в развитии опухоле�
вых заболеваний. С одной стороны, она может
стимулировать клеточную гибель, регулируя
деградацию про� и антиапоптотических факто�
ров (например, белков семейства Bcl�2 [21]). С
другой стороны, данный процесс позволяет
адаптироваться клеткам к стрессовым условиям,
так как повышает выработку энергии и удаляет
поврежденные органеллы.

Другим возможным механизмом снижения
уровня антиапоптотического белка Mcl�1 в ус�
ловиях ОПВ могут являться процессы протеа�
сомной деградации. В ряде работ была показана
значимость этого механизма для Mcl�1, что де�
тально рассмотрено в работе [6]. Убиквитиниро�
вание Mcl�1 и его последующая деградация в
протеасомах в ответ на действие различных сти�
мулов определяет короткое время жизни данно�
го белка [6]. Стоит отметить, что степень убик�
витинирования Mcl�1, как и других белков,
контролируется балансом активностей убикви�
тинлигаз (Mule, Parkin, Trim17 и др.) и деубик�
витиназ (USP9X, USP13, Ku70 и др.), что наг�
лядно демонстрирует тесную взаимосвязь про�
цессов апоптоза и протеасомной деградации [6].

Убиквитинлигазы обеспечивают деградацию
своих субстратов за счет присоединения остат�
ков убиквитина. Деубиквитиназы, напротив,
повышают стабильность белков, противодей�
ствуя работе убиквитинлигаз. Первой убикви�
тинлигазой, для которой была обнаружена спо�
собность регуляции Mcl�1, была Mule. Интерес�
но, что Mule способна избирательно контроли�
ровать уровень Mcl�1, не взаимодействуя с анти�
апоптотическими белками Bcl�xL или Bcl�2.
Также в качестве убиквитинлигазы Mcl�1 был
отмечен белок Parkin, участвующий в процессах
митофагии (селективное разрушение митохонд�
рий путем аутофагии). Убиквитинлигаза Trim17
и деубиквитиназа USP9X регулируют деграда�
цию Mcl�1 после его фосфорилирования. Нако�
нец, к деубиквитиназам Mcl�1 относится белок
Ku70, участвующий в репарации ДНК [6].

Ранее нами было показано, что ингибирова�
ние протеасомной деградации в клетках адено�
карциномы яичника Caov�4 и аденокарциномы
шейки матки HeLa, культивируемых как в стан�
дартных условиях, так и при ОПВ, приводило к
стабилизации Mcl�1 [8]. Однако не была иссле�
дована роль процессов аутофагии в регуляции
уровня Mcl�1 в условиях ОПВ.

Целью настоящей работы являлась оценка
вклада аутофагии в уменьшение уровня анти�

апоптотического белка Mcl�1 в условиях недос�
татка питательных веществ в опухолевых клет�
ках. В качестве экспериментальной модели бы�
ли использованы клетки трех раковых линий че�
ловека – аденокарциномы яичника Caov�4,
шейки матки HeLa и легкого U1810. Для индук�
ции апоптотической гибели применяли химио�
терапевтический ДНК�повреждающий агент
цисплатин, который используют для лечения
этих типов рака.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование клеток. Исследования были
проведены на культурах клеток линий аденокар�
циномы яичника Caov�4, шейки матки HeLa и
легкого U1810 (клетки дикого типа и нокаутные
по аутофагии – U1810 ATG13KO). Клетки выра�
щивали в СО2�инкубаторе (5%�ная СО2) при
37°С в среде DMEM («Gibco», США) или RPMI
(«Gibco»), содержащей 10%�ную телячью сыво�
ротку («Gibco») и 5 мл раствора пирувата натрия
с исходной концентрацией 11 мг/мл («ПанЭко»,
Россия) в присутствии антибиотиков (пеницил�
лин, стрептомицин, 100 ед/мл). Для экспери�
ментов были взяты клетки в логарифмической
фазе роста.

Экспериментальная модель ОПВ. Условия ог�
раничения питательных веществ создавали с по�
мощью двух моделей: 1) условия SD: культиви�
рование клеток в среде DMEM и RPMI в присут�
ствии только антибиотиков без добавления те�
лячьей сыворотки и пирувата; 2) условия HBSS:
культивирование клеток в водно�солевом раст�
воре, в котором присутствовала D�глюкоза, но
отсутствовали аминокислоты и сыворотка.

Реагенты. В экспериментах были использо�
ваны индуктор клеточной гибели цисплатин
(«ТЕВА», Израиль) в концентрации 70 мкМ, ин�
гибитор аутофагии Бафиломицин А1 («Sigma»,
США) в концентрации 50 нМ, ингибитор протеа�
сом MG�132 («Sigma») в концентрации 10 мкМ
и селективный антагонист белка Mcl�1 S63845
(«Active Biochem», Китай) в указанных в экспе�
рименте концентрациях.

FACS�анализ. После культивирования кле�
ток в условиях, указанных в описании экспери�
мента, клетки отделяли от культурального плас�
тика с помощью 0,25%�ного трипсина («Gibco»)
и переносили в кондиционированную среду. За�
тем клетки центрифугировали (200–300 g,
5 мин, 4°С), дважды промывали холодным раст�
вором PBS («ПанЭко») и осадок ресуспендиро�
вали в PBS (100 мкл на 1 млн клеток). ~100 тыс.
клеток (10 мкл) переносили в 200 мкл 1х аннек�
син�связывающего буфера («BD Biosciences»,

БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1454



ДЕГРАДАЦИЯ Mcl�1 НЕ ЗАВИСИТ ОТ АУТОФАГИИ

США), и анализ популяции клеток проводили с
помощью проточного цитофлуориметра BD
FACSCanto II («BD Biosciences») и программно�
го обеспечения («BD FACSDiva», США), как
описано ранее [8].

Гель�электрофорез белков в ПААГ в присут�
ствии SDS и Вестерн�блот�анализ. Клеточный
осадок ресуспендировали в 50 ± 25 мкл RIPA�
буфера (50 мМ Tris HCl, pH 7,4, 137 мМ NaCl,
0,1%�ный SDS, 0,5%�ный дезоксихолат, 1%�
ный Triton X�100, 0,01%�ный PMSF, коктейль
ингибиторов протеаз («Roche», Швейцария)) и
инкубировали на льду в течение 20 мин. После
центрифугирования (16 000 g, 15 мин, 4°С) часть
супернатанта была взята для определения коли�
чества белка в лизатах с помощью набора Pierce
BCA Protein Assay Kit («Thermo Scientific»,
США). Другую часть супернатанта использова�
ли для Вестерн�блот�анализа, как описано ра�
нее [8]. В экспериментах были использованы
первичные антитела к следующим белкам:
PARP («Abcam», ab74290, Великобритания), р62
(«Abcam», ab56416 ), LC3B («Abcam», ab51520),
Mcl�1 («Cell Signaling», США), K48�Ub («Cell
Signaling», #4289S), total Ub («Cell Signaling»,
#3933), тубулин�альфа («Abcam», ab4074, Вели�
кобритания), GAPDH («Cell Signaling, #2118). В
качестве вторичных использовали антитела,
конъюгированные с пероксидазой хрена, к кро�
личьему или мышиному IgG («Abcam», ab97200
и ab97046 соответственно). Разведения антител
были выбраны в соответствии с рекомендация�
ми производителя.

Статистический анализ проводили с по�
мощью U�критерия Манна–Уитни. Обработку
результатов измерений концентрации белка,
клеточной гибели (FACS�анализ), а также ста�
тистический анализ данных проводили с по�
мощью программного обеспечения Microsoft
Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Депривация сыворотки ведет к усилению про�
цессов аутофагии в раковых клетках независимо
от присутствия цисплатина. Согласно литера�
турным данным, удаление факторов роста и
питательных веществ из среды может приво�
дить к усилению процессов аутофагии [22, 23].
Для оценки потенциальной роли аутофагии в
деградации белка Mcl�1 был проведен анализ
уровня аутофагии при использовании циспла�
тина как в стандартной, так и бессывороточной
средах.

Для определения интенсивности процессов
аутофагии в выбранной экспериментальной мо�

дели исследовали уровень маркера аутофагии
белка LC3 в клетках линий Caov�4 и HeLa во
всех анализируемых группах. Стимулирование
аутофагии приводит к конъюгации LC3�I с фос�
фатидилэтаноламином и появлению активной
формы LC3�II, которая обладает большей
электрофоретической подвижностью и детекти�
руется в геле ниже, чем LC3�I [24]. Таким обра�
зом, повышение соотношения LC3�II/ LC3�I,
как правило, свидетельствует об усилении в
клетке процессов аутофагии [25].

Для анализа уровня аутофагии клетки Caov�
4 и HeLa инкубировали в стандартной среде или
в условиях SD c добавлением цисплатина или
без него в течение 2, 6, 12 или 18 ч, в качестве
контроля использовали инкубацию клеток в те�
чение 2 ч в стандартной среде.

Вестерн�блот�анализ показал, что в условиях
SD происходило накопление LC3�II, что свиде�
тельствует о выраженном усилении аутофагии
уже спустя 2 ч культивирования вне зависимос�
ти от присутствия цисплатина (рис. 1, а). По ме�
ре протекания процессов аутофагии в клетках
может наблюдаться снижение уровня LC3�II за
счет интенсивной деградации этого белка. Дан�
ный феномен широко известен из научной ли�
тературы, поэтому для корректной оценки ин�
тенсивности аутофагии рекомендуют использо�
вать ингибиторы протеаз или проводить оценку
уровня LC3�II в различные временные точки
[24]. Последний подход был применен в рамках
настоящей работы, и выраженное накопление
LC3�II в ранние часы инкубации позволило сде�
лать вывод об интенсификации процессов ауто�
фагии в условиях SD.

Обработка клеток цисплатином может при�
водить к накоплению активных форм кислорода
(АФК) и, соответственно, повреждениям кле�
точных органелл [26]. В таких условиях в клетке
будут дополнительно стимулироваться процес�
сы аутофагии для удаления поврежденных
структур и поддержания жизнеспособности.
Поэтому уровень маркеров аутофагии был также
проанализирован в клетках обеих линий, инку�
бированных в присутствии цисплатина в стан�
дартной или бессывороточной среде. Показано,
что добавление цисплатина не влияло значи�
тельным образом на перераспределение двух
форм LC3 в течение 18 ч после начала инкуба�
ции (рис. 1, а). Некоторое снижение уровня
LC3�II в сравнении с культивированием клеток
Caov�4 и HeLa в условиях SD может быть след�
ствием взаимного влияния между апоптозом и
аутофагией. Как было замечено ранее, запуск
апоптоза может препятствовать протеканию ау�
тофагии, а подавление аутофагии может усили�
вать апоптотический ответ клеток [19].
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ПЕРВУШИН и др.

Ингибирование аутофагии оказывает разно�
направленный эффект на выживаемость раковых
клеток. Как отмечено выше, в процессе аутофа�
гии происходит деградация различных белков.
По данным Вестерн�блот�анализа было выявле�
но, что в клетках Caov�4 и HeLa обработка цис�
платином приводила к выраженному падению
Mcl�1 как в нормальной, так и в бессывороточ�
ной среде (рис. 1, в).

Примечательно, что в выбранных времен�
ных рамках (18 ч инкубации) использование
бессывороточной среды без добавления циспла�
тина по сравнению со стандартными условиями
культивации приводило к незначительному по�
нижению уровня Mcl�1 в клетках HeLa и даже к
некоторому повышению уровня этого белка в
клетках Caov�4, в то время как более короткий
интервал инкубации (6 ч) в условиях SD на этих
клеточных линиях вел к понижению уровня
Mcl�1, которое было особенно выражено в клет�
ках HeLa (рис. 1, б). Данный феномен был опи�
сан нами ранее [8]. Это обстоятельство демон�

стрирует уникальность условий SD, биологичес�
кие эффекты которых зависят как от типа кле�
точных линий, так и от времени культивирова�
ния [16].

Также была проведена оценка влияния инги�
биторов аутофагии на уровень антиапоптоти�
ческого белка Mcl�1. С этой целью клетки Caov�
4 и HeLa были предварительно обработаны ин�
гибитором аутофагии Бафиломицином A1 (ин�
гибитор Н(+)�АТФазы вакуолярного типа, ко�
торый влияет на слияние аутофагосом с лизосо�
мами) в концентрации 50 нМ, после чего кле�
точную гибель индуцировали 70 мкМ цисплати�
на в стандартной или бессывороточной средах в
течение 18 ч. Как уже было упомянуто ранее, об
эффективности ингибирования аутофагии су�
дили по накоплению форм LC3�I и LC3�II, а
также по уровню белка p62, который отвечает за
доставку убиквитинилированных белков в ауто�
фагосомы. 

Вестерн�блот�анализ показал, что действие
Бафиломицина A1 ведет к стабилизации Mcl�1 в
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Рис. 1. а – Анализ индукции аутофагии в клетках Caov�4 и HeLa в условиях ОПВ; б – анализ изменений уровня Mcl�1 в
условиях ОПВ в клетках HeLa; в – анализ изменений уровня Mcl�1 и оценка клеточной гибели в клетках Caov�4 и HeLa
при действии ингибитора аутофагии Бафиломицина A1 (50 нМ) методом Вестерн�блота ; г – оценка клеточной гибели в
клетках Caov�4 и HeLa при действии ингибитора аутофагии Бафиломицина A1 (50 нМ) методом проточной цитофлуори�
метрии с окраской Аннексином V�FITC и йодидом пропидия; % гибели клеток – суммарный % популяции Аннексин/ЙП +/–,
Аннексин/ЙП +/+ и Аннексин/ЙП –/+ клеток. SD – депривация сыворотки; цис, 70 мкМ – 70 мкМ цисплатина; ч – ча�
сы инкубации; баф, 50 нМ – 50 нМ ингибитора аутофагии Бафиломицина; LC3I и LC3II – нелипидированная и липиди�
рованная формы LC3 соответственно; GAPDH – белковый маркер загрузки геля. Данные представлены как среднее ±
стандартное отклонение, n = 3; * p < 0,05 (U�тест)
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зависимости от способа обработки и типа кле�
ток. Так, в клетках Caov�4 Бафиломицин A1 вел
к стабилизации Mcl�1 в клетках, обработанных
цисплатином, как в стандартной, так и в бессы�
вороточной средах. В клетках HeLa стабилизи�
рующий эффект Бафиломицина A1 на Mcl�1
наблюдался только при обработке цисплатином
в условиях SD (рис. 1, в).

Kлеточная гибель регистрировалась по появ�
лению одного из маркеров апоптоза – фрагмен�
та p89 белка PARP (поли(АДР�рибозо)�полиме�
раза). PARP участвует в процессе репарации
повреждений ДНК. Расщепление PARP эффек�
торными каспазами ведет к его инактивации и
свидетельствует об интенсивности протекания
процессов апоптоза в клетке [27]. Стоит отме�
тить, что добавление Бафиломицина A1 снижа�
ло протеолиз PARP и накопление его фрагмента
р89 после обработки клеток HeLa цисплатином
в условиях SD, что свидетельствовало об умень�
шении уровня клеточной гибели, в то время как
в клетках Caov�4 аналогичные условия вели к
увеличению гибели клеток (рис. 1, в).

С целью количественной оценки влияния
ингибирования аутофагии посредством Бафи�
ломицина A1 на величину апоптотической по�
пуляции при действии цисплатина был прове�
ден цитофлуориметрический анализ с окраской
Аннексином V�FITC и йодидом пропидия кле�
ток Caov�4 и HeLa, обработанных Бафиломици�
ном A1 в конечной концентрации 50 нМ. Время
инкубации обеих клеточных линий с цисплати�
ном составляло 18 ч. Показано, что в клетках
Caov�4 при действии цисплатина независимо от
среды культивирования Бафиломицин A1 ведет
к небольшому увеличению популяции гибну�
щих клеток (т.е. клеток, которые прокрашива�
лись Аннексином V�FITC и/или йодидом про�
пидия). В то же время в клетках HeLa Бафило�
мицин A1 приводил к выраженному снижению
(свыше 20% от общего числа клеток в популя�
ции) клеточной гибели при действии цисплати�
ном в условиях SD, в то время как в стандартной
среде эффект был минимален (рис. 1, г).

Ингибирование аутофагии может оказывать
различный эффект на выживаемость опухоле�
вых клеток, зависящий не только от типа кле�
ток, но и от способа индукции клеточной гибе�
ли. Подобный результат согласуется с современ�
ными представлениями о роли аутофагии в от�
вете опухолевых клеток на различные химиоте�
рапевтические соединения [28]. Поскольку ин�
гибирование аутофагии затрагивает множество
анти� и проапоптотических факторов, различа�
ющийся ответ клеток Caov�4 и HeLa на действие
Бафиломицина A1 может быть вызван стабили�
зацией различных белков. Стоит отметить, что

накопление Mcl�1 при ингибировании аутофа�
гии в клетках HeLa, обработанных цисплатином
в условиях SD, коррелирует со снижением кле�
точной гибели. Следовательно, Mcl�1 может
представляться одним из факторов, который от�
вечает за наблюдаемый феномен. Так, ингиби�
рование Mcl�1 с помощью BH3�миметика
S63845 приводило к более высокому уровню ги�
бели клеток линии HeLa по сравнению с клетка�
ми Caov�4, что говорило о зависимости жизне�
способности клеток HeLa от этого белка [Рис.
S1 в приложении этой статьи на сайте журнала
(http://protein.bio.msu.ru/biokhimiya) и сайте
Springer (Link.springer.com)].

Снижение уровня Mcl�1 в клетках U1810 наб�
людается в условиях HBSS, но не в условиях SD.
С целью анализа процессов аутофагии в нашей
лаборатории была создана мутантная линия
клеток аденокарциномы легкого U1810, нокаут�
ных по гену ATG13, кодирующему одноименный
белок, отвечающий за формирование фагосом
[29]. Для дальнейшего изучения вклада аутофа�
гии в уменьшение уровня белка Mcl�1 в раковых
клетках использовали как данную нокаутную
линию U1810 ATG13КО, так и клетки дикого
типа U1810. В экспериментах использовали не
только условия SD, но и вторую модель ОПВ –
культивирование клеток в среде HBSS [18]. Для
анализа уровня аутофагии клетки U1810 инку�
бировали в стандартной среде (среда RPMI), в
условиях ОПВ в течение 2, 6, 12 или 18 ч, в каче�
стве контроля клетки инкубировали в течение
2 ч в стандартной среде. Методом Вестерн�блот�
анализа был оценен уровень белка Mcl�1, а так�
же уровень маркеров аутофагии (белков LC3 и
р62). Показано, что условия SD не влияли на
уровень белка Mcl�1 в клетках U1810, в то время
как культивация клеток в среде HBSS на более
поздних временных точках (12 и 18 ч) приводи�
ла к снижению уровня Mcl�1 практически в 2
раза (рис. 2).

Важно отметить, что и условия SD, и условия
HBSS приводили к эффективному запуску ауто�
фагии, несмотря на различие уровней LC3�II в
используемых экспериментальных моделях. Эту
разницу можно объяснить тем, что при усиле�
нии уровня аутофагии деградация LC3�II может
происходить быстрее преобразования формы
LC3�I в LC3�II, что осложняет анализ измене�
ния соотношения LC3�II/LC3�I в разных усло�
виях. Такая деградация отражается в сниженном
соотношении LC3�II/LC3�I и может быть не�
правильно интерпретирована [24, 30]. Тем не
менее, в условиях HBSS наблюдалась более вы�
раженная деградация белка р62, чем в условиях
SD, что свидетельствует о высокой интенсив�
ности процесса аутофагии.
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Таким образом, более «жесткие» условия
ОПВ, полученные с помощью культивирования
клеток U1810 в среде HBSS, приводили к выра�
женной деградации белка Mcl�1, чего не наблю�
далось в случае инкубирования в бессывороточ�
ной среде.

Снижение уровня Mcl�1 в клетках U1810 в ус�
ловиях HBSS происходит как при генетическом
нокауте Atg13, так и при ингибировании аутофа�
гии с помощью Бафиломицина А1. Для выясне�
ния причин деградации Mcl�1 в условиях, сти�
мулирующих аутофагию, к клеткам U1810, рас�
тущим в стандартных условиях и среде HBSS,
был добавлен ингибитор аутофагии Бафиломи�
цин A1 в концентрации 50 нМ. Аналогичным
образом были обработаны клетки U1810
ATG13КО, в которых нарушена возможность
протекания процесса аутофагии. Клетки куль�
тивировали в указанных условиях в течение 18 ч.
Методом Вестерн�блот�анализа был оценен
уровень белка Mcl�1, а также уровень маркеров
аутофагии (белков LC3 и р62). Показано, что
снижение уровня Mcl�1 в условиях HBSS наб�

людалось как в случае нокаутных по аутофагии
клеток U1810 ATG13КО, так и при применении
Бафиломицина А1 (рис. 3). Таким образом, сум�
мируя полученные результаты, сделан вывод,
что деградация Mcl�1, наблюдаемая в условиях
ОПВ, не связана с процессами аутофагии.

Снижение уровня Mcl�1 в клетках U1810 в ус�
ловиях HBSS происходит вследствие протеасом�
ной деградации белков. Как было показано вы�
ше, деградация Mcl�1 при культивировании в
среде HBSS происходила вне зависимости от
процессов аутофагии. Вследствие этого было
выдвинуто предположение, что потенциальной
причиной снижения уровня данного антиапоп�
тотического белка может стать усиление протеа�
сомной деградации в условиях резкого ограни�
чения питательных веществ. С этой целью к
клеткам U1810, культивируемым в стандартных
условиях или в среде HBSS, был добавлен инги�
битор протеасом MG�132 в концентрации
10 мкМ за 2 ч до приготовления клеточных лиза�
тов. Аналогичным образом были обработаны
клетки U1810 ATG13КО, в которых нарушена
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Рис. 2. Анализ индукции аутофагии и изменений уровня Mcl�1 в клетках U1810 в условиях ОПВ методом Вестерн�блота. SD
(депривация сыворотки); HBSS – культуральная среда, обедненная питательными веществами; ч – часы инкубации; LC3�I
и LC3�II – нелипидированная и липидированная формы LC3 соответственно; GAPDH – белковый маркер загрузки геля
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возможность протекания процессов аутофагии.
Методом Вестерн�блот�анализа оценивали уро�
вень белка Mcl�1, а также уровень маркеров
протеасомной деградации белков (общего убик�
витина и убиквитина К48 – цепи полиубикви�
тина, конъюгированные через остаток лизина
К48). Было показано, что уровень короткоживу�
щего белка Mcl�1 возрастал в несколько раз под
действием ингибитора протеасом MG�132 в
обеих линиях клеток при культировании в стан�
дартной среде, причем более выраженное увели�
чение Mcl�1 наблюдалось в клетках U1810
ATG13КО (рис. 4). Кроме того, в стандартных
условиях роста уровень общего убиквитина и
убиквитина К48 был выше в клетках U1810
ATG13КО по сравнению с клетками дикого ти�
па. Данная разница увеличивалась при обработ�
ке клеток ингибитором протеасом MG�132, что
свидетельствует о том, что в нокаутных по ауто�
фагии клетках U1810 ATG13КО более интенсив�
но происходят процессы протеасомной деграда�
ции по сравнению с клетками U1810 при куль�
тивировании в стандартной среде. В условиях
HBSS наблюдалось уменьшение стабилизации
Mcl�1 в клетках U1810 при обработке MG�132, в

то время как в аналогичных условиях в клетках
U1810 ATG13КО – отсутствие этой стабилиза�
ции, что, по�видимому, связано с усилением ги�
бели нокаутных по аутофагии клеток при куль�
тивировании в среде HBSS [31]. Более того, в ус�
ловиях HBSS снижался уровень общего убикви�
тина и убиквитина К48, наибольшая разница с
инкубацией в нормальной среде была детекти�
рована при использовании ингибитора протеа�
сом. Суммарно эти данные свидетельствуют о
том, что выращивание клеток в среде HBSS ве�
дет к торможению процессов протеасомной де�
градации, что согласуется с литературными дан�
ными [32]. Таким образом, было продемонстри�
ровано, что в условиях недостатка питательных
веществ деградация антиапоптотического белка
Mcl�1 происходила по протеасомному пу�
ти (рис. 4).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе были изучены механизмы
деградации антиапоптотического белка Mcl�1 в
условиях недостатка питательных веществ. С
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Рис. 3. Анализ индукции аутофагии и изменений уровня Mcl�1 в клетках U1810 и U1810 ATG13KO при действии ингиби�
тора аутофагии Бафиломицина A1 (50 нМ) методом Вестерн�блота. Wt – клетки U1810; КО – клетки U1810 ATG13KO;
баф, 50 нМ – 50 нМ ингибитора аутофагии Бафиломицина A1; HBSS – культуральная среда, обедненная питательными
веществами; ч – часы инкубации; LC3�I и LC3�II – нелипидированная и липидированная формы LC3 соответственно;
GAPDH – белковый маркер загрузки геля
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помощью двух экспериментальных моделей
ОПВ (условия SD и культивирование в среде
HBSS) было показано, что удаление факторов
роста и питательных веществ из среды приводи�
ло к усилению процессов аутофагии в раковых
клетках, что согласуется с литературными дан�
ными [22, 23]. Ранее нами было выявлено бло�
кирование синтеза антиапоптотического белка
Mcl�1 в условиях ОПВ [8]. В настоящей работе
показано, что в условиях SD цисплатин приво�
дил к выраженному уменьшению уровня Mcl�1
в клетках Caov�4 и HeLa. Важно отметить, что
отличительная особенность условий бессыворо�
точного культивирования заключается в зависи�

мости наблюдаемых биологических эффектов
от типов клеточных линий и времени их инкуба�
ции [16]. Нами было показано, что длительное
(18 ч) культивирование клеток в условиях ОПВ с
использованием бессывороточной среды вело к
слабому снижению уровня Mcl�1 в клетках HeLa
или даже к незначительному повышению коли�
чества этого белка в клетках Caov�4 по сравне�
нию со стандартными условиями. Однако крат�
косрочное (6 ч) культивирование в условиях SD
приводило к понижению уровня Mcl�1 в данных
клеточных линиях, которое было особенно вы�
ражено для клеток HeLa [8]. Этот эффект может
быть объяснен тем, что на поздних часах бессы�
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Рис. 4. Анализ изменений уровня Mcl�1 и количественной оценки убиквитинилирования в стандартных условиях и усло�
виях ОПВ в клетках U1810 и U1810 ATG13KO методом Вестерн�блота. MG�132 – 10 мкМ ингибитора протеасом MG�132;
HBSS – культуральная среда, обедненная питательными веществами; ч – часы инкубации; K48�Ub – цепи полиубиквити�
на, конъюгированные через остаток лизина К48; total Ub – общий убиквитин; GAPDH – белковый маркер загрузки геля
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вороточного культивирования клеток происхо�
дит реактивация сигнальных путей, например,
ERK1/2 каскада, активность которого меняется
волнообразно в условиях SD [16]. Показано, что
ERK1/2 каскад регулирует уровень Mcl�1 посред�
ством модуляции активности киназы PKC [33].
Данное обстоятельство может лежать в основе
наблюдаемых колебаний уровня Mcl�1 в опухо�
левых клетках в условиях SD.

При сравнении двух экспериментальных мо�
делей ОПВ на клетках U1810 было установлено,
что более сильный стимулятор процессов ауто�
фагии (среда HBSS) приводил к значительной
деградации Mcl�1, которая не наблюдалась в ус�
ловиях SD в данной линии клеток. Было пред�
положено, что такой эффект обусловлен актива�
цией процессов аутофагии. Однако использова�
ние нокаутных по аутофагии клеток U1810
ATG13КО или применение ингибитора аутофа�
гии Бафиломицина А1 не предотвращало паде�
ния уровня Mcl�1, что свидетельствовало об
ином механизме его деградации. Как нами было
показано ранее, ингибирование протеасомной
деградации увеличивало уровень Mcl�1 в клет�
ках Caov�4 и HeLa независимо от условий куль�
тивирования (стандартных или при ОПВ) [8].
Настоящая работа подтверждает полученные
ранее данные, показывая, что уровень Mcl�1 по�
вышается при ингибировании протеасомной
деградации с помощью MG�132.

Последующее изучение интенсивности про�
цессов протеасомной деградации показало, что в
условиях ОПВ происходило снижение активнос�
ти протеасом. Однако, по�видимому, активности
данной системы было достаточно для деграда�
ции короткоживущего белка Mcl�1. Данное об�
стоятельство можно объяснить тем, что клетки в
условиях нехватки питательных веществ могут
блокировать работу протеасом, переходя к про�
цессу «протеафагии» с последующей элимина�
цией протеасом в аутофаго� или лизосомах. Дан�
ный механизм направлен на ослабление энерге�
тически затратного процесса разрушения белков
в условиях ОПВ [34]. При этом использование
ингибитора протеасом приводило к стабилиза�
ции Mcl�1 в условиях ОПВ в клетках U1810, что
говорит о протеасомо�зависимой деградации
данного белка. Отсутствие стабилизации Mcl�1 в

аналогичных условиях в клетках U1810
ATG13КО, вероятно, связано с тем, что наблю�
даемое нами ранее торможение синтеза этого
короткоживущего белка [8], а также запуск апоп�
тотической гибели в нокаутных по аутофагии
клетках [31] не дают возможности восстановить
его внутриклеточный уровень. Необходимо от�
метить, что при усилении клеточной гибели ан�
тиапоптотический белок Mcl�1 подвергается
каспаза�зависимому расщеплению [35�36], что
препятствует его накоплению в клетках линии
U1810 ATG13KO даже при действии MG�132.

Таким образом, полученные данные о меха�
низме деградации Mcl�1 в условиях ОПВ могут
внести вклад в понимание процессов жизнедея�
тельности опухолевых клеток и развитие новых
терапевтических стратегий онкологических за�
болеваний. Так, в настоящее время активно ис�
следуются возможности корректировки пита�
ния или использования химических миметиков
ОПВ при лечении некоторых заболеваний [37].
Эффективность подобных подходов будет в том
числе определяться балансом апоптотических и
аутофагических факторов. Следовательно, ко�
роткоживущий антиапоптотический белок Mcl�
1 может быть существенным прогностическим
фактором для оценки успешности таких подхо�
дов в терапии.
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The antiapoptotic protein Mcl�1, which is an attractive target for cancer treatment, is degraded under nutrient depri�
vation conditions in different types of cancer. This process sensitizes cancer cells to chemotherapy. It has been found
that nutrient deprivation leads to suppression of Mcl�1 synthesis; however, the mechanisms of Mcl�1 degradation
under such conditions remain to be elucidated. In this study, we have investigated the contribution of autophagy and
proteasomal degradation to the regulation of the level of Mcl�1 protein under nutrient deprivation conditions. We
found that these circumstances cause a decrease in the level of Mcl�1 in cancer cells in a macroautophagy�indepen�
dent manner via proteasomal degradation.
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BNIP3 – белок семейства Bcl�2, участвующий в регуляции различных видов клеточной гибели, включая
апоптоз и аутофагию. Однако его роль в этих процессах остается до конца не изученной и зависит от типа
раковых клеток и факторов среды (рН, уровень О2 и т.д.). В данной работе исследовали роль белка BNIP3 в
регуляции апоптоза клеток аденокарциномы лёгкого. Показано, что подавление экспрессии BNIP3 приво�
дит к угнетению клеточного дыхания и стимуляции продукции митохондриальных активных форм кисло�
рода, что может потенциально повлиять на клеточную гибель. Обнаружено, что выход цитохрома с из ми�
тохондрий при индукции апоптоза цисплатином в клетках с нокаутом и нокдауном по BNIP3 был выше, чем
в клетках дикого типа. Кроме того, снижение экспрессии BNIP3 приводило к увеличению активности кас�
пазы�3 и, как следствие, накоплению маркера апоптоза – фрагмента р89 ПАРП при индукции цисплатином
в сравнении с клетками дикого типа. Анализ накопления клеток во фракции SubG1 методом проточной ци�
тофлуориметрии подтвердил усиление гибели клеток с нокаутом по BNIP3. Предварительная обработка ан�
тиоксидантом Тролоксом не влияла на гибель клеток, что свидетельствует о ее независимости от активных
форм кислорода. Представленные данные указывают на то, что BNIP3, участвуя в контроле качества мито�
хондрий, способен оказывать влияние на митохондриальный путь гибели клеток.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: BNIP3, апоптоз, митофагия, аденокарцинома легкого, цисплатин.
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ВВЕДЕНИЕ

Онкологические заболевания являются од�
ной из основных причин смертности людей в
мире, уступая лишь сердечно�сосудистым, а в
некоторых развитых странах занимают лидиру�
ющую позицию. Наиболее распространённой
причиной такой смертности является рак лёгко�
го: ежегодно от него умирает более 1,5 млн чело�
век. Важнейшей причиной развития рака лёгко�
го признаётся курение, однако самый распрост�
ранённый тип – аденокарцинома лёгкого
(АКЛ) – в большей степени, чем другие виды,
ассоциирована с генетической предрасполо�
женностью и воздействием внешних факторов
среды [1]. Раскрытие механизмов функциони�
рования и гибели опухолевых клеток на приме�

ре рака лёгкого является важной задачей при
разработке новых терапевтических препаратов,
в том числе таргетной терапии.

Злокачественные опухоли развиваются из�за
перерождения нормальных клеток в результате
мутаций, как усиливающих пролиферацию, так
и подавляющих механизмы гибели клеток. В
процессах клеточной гибели важную роль игра�
ет семейство белков Bcl�2, функционально раз�
деляющееся на про� и антиапоптотические бел�
ки. Среди проапоптотических представителей
Bcl�2 семейства структурно выделяют белки,
имеющие один из четырех доменов, а именно
BH3�домен, т.н. «BH3�only» белки, регулирую�
щие активности как про�, так и антиапоптоти�
ческих членов данного семейства [2]. Один из
представителей подгруппы «BH3�only», BNIP3

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АКЛ – аденокарцинома лёгкого; ПАРП – поли(АДФ�рибоза)�полимераза; ГАФДГ – гли�
церальдегид�3�фосфат дегидрогеназа; КЦХФ – карбонилцианид�m�хлорфенилгидразон; СПК – скорость потребления
кислорода; HRE – фактор, чувствительный к гипоксии (hypoxia responsible element); HIF�1 – фактор, индуцируемый ги�
поксией (hypoxia inducible factor); siRNA – малые интерферирующие РНК (small interfering RNA); мтАФК – митохондри�
альные активные формы кислорода; ЭТЦ – электрон�транспортная цепь; wt – wild type (дикий тип).

* Адресат для корреспонденции.
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(Bcl�2/adenovirus E1B 19 kDa�interacting protein 3)
представляет собой белок с мол. массой 21,5 кДа
и состоит из четырех основных доменов: PEST�
домена на N�конце, атипичного BH3�домена,
консервативного домена (CD) и трансмембран�
ного домена (ТМ) на С�конце [3]. BH3�домен
определяет способность BNIP3 связываться с
комплексами Bcl�2/Beclin�1 и Bcl�XL/ Beclin�1,
что приводит к высвобождению Beclin�1 и сти�
муляции аутофагии [4]. Регуляция клеточной ги�
бели обеспечивается С�концевым ТМ�доменом,
которым белок прикрепляется к наружной
мембране митохондрии [3]. Благодаря ТМ�до�
мену BNIP3 способен взаимодействовать с Bcl�2
и Bcl�XL, блокируя их антиапоптотическое
действие [5]. Помимо этого, BNIP3 модулирует
убиквитин� и рецептор�зависимую митофагию,
а также способствует транслокации E3 убикви�
тинлигазы Parkin в митохондрии, тем самым за�
пуская убиквитин�зависимый тип митофагии
[6]. BNIP3 способен напрямую связываться с ау�
тофагическим белком LC3 на мембранах фаго�
фора, обеспечивая перемещение митохондрий
внутрь аутофагосомы для последующей их дег�
радации [7].

Развитие опухолей в организме зачастую
проходит в условиях гипоксии. Промотор
BNIP3 включает в себя чувствительный к ги�
поксии элемент (HRE), с которым связывается
фактор, индуцируемый гипоксией 1 (HIF�1),
что приводит к увеличению транскрипции
мРНК и последующему накоплению BNIP3 [8].
Накопление BNIP3 приводит к активации ауто�
фагии и адаптации клетки к гипоксическим ус�
ловиям. Таким образом, BNIP3, регулируя кле�
точную гибель в условиях нехватки кислорода,
является потенциально важным белком в про�
цессе канцерогенеза.

Будучи «BH3�only» белком, BNIP3 способен
проявлять проапоптотические функции. Одна�
ко в ряде случаев повышенная экспрессия
BNIP3 коррелирует с более агрессивным фено�
типом опухоли и негативным прогнозом для па�
циентов [8–11]. Вследствие этого его роль в он�
когенезе до сих пор остается неясной и требует
более детального изучения.

Цисплатин – один из препаратов, применя�
емых в послеоперационной химиотерапии рака
легкого, представляет собой платиносодержа�
щее соединение, повреждающее ДНК в резуль�
тате взаимодействия с пуриновыми основания�
ми ДНК [12]. Возникновение устойчивости к
цисплатину у опухолевых клеток является серь�
ёзной медицинской проблемой, требующей ак�
тивного поиска стратегий для ее решения.

В связи с этим целью настоящей работы ста�
ло исследование роли белка BNIP3 в апоптозе,

вызванном цисплатином в клетках АКЛ. Полу�
ченные данные могут не только внести вклад в
фундаментальные знания о механизмах клеточ�
ной гибели, но и способствовать разработке но�
вых подходов к персонифицированной меди�
цине.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия культивирования и индукция гибели
клеток. Клетки АКЛ человека линий A549 и
Н23, полученные из коллекции АТСС, культи�
вировали в среде RPMI 1640 («Gibco», США),
содержащей 10%�ную эмбриональную телячью
сыворотку (w/v) («Gibco»), 1%�ный пируват
(w/v) («ПанЭко», Россия), пенициллин/стреп�
томицин (100 ед/мл), гидромицин В
(100 мкг/мл) и генетицин (200 мкг/мл)
(«Gibco»), в атмосфере 5%�ной СО2 при темпе�
ратуре 37°C. По достижении клетками 70%
конфлюентности клеточную гибель индуциро�
вали добавлением цисплатина («Тева», Изра�
иль). В качестве антиоксиданта использовали
водорастворимый аналог витамина Е – Тролокс
(«Roche», Франция). 

Вестерн�блот анализ. Контрольные и обрабо�
танные цисплатином клетки лизировали с по�
мощью RIPA�буфера (25 мM Тris�HCl, 150 мM
NaCl, 1%�ный NP�40, 0,5%�ный дезоксихолат
натрия), содержащего протеазный ингибитор
(«Roche», Франция). Полученные образцы сме�
шивали с Лэммли�буфером и инкубировали при
95°C в течение 5 мин. Разделение белков осуще�
ствляли с помощью электрофореза в полиакри�
ламидном геле (SDS�PAGE). Перенос белков на
нитроцеллюлозную мембрану проводили при
110 В в течение 110 мин, далее мембраны поме�
щали в 5%�ный раствор обезжиренного молока,
растворенного в буфере TBST (20 мM Tris,
150 мM NaCl, 0,1%�ный Tween 20, pH 7,4), на
45 мин при комнатной температуре для блоки�
рования неспецифических сайтов связывания с
белком. После этого мембраны отмывали в
TBST (4 × 5 мин) и инкубировали с первичными
антителами при 4°C ~16 ч. После этого мембра�
ну отмывали в TBST (4 × 5 мин), добавляли
раствор вторичных антител в 2,5%�ном обезжи�
ренном молоке и инкубировали в течение часа
при комнатной температуре. Мембрану отмыва�
ли (4 × 5 мин) в TBST, и детектировали сигнал с
помощью ECL субстрата. Регистрация хемилю�
минесценции и анализ изображения проводили
на приборе ChemiDocTM XRS+System («Bio�
Rad», США). Концентрацию белков определяли
с помощью BCA Protein Assay Kit («Thermo
Scientific», США). В работе использовали следу�

10  БИОХИМИЯ  том  85  вып.  10  2020

1465



ГОРБУНОВА и др.

ющие первичные антитела в указанном разведе�
нии: цитохром c 1 : 1000 (11940, «Cell Signaling»,
Нидерланды), ПАРП 1 : 1000 (7150, «Santa Cruz
Biotechnology», США), р89�ПАРП 1 : 1000 (9541,
«Cell Signaling»), BNIP3 1 : 1000 (44060, «Cell
Signaling»), Винкулин 1 : 10 000 (129002,
«Abcam», Великобритания), и 1 : 1000 ГАФДГ
(5174, «Cell Signaling»). В экспериментах также
применяли вторичные антитела против мыши�
ных (ab205719, «Abcam») и кроличьих (ab205718,
«Abcam») иммуноглобулинов в разведении
1:5000.

Создание клеточных линий с нокаутом и нокда�
уном по BNIP3. Для получения стабильной кле�
точной линии с нокаутом по BNIP3, клетки A549
и H23 трансфицировали вектором CRISPR/Cas9
KоBNIP3 Plasmid («Santa Cruz Biotechnology»,
США) с использованием липофектамина LTX
(«Thermo Fisher Scientific», США). Далее прово�
дили отбор флуоресцирующих клонов, содержа�
щих вектор CRISPR/Cas9 KоBNIP3, на сортере
FACS Aria III (BD, США) и осуществляли их
дальнейшее культивирование.

Для получения линии с нокдауном по BNIP3
клетки A549 и Н23 трансфицировали малыми
интерферирующими РНК (siRNA) (CUCGGU�
UUCUAUUUAUAAU) (100 нМ) с использова�
нием липофектамина RNAiMAX («Thermo
Fisher Scientific»). Качество нокаута и нокдауна
по BNIP3 оценивали с помощью Вестерн�блот
анализа.

Измерение интенсивности митохондриального
дыхания. 12 000 клеток рассаживали на 96�лу�
ночный планшет («Seahorse Bioscience», США) в
стандартной среде RPMI 1640, по достижении
70–80% конфлюентности клетки промывали, а
затем инкубировали в среде Seahorse XF (25 мМ
глюкозы, 2 мМ глутамина и 1 мМ пирувата нат�
рия; pH 7,4) 1 ч при 37°C. Оценку скорости пот�
ребления кислорода (СПК) клетками в реаль�
ном времени проводили с помощью прибора
Seahorse XF Extracellular Flux Analyzer (США). В
процессе оценки дыхания к клеткам добавля�
ли последовательно 1,25 мкМ олигомицина,
1,25 мкМ карбонилцианид�m�хлорфенилгидра�
зона (КЦХФ) и 1,25 мкМ ротенона/антимицина
А, что позволяло оценить исходную скорость
дыхания, связанного с синтезом АТФ, протон�
ную проводимость мембраны и резервную ем�
кости дыхательной цепи. Полученные данные
были нормализованы в расчете на общее содер�
жание белка в каждой лунке.

Получение цитозольной и митохондриальной
фракций белков. Собранные с планшетов клетки
после осаждения суспендировали в буфере для
фракционирования (150 мM KCl, 1 мM MgCl2,
0,2 мM EGTA, 0,01%�ный дигитонин, 5 мM Тris,

pH 7,5) и инкубировали при комнатной темпе�
ратуре 15 мин. Затем пробы центрифугировали
при 15 000 g 10 мин, что позволяло отделить ци�
тозольную фракцию (надосадочная жидкость)
от митохондриальной (осадок). Анализ белков
из данных фракций проводили методом Вес�
терн�блот.

Измерение уровня митохондриальных актив�
ных форм кислорода. Продукцию митохондри�
альных активных форм кислорода в клетках
оценивали с помощью красителя MitoSOX™
Red («Molecular Probes», США) с использовани�
ем проточного цитофлуориметра FACS Canto II
(«BD», США), согласно инструкции производи�
теля. 

Оценка гибели клеток по размеру популяции
SubG1. После осаждения клетки ресуспендиро�
вали в DPBS, добавляли холодный 70%�ный
этанол по капле при непрерывном перемешива�
нии, после чего инкубировали не менее 60 мин
при температуре –20°С. Перед измерением
клетки осаждали, ресуспендировали в DPBS,
добавляли пропидий йодид (50 мкг/мл) и РНКа�
зу А (100 мкг/мл), инкубировали 15 мин, затем
анализировали на проточном цитометре FACS
Canto II («BD»).

Измерение активности каспазы�3. Клетки
после обработки осаждали центрифугировани�
ем и осадок ресуспендировали в 100 мкл DPBS;
по 25 мкл переносили в три лунки 96�луночного
планшета, оставшиеся 25 мкл использовали для
измерения белка с помощью BCA Protein Assay
Kit («Thermo Fisher Scientific») для последующей
нормализации полученных значений каспазной
активности. Далее добавляли к суспензии кле�
ток 75 мкл буфера (100 мM HEPES, 10%�ная са�
хароза, 0,1%�ный Chaps, 5 мM DTT, 0,001%�ный
NP�40), содержащего флуоресцентный субстрат
(40 мкM DEVD�AMC) для измерения активнос�
ти каспазы�3. Флуоресценцию измеряли на
приборе Varioskan Flash («Thermo Fisher
Scientific»), длина волны поглощения – 380 нм,
длина волны испускания – 460 нм. Измерения
проводили в течение 30 мин с интервалом в
1 мин при 37°С.

Статистическая обработка данных. Экспери�
менты были выполнены в трех повторах, резуль�
таты представлены в виде среднего значения ±
± стандартное отклонение. Сравнение результа�
тов проводили с использованием two�way
ANOVA (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Получение клеточных линий с нокаутом и
нокдауном по BNIP3. Для изучения роли белка
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BNIP3 в регуляции гибели клеток АКЛ были
созданы линии клеток А549 и Н23, в которых
экспрессия BNIP3 была выключена с использо�
ванием методики CRISPR/Cas9. Для исключе�
ния неспецифических (off�target) эффектов
CRISPR/Cas9 системы вследствие неспецифи�
ческой активности эндонуклеазы Cas9 экспе�
рименты также проводили с использованием
таргетной к мРНК BNIP3 siRNA. Как показал
анализ, оба метода приводили к значительному
снижению содержания белка BNIP3 (рис. 1, а).
BNIP3 на 56% гомологичен другому представи�
телю семейства Bcl�2 – BNIP3L/NIX [13]. Од�
нако применяемые нами методы нокаута и нок�
дауна BNIP3 не приводили к изменению уров�
ня BNIP3L/NIX, что позволило направленно
изучить вклад BNIP3 в процессы клеточной ги�
бели. 

Являясь адаптерным белком, обеспечиваю�
щим утилизацию поврежденных митохондрий в
аутофагосоме, BNIP3 участвует в митофагии,
контролируя качество митохондрий. Логично
предположить, что подавление экспрессии
BNIP3 может ослабить процесс митофагии и
привести к появлению дефектных органелл, не
способных адекватно обеспечивать энергией
клетку. Для проверки этого предположения на�
ми была проведена оценка функциональной ак�
тивности митохондрий, в частности дыхания
органелл с помощью прибора Seahorse Analyzer,
позволяющего оценивать потребление кислоро�

да митохондриями в клетке in situ. Выяснилось,
что нокаут BNIP3 приводил к угнетению как ба�
зального (~ в 2,5 раза), так и максимально воз�
можного, стимулируемого протонофором
КЦХФ, дыхания (~ в 7 раз) (рис. 1, б, в). По всей
вероятности, снижение потребления кислорода
клетками после нокаута BNIP3 обусловлено не
снижением содержания митохондрий в клетке,
а угнетением митофагии, в результате чего пов�
режденные и слабодышащие, митохондрии не
утилизируются, но вносят вклад в снижение ды�
хания клеток.

Влияние BNIP3 на выход цитохрома с из ми�
тохондрий при индукции цисплатином. Одним из
основных событий митохондриального пути
апоптоза является выход цитохрома с из межмем�
бранного пространства органелл. Оказавшись в
цитозоле, цитохром с принимает участие в соз�
дании комплекса апоптосомы, в которой проис�
ходит активация каспазного каскада [14]. Мож�
но предположить, что в условиях подавления
митофагии, вызванной снижением уровня
BNIP3, появится популяция митохондрий более
чувствительная к пермеабилизации внешней
мембраны в условиях индукции апоптоза. 

Оценку выхода цитохрома с при апоптозе,
вызванном цисплатином (30 мкМ), исследовали
в клетках A549 как дикого типа, так и с нокаутом
(A549 KоBNIP3) и нокдауном (A549 siBNIP3)
BNIP3. Результаты исследования показали, что
выход цитохрома с из митохондрий в клетках с
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Рис. 1. а – Вестерн�блот анализ содержания белка BNIP3 в клетках дикого типа и дефицитных по гену BNIP3; б – оцен�
ка потребления кислорода клетками дикого типа и с дефицитом BNIP3. Инъекции олигомицина, КЦХФ и антимицина с
ротеноном соответствуют стрелкам 1, 2 и 3 соответственно; в – гистограмма, отражающая максимальный (стимулируе�
мый КЦХФ) и базальный уровни дыхания; СПК (пмоль/мин/мг белка) – скорость поглощения кислорода, нормализо�
ванная на общее содержание белка в пробе. Эксперименты были выполнены в трех повторах
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нокаутом и нокдауном по BNIP3 был более вы�
ражен, чем в контрольных клетках (рис. 2, а–г).
При этом разницы между клетками с нокаутом и
с нокдауном по BNIP3 не наблюдалось, поэтому
дальнейшие эксперименты проводились на ли�
нии A549 KоBNIP3 со стабильно подавленной
экспрессией BNIP3.

Оценка цисплатин�индуцированного апоптоза
в линиях клеток со сниженной экспрессией
BNIP3. Выход цитохрома с приводит к стимуля�
ции каспазного каскада и активации эффектор�
ной каспазы�3, ответственной за появление био�
химических и морфологических признаков
апоптоза. Оценка показала, что подавление
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Рис. 2. Вестерн�блот�анализ содержания цитохрома с в цитозольной (цито) и митохондриальной (мито) фракциях линий
A549 wt и A549 KoBNIP3 (а), A549 wt и A549 siBNIP3 (б) спустя 24 ч после индукции апоптоза цисплатином, и их денси�
тометрическая оценка (в, г). Винкулин использовали в качестве контроля загрузки белка, относительно которого рассчи�
тывали уровень цитохрома с. Эксперименты были выполнены в трех повторах

Рис. 3. Анализ активности каспазы�3 в клетках линий А549 (а) и Н23 (б) дикого типа и со сниженной экспрессией BNIP3.
Активность каспазы�3 нормализировали на уровень белка в образцах. Вестерн�блот маркера апоптоза – ПАРП (в) и гис�
тограмма, соответствующая денситометрическому анализу уровня р89 ПАРП (г), в клетках линии A549 wt и A549
KoBNIP3 через 24 ч после индукции цисплатином. ГАФДГ использовали как контроль загрузки белка, относительно ко�
торого рассчитывали уровень р89 ПАРП. Эксперименты были выполнены в трех повторах
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экспрессии BNIP3 в клетках линий А549 и Н23
статистически достоверно приводило к стиму�
ляции активности каспазы�3 спустя 24 ч после
индукции апоптоза (рис. 3, а, б). Одной из ми�
шеней эффекторных каспаз является по�
ли(АДФ�рибоза)�полимераза (ПАРП). Расщеп�
ление ПАРП и появление фрагмента в 89 кДа
(р89) относится к характерным признакам апоп�
тотической гибели клетки. Анализ расщепления
ПАРП также продемонстрировал повышенноe
накоплениe фрагмента р89 ПАРП в нокаутных
клетках по сравнению с диким типом
(рис. 3, в, г).

В дополнение к описанным выше признакам
апоптоза был произведён анализ популяции
SubG1 в клетках A549 wt и A549 KоBNIP3 мето�
дом проточной цитофлуориметрии. Популяция
SubG1 отражает апоптотическую фракцию кле�
ток, содержащих фрагментированную ДНК.
Исследование показало, что в клетках дикого
типа популяция SubG1 составляла 11,8%, в то
время как в нокаутной линии она была в два ра�
за выше – 26,3%. Таким образом, нами выявле�
но значительное усиление чувствительности к
цисплатину в клетках, дефицитных по BNIP3,
по сравнению с клетками дикого типа спустя
24 ч после индукции апоптоза (рис. 4), что со�
гласуется с данными, полученными при оценке
активности каспазы�3 и расщепления ПАРП.

Изменение уровня митохондриальных актив�
ных форм кислорода при нокауте BNIP3. Выход
цитохрома с из митохондрий способен вызвать
нарушение в функционировании дыхательной

цепи, что ведет к утечке электронов и образова�
нию супероксидного радикала [15]. Кроме того,
цисплатин может вызывать образование мтАФК
в результате непосредственного воздействия на
митохондрии [16]. Это, в свою очередь, может
внести вклад в стимуляцию клеточной гибели.
Действительно, оценка содержания митохонд�
риальных активных форм кислорода (мтАФК) с
помощью метода проточной цитометрии после
окрашивания флуоресцентным красителем
MitoSox Red показала, что в клетках A549
KoBNIP3 их уровень после индукции апоптоза
цисплатином был практически в два раза выше
по сравнению с клетками дикого типа (рис. 5).
Анализ проводился через 6, 12, 16 и 24 ч после
индукции апоптоза. Для репрезентативности
была выбрана точка 16 ч, так как именно в этот
временной интервал наблюдалась максималь�
ная разница в уровне мтАФК между линиями
A549 wt и A549 KoBNIP3.

Для оценки вклада мтАФК в усиление апоп�
тоза в линии, нокаутной по BNIP3, нами был
проведен эксперимент с дополнительной обра�
боткой клеток антиоксидантом Тролоксом, во�
дорастворимым аналогом витамина Е. Тролокс
способен предотвращать апоптоз, вызванный
окислительным стрессом, индуцируемым ши�
роким спектром токсических агентов в различ�
ных внутриклеточных компартментах [17].
Клетки линии A549 wt и A549 KoBNIP3 2 ч ин�
кубировали с различными концентрациями
Тролокса в диапазоне от 100 до 500 мкМ, после
чего подвергали индукции цисплатином в тече�
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Рис. 4. Цитометрический анализ уровня апоптотической популяции SubG1 (а) клеток линии A549 wt и A549 KoBNIP3 че�
рез 24 ч после индукции цисплатином и гистограмма, соответствующая полученным результатам (б). Цитометрия была
выполнена в трех повторах
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ние 24 ч. Данные эксперимента показали, что
присутствие антиоксиданта не влияло на обра�
зование фрагмента р89 ПАРП в условиях индук�
ции апоптоза (рис. 6). Отсутствие эффекта Тро�
локса на цисплатин�индуцированную гибель
клеток линии A549 wt и A549 KoBNIP3 можно
объяснить тем, что продукция АФК является
лишь следствием пермеабилизации митохонд�
риальной мембраны и не вносит сколь�либо су�
щественный вклад в прогрессию апоптоза.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Стимуляция апоптоза воздействием на ми�
тохондрии показала себя действенной стратеги�

ей утилизации опухолевых клеток [15, 18]. Пов�
реждение митохондрий, дестабилизация внеш�
ней мембраны, стимуляция образования АФК –
все это способствует индукции митохондриаль�
ного пути апоптоза. Однако в клетке существу�
ют системы, ответственные за поддержание
контроля качества органелл. Работа этих систем
по утилизации митохондрий, не справляющих�
ся со своими функциями, способна снизить эф�
фективность терапии. Важную роль в поддержа�
нии качества митохондрий и, следовательно, их
функции как регуляторов клеточной гибели,
контролируемой выходом цитохрома с в цито�
плазму, играют белки системы митофагии, такие
как PINK1�Parkin, BNIP3�Nix, а также деацети�
лазы семейства Сиртуинов (Sirt1�5), прямо или
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Рис. 6. Вестерн�блот�анализ маркера апоптоза – ПАРП (а) и гистограмма, соответствующая денситометрическому ана�
лизу уровня р89 ПАРП (б) в клетках линии A549 wt и A549 KoBNIP3. Тубулин использовали как контроль загрузки белка,
относительно которого рассчитывали уровень р89 ПАРП. Эксперимент был выполнен в трех повторах

Рис. 5. Оценка мтАФК (а) в клетках линии A549 wt и A549 KoBNIP3 через 16 ч после индукции цисплатином и гистограм�
ма, соответствующая полученным результатам (б). Цитометрия была выполнена в трех повторах
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опосредованно контролирующие митохондри�
альную аутофагию – митофагию [19]. Было по�
казано, что накопление поврежденных митохо�
ндрий в результате ингибирования PINK1�
Parkin� и Sirt3�зависимой митофагии способно
усилить чувствительность к программируемой
гибели клеток [20, 21]. Аналогичную роль регу�
лятора митофагии играет белок BNIP3. Можно
предположить, что он также потенциально спо�
собен регулировать гибель клеток, в частности
апоптоз. В наших экспериментах клетки, дефи�
цитные по BNIP3, демонстрировали понижен�
ный уровень митохондриального дыхания по
сравнению с клетками дикого типа вследствие
того, что повреждённые митохондрии не удаля�
лись из них (рис. 1). Присутствие в клетке попу�
ляции дефектных митохондрий делало ее более
чувствительной к токсическим агентам.
Действительно, нокаут по BNIP3 и, как след�
ствие, подавление BNIP3�зависимой митофа�
гии, существенно стимулировал выход цитохро�
ма с в условиях индукции апоптоза (рис. 2). Это
вызывало более интенсивную каспазную актив�
ность, что оценивалось как непосредственно,
так и по накоплению продуктов расщепления
одной из мишеней каспазы�3 – ПАРП и появле�
нию фрагмента р89 ПАРП (рис. 3). Известно,
что регулятор клеточного цикла белок р53 вы�
полняет онкосупрессорную функцию, что мо�
жет вносить вклад в ответ на стимуляцию кле�
точной гибели. Нами было установлено, что от�
ношение фосфорилированной формы р53 (р�
р53) к исходному белку увеличивается в присут�
ствии цисплатина одинаково вне зависимости
от присутствия BNIP3 как в клетках А549, так и
Н23. Отсутствие разницы в отношении р�р53 к
р53 в клеточных линиях АКЛ дикого типа и де�
фицитных по BNIP3 дает основание предполо�
жить о р53�независимом механизме гибели кле�
ток в процессе BNIP3�регулируемого апоптоза.

Данные, полученные нами на клетках АКЛ,
согласуются с результатами, показанными как
на опухолевых, так и на нормальных клетках
[11, 22]. Клетки, имеющие поврежденные мито�
хондрии с пониженным уровнем дыхания, более
чувствительны к индукции апоптоза, что объяс�
няется дестабилизацией электрон�транспорт�
ной цепи (ЭТЦ) и облегчению выхода цитохро�
ма с [17, 23, 24]. Известно, что выход цитохрома
с из митохондрий в цитоплазму приводит к бло�
кированию переноса электронов в ЭТЦ и утечке
электронов с образованием супероксидрадикала
[25]. В наших условиях нокаут по BNIP3 приво�
дил к появлению в клетках АФК в результате как
блокирования дыхательной цепи, так и подав�
ленной митофагии. В ряде исследований было
продемонстрировано, что повышенный уровень

мтАФК приводит к усилению клеточной гибели,
в том числе и апоптозу [26–28]. Вместе с тем,
имеются данные об отсутствии значимых эф�
фектов АФК на гибель клеток или, наоборот, о
стимуляции апоптоза при действии антиокси�
дантов в одиночном или совокупном воздей�
ствии с противоопухолевыми препаратами
[29–31]. В наших условиях антиоксидант Тро�
локс не влиял на апоптоз, индуцированный
цисплатином. По всей видимости, увеличение
уровня мтАФК в клетках, погибающих по меха�
низму апоптоза, является лишь следствием на�
рушения ЭТЦ митохондрии, обусловленного
выходом цитохрома с, и связывание мтАФК ан�
тиоксидантом не предотвращает начавшийся
процесс сборки апоптосомы, индуцированной
выходом цитохрома с.

Полученные данные схематически представ�
лены на рис. 7. Подавление экспрессии BNIP3
приводит к появлению поврежденных (дефект�
ных) митохондрий, более подверженных дест�
руктивным изменениям, в процессе индукции
апоптоза. Это облегчает выход цитохрома с, ин�
тенсифицируя последующие этапы апоптозного
каскада, в частности активацию каспазы�3.
Можно предположить, что подавление митофа�
гии в процессе противоопухолевой терапии поз�
волит сделать ее более эффективной.

Снижению эффективности химиотерапии
часто способствует приобретенная резистент�
ность к используемому препарату, в частности к
цисплатину. В этих условиях стимуляция иных
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Рис. 7. Схематическое изображение регуляции цисплатин�
индуцированного мтАФК�независимого апоптоза в клет�
ках, дефицитных по BNIP3
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процессов, прямо или косвенно модулирующих
гибель клеток, может повысить чувствитель�
ность клеток к терапевтическому воздействию.
Как было показано нами ранее, таким процес�
сом может быть митофагия. Так, стимуляция
митофагии подавляла апоптоз, вызванный
цисплатином, тогда как ее ингибирование –
стимулировало гибель клеток [32]. Участие бел�
ка BNIP3 в регуляции митофагии позволяет
предположить, что подавление его экспрессии
даст возможность обойти устойчивость опухоле�
вых клеток к терапевтическим препаратам.

Однако следует иметь в виду, что предполагае�
мый подход, а именно ингибирование экспрес�
сии BNIP3, следует рассматривать с осторож�
ностью. Вполне возможно, что ингибиторы вы�
зовут снижение экспрессии BNIP3 и в нормаль�
ных клетках, что также может вызывать стиму�
ляцию гибели клеток. С этой точки зрения, по�
иски возможности направленного воздействия
на опухолевые клетки с помощью низкомолеку�
лярных соединений позволят обойти эту проб�

лему и помогут в разработке терапии, нацелен�
ной на BNIP3.
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BNIP3 is a member of Bcl�2 family of proteins involved in regulation of various forms of cell death. However, its role
in these processes remains unclear and varies depending on the type of cancer cells and environmental factors (pH,
O2 level, etc.). Here, the role of BNIP3 in apoptosis regulation in lung adenocarcinoma cells was investigated. The
suppressed expression of BNIP3 caused inhibition of oxygen consumption and stimulated production of the mito�
chondrial reactive oxygen species, suggesting the role of BNIP3 in induction of mitochondrial dysfunction and its
potential involvement in regulation of cell death. Indeed, cytochrome c release in the cells with BNIP3 knockout and
knockdown was higher than in the wild�type (WT) upon apoptosis stimulation by cisplatin. Moreover, suppression of
BNIP3 expression led to the increase in the caspase�3 activity and, as a consequence, accumulation of the apoptotic
marker – p89 fragment of poly(ADP�ribose)�polymerase (PARP) – as compared to WT cells. Analysis of the SubG1
population by flow cytometry confirmed the elevated level of apoptosis in the BNIP3 knockout cells. Pretreatment
with the antioxidant Trolox did not affect cell death, indicating that it was independent on reactive oxygen species.
These data show that BNIP3 is involved in maintaining normal functioning of mitochondria and, as a result, can reg�
ulate the mitochondrial pathway of cell death.

Keywords: BNIP3, apoptosis, mitophagy, lung adenocarcinoma, cisplatin
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Тщательно регулируемый баланс между образованием активных форм кислорода (АФК) и их утилизацией
лежит в основе нормального функционирования организма. АФК играют важную роль в регуляции большо%
го числа метаболических процессов, однако превышение их уровня в организме чревато развитием разного
рода заболеваний, в частности, онкологических, что происходит вследствие вызванных АФК мутаций ДНК.
В опухолях повышенный фон кислородных радикалов способствует процессам пролиферации и метастази%
рования. С другой стороны, высокий уровень АФК способен вызывать гибель клеток; это свойство АФК ис%
пользуется в противоопухолевой терапии. Водо% и жирорастворимые антиоксиданты, а также антиоксидант%
ные ферментные системы подавляют появление АФК, однако использовать их следует с осторожностью.
Антиоксиданты могут подавлять зависимую от АФК пролиферацию и метастазирование, но в то же время в
процессе противоопухолевой терапии они будут ингибировать гибель клеток опухоли в случае использова%
ния терапевтических средств, стимулирующих окислительный стресс. Данные по действию антиоксидантов
на гибель опухолевых клеток, а также относительно применения антиоксидантов в качестве диетических
добавок во время противоопухолевой терапии достаточно противоречивы. В обзоре рассмотрены механиз%
мы, согласно которым антиоксиданты могут действовать на опухолевые и здоровые клетки.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: рак, антиоксиданты, канцерогенез, активные формы кислорода, программируемая
гибель клеток, митохондрии.
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ВВЕДЕНИЕ

Развитие опухоли – многоступенчатый про%
цесс, характеризующийся определенными нару%
шениями клеточного метаболизма. Hanahan и
Weinberg [1] выделяют 10 физиологических приз%
наков, отличающих опухолевую клетку от нор%
мальной. Одним из основных признаков являет%
ся подавление процесса программируемой гибе%
ли клеток (ПГК), позволяющего в нормальных

тканях избавляться от клеток, выполнивших
свои функции, а также дефектных и потенциаль%
но опасных клеток. Нарушение этого процесса
чревато развитием опухолей. Одним из наиболее
изученных форм ПГК является апоптоз, препят%
ствующий накоплению клеток с генетическими
отклонениями, что предотвращает опухолевую
трансформацию. Стимуляция апоптоза в опухо%
левых клетках является действенной стратегией
противоопухолевой терапии. Помимо апоптоза в
настоящее время известен целый ряд различных
видов ПГК, различающихся по биохимическим
и морфологическим признакам – некроптоз,
ферроптоз, аутофагическая гибель клетки, анои%
кис [2]. В подавляющем большинстве из них
важную роль в их стимуляции и протекании иг%
рают активные формы кислорода (АФК).
Действие целого ряда противоопухолевых пре%
паратов основано на стимуляции в клетках окис%
лительного стресса и генерации АФК в количе%

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : АФК – активные формы
кислорода; SОD – супероксиддисмутаза; GPx – глутати%
онпероксидаза; NF%κB – ядерный фактор каппа%Би;
TNF%α – фактор некроза опухолей; ПГК – программируе%
мая гибель клеток; NOX – NADPH%оксидаза; МАО – мо%
ноаминоксидаза; HIF – фактор, индуцированный гипок%
сией; MPT – индукция неспецифической проницаемости
митохондриальной мембраны (mitochondrial permeability
transition).

* Адресат для корреспонденции.
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стве, превышающем способности защитных
систем клетки. Стимуляция окислительного
стресса способна инициировать различные фор%
мы гибели клеток, в частности, апоптоз, что ве%
дет к уничтожению опухолевых клеток.

Следует отметить, что АФК не только участ%
вуют в стимуляции апоптоза, но и являются од%
ним из факторов, способствующим возникнове%
нию опухолей. АФК канцерогенны по своей
природе [3]. Окислительное повреждение кле%
точной ДНК способно вызывать мутации и, сле%
довательно, играть важную роль в инициации и
прогрессии многостадийного процесса канце%
рогенеза. Не следует забывать, что на физиоло%
гическом уровне АФК играют роль регуляторов
клеточного метаболизма. Образование АФК в
дыхательной цепи митохондрий, в реакциях с
участием циклооксигеназ, NADPH%оксидаз
(NOX), ксантиноксидаз и липоксигеназ создает
определённый фон АФК и обеспечивает работу
важнейших внутриклеточных процессов, вклю%
чая пролиферацию и дифференциацию.

Накоплению АФК препятствуют антиокси%
дантные системы клетки, а также водо% и жиро%
растворимые антиоксиданты, которые способ%
ны, с одной стороны, подавлять пролиферацию
раковых клеток, а с другой – ингибировать их
гибель в случае использования терапевтических
средств, стимулирующих окислительный стресс.
Данные по действию антиоксидантов на гибель
опухолевых клеток, а также относительно при%
менения антиоксидантов в качестве диетичес%
ких добавок во время противоопухолевой тера%
пии достаточно противоречивы. В настоящем
обзоре рассмотрены механизмы, согласно кото%
рым антиоксиданты могут действовать на опу%
холевые и здоровые клетки.

АКТИВНЫЕ ФОРМЫ КИСЛОРОДА
И ИХ РОЛЬ В ФИЗИОЛОГИИ
И ПАТОЛОГИИ ОРГАНИЗМА

АФК вовлечены в широкий спектр патоло%
гий, включая злокачественные новообразова%
ния, сахарный диабет II типа, атеросклероз,
хронические воспалительные процессы, нару%
шения, вызванные ишемией и последующей ре%
перфузией, а также нейродегенеративные забо%
левания. Клетка не только подвергается воздей%
ствию АФК извне, но и сама продуцирует ради%
калы кислорода. Одним из основных источни%
ков АФК в клетке являются митохондрии.
Обычное четырех электронное восстановление
О2 в дыхательной цепи, в результате чего образу%
ются две молекулы воды, катализируется комп%
лексом IV митохондриальной дыхательной це%

пи. Однако присутствие в цепи переноса элект%
ронов нескольких окислительно%восстанови%
тельных центров (например, в комплексе I и III)
(рис. 1, а) ведет к «утечке» электронов с образо%
ванием супероксид радикала, который можно
рассматривать как предшественник большин%
ства АФК. Такое одноэлектронное восстановле%
ние кислорода термодинамически благоприят%
но для большинства митохондриальных оксидо%
редуктаз [4]. В дополнение к дыхательной цепи,
источником АФК, в частности перекиси водо%
рода (H2O2), служит моноаминоксидаза (МАО)
(рис. 1, б), флавопротеин, локализованный на
внешней мембране митохондрий. МАО катали%
зирует окислительное дезаминирование первич%
ных ароматических аминов наряду с длинноце%
почечными диаминами и третичными цикли%
ческими аминами [5]. Поскольку H2O2 легко
проходит через митохондриальные мембраны,
МАО может способствовать повышению концент%
рации АФК в митохондриальном матриксе и
цитозоле. 

Источником АФК могут быть не только ми%
тохондрии, но и NADPH%оксидазы – фермента%
тивный комплекс, осуществляющий реакцию
окисления NADPH до NADP+ с переносом
электронов с внутренней стороны цитоплазма%
тической мембраны на внешнюю, где из моле%
кулярного кислорода среды образуется суперок%
сид радикал (рис. 1, в) [6]. Один из членов се%
мейства – NOX4 – генерирует H2O2, способную
проникать через мембраны [7]. Стимуляция
экспрессии NOX4 способствует развитию ост%
рой почечной недостаточности [8], что приво%
дит к диабетической нефропатии и почечной
карциноме. В основе этих нарушений лежит
один из видов ПГК, некроптоз – запрограмми%
рованный некроз. 

Следует отметить, что митохондрии являют%
ся не только источником АФК, но также их
чувствительной мишенью. АФК, продуцируе%
мые митохондриями, могут окислять белки и
вызывать перекисное окисление липидов, нару%
шая барьерные свойства биологических мемб%
ран. Одна из мишеней АФК – митохондриаль%
ная ДНК (мтДНК), которая кодирует несколько
ферментов дыхательной цепи митохондрий. В
условиях повышенного образования АФК
(окислительного стресса) уровень окислитель%
но%модифицированных оснований в мтДНК в
10–20 раз выше, чем в ядерной ДНК [9]. Пов%
реждение мтДНК способно приводить к накоп%
лению повреждений дыхательной цепи и, как
следствие, к деэнергизации и гибели клетки.

Неконтролируемое накопление АФК в клет%
ке сдерживается присутствием водо% и жирора%
створимых антиоксидантов (глутатион, витами%
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ны A, C и E и флавоноиды), а также работой
ферментативных систем детоксикации актив%
ных форм кислорода. Так, дисмутация суперок%
сидных радикалов ферментом супероксиддис%
мутазой приводит к образованию H2O2, которая
может впоследствии утилизироваться фермен%
том каталазой или зависимой от глутатиона
ферментной системой, включающей глутатион%
пероксидазу и глутатионредуктазу (рис. 1, г). В
присутствии металлов переменной валентности
H2O2 может разлагаться в реакции Хабе%
ра–Вейсса с образованием высоко реактивного
и токсичного гидроксильного радикала.

Дисбаланс между образованием АФК и уров%
нем антиоксидантной защиты способствует раз%
витию таких патологий как атеросклероз, диа%
бет, фиброз легких, артрит, а также болезней
Альцгеймера, Паркинсона, Хантингтона [6]. В
частности, у мышей с дефицитом медь% и цинк%
содержащей супероксиддисмутазы (Cu%Zn%

SOD) на раннем этапе развития не проявлялись
сколь либо выраженные аномалии, но при этом
возрастал риск развития гепатоцеллюлярной
карциномы из%за усиленной пролиферации и
повреждения жизненно важных макромолекул
вследствие повышенного содержания АФК [10].
Отсутствие Mn%SOD у мышей способствует раз%
витию кардиомиопатии и метаболического аци%
доза, накоплению липидов в скелетной мышце
и печени, что, в конечном итоге, вызывает ле%
тальный исход вскоре после рождения [11]. Эти
данные подчеркивают важнейшую роль Mn%
SOD в регуляции окислительного стресса и сви%
детельствуют о способности АФК при высоких
концентрациях вызывать серьезные поврежде%
ния в клетке.

В физиологических концентрациях АФК иг%
рают регуляторную роль в клеточных метаболи%
ческих процессах, активируя различные фер%
ментативные каскады и транскрипционные
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Рис. 1. Основными источниками активных форм кислорода (АФК) в клетке являются дыхательная цепь митохондрий на
внутренней митохондриальной мембране (а); моноаминоксидаза (MAO) на внешней митохондриальной мембране (б);
NADPH оксидаза на плазматической мембране (в); образование АФК сдерживается антиоксидантными системами клет%
ки – каталазой (Cat), супероксиддисмутазой (SOD), глутатионпероксидазой (GPx) (г); АФК стимулируют пермеабилиза%
цию внешней мембраны митохондрий, запуская митохондриальный путь апоптоза (д); IMM – внутренняя мембрана ми%
тохондрий, OMM – внешняя мембрана митохондрий
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факторы. Несмотря на то, что АФК являются
побочными продуктами дыхания, обладающи%
ми токсичными свойствами и способствующи%
ми развитию многих заболеваний, они вовлече%
ны в процессы регуляции клеточного метабо%
лизма, в частности, пролиферации клеток. Об%
разование АФК происходит при стимуляции
клеток цитокинами, такими как трансформиру%
ющий фактор роста – β1 [12], интерлейкин%1 и
фактор некроза опухолей [13]. Это показывает,
что продукция в цитозоле АФК является регули%
руемым процессом, и АФК служат в качестве
сигнальных молекул, участвующих в многооб%
разных клеточных процессах, включая передачу
сигналов фактора роста, воспаление, вовлече%
ние интегринов, адгезию к внеклеточному мат%
риксу. Подавление образования АФК приводит
к блокировке передачи внутриклеточных сигна%
лов [14].

Процессы образования и детоксикации АФК
сбалансированы в тканях организма. Так, белок
OxyR, экспрессируемый в Salmonella typhimurium
и Escherichia coli, активируемый в результате
окислительной модификации, регулирует, в
свою очередь, транскрипцию генов, отвечаю%
щих за предотвращение окислительного стресса
[15]. Нарушение этого баланса может вызывать
различные формы патологий. Неконтролируе%
мое умеренное повышение содержания АФК
может привести к временной или постоянной
задержке роста, т.е. к репликативному старе%
нию – явлению, связанному с утратой клетками
способности к делению. Тогда как значительное
возрастание уровня АФК в клетке может при%
вести к гибели клетки путем аутофагии, апопто%
за, некроптоза или некроза [16].

АФК И РАК

АФК канцерогенны по своей природе и игра%
ют ведущую роль в развитии злокачественных
новообразований [17]. Многочисленные канце%
рогены способны генерировать АФК в процессе
их метаболизирования. Последующее окисли%
тельное повреждение ядерной и митохондриаль%
ной ДНК приводит к мутациям, что играет важ%
ную роль в инициации и прогрессии канцероге%
неза [3]. Вызванные АФК повреждения ДНК, та%
кие как модификация оснований, нарушение
нуклеотидной последовательности ДНК, непра%
вильное кодирование, дупликация генов и акти%
вация онкогенов, вовлечены в этиологию раз%
личных видов рака. Способность АФК воздей%
ствовать на основные метаболические процессы,
такие как пролиферация, апоптоз, старение,
косвенно влияет на процессы малигнизации. 

Причины повышенного содержания АФК в
клетках опухоли достаточно разнообразны. В
дополнение к АФК, возникающим в результате
утечки электронов из дыхательной цепи мито%
хондрий, образованию АФК в клетке способ%
ствует экспрессия известных онкогенов, таких
как KRAS и MYC [18, 19]. В качестве белков, свя%
зывающих GTP, HRas, KRas и NRas участвуют в
процессе внутриклеточной сигнализации. Од%
нако мутированный KRAS, обнаруживаемый в
30% опухолей, постоянно активирован. Воздей%
ствуя на NADPH%оксидазу, KRas стимулирует
образование АФК, что обеспечивает усиленную
пролиферацию и выживание опухолевых кле%
ток [20].

Стимуляция АФК в клетке способствует пе%
репрограммированию ее метаболизма. Большин%
ство солидных опухолей развиваются в условиях
гипоксии – пониженного содержания кислоро%
да. Это приводит к стабилизации фактора, инду%
цированного гипоксией (HIF, hypoxia%inducible
factor), необходимого для адаптации к новым
условиям [21]. Так, в условиях гипоксии HIF ак%
тивирует гены, обеспечивающие выживание
клеток злокачественной опухоли, а также гены,
регулирующие метаболизм глюкозы, ангиогенез
(например, фактор роста эндотелия сосудов) и
опухолевую инвазию. Следует отметить, что HIF
может стабилизироваться и под действием АФК.
Так, в условиях гипоксии комплекс III дыха%
тельной цепи митохондрий продуцирует избы%
точное количество супероксид радикала, внося
вклад в стабилизацию HIF [22].

Наряду с повышенной продукцией АФК
опухолевыми клетками, для них также характер%
но увеличение активности антиоксидантных
ферментов, что позволяет клеткам избегать ги%
бели, вызванной избытком АФК, в то же время
поддерживая уровень радикалов, способствую%
щий пролиферации и метастазированию [23].
Исследователями была отмечена стимуляция
экспрессии таких антиоксидантных ферментов,
как SOD, глутатионпероксидаза и глутатион%S%
трансфераза в митохондриях клеток колорек%
тального рака человека в сравнении с неопухо%
левыми клетками [24]. При изучении клеток
астроцитомы, глиальной опухоли головного
мозга было обнаружено увеличенное содержа%
ние MnSOD в клетках глиобластомы III и IV
степени злокачественности [25]. В то же время в
клетках астроцитомы II степени злокачествен%
ности не наблюдалось повышения содержания
этого фермента, это свидетельствует о том, что с
увеличением степени злокачественности может
увеличивается как уровень окислительного
стресса в клетках, так и соответствующий уро%
вень защиты. Интересно отметить, что стимуля%
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ция экспрессии MnSOD подавляла рост опухо%
ли путем снижения содержания HIF%1 и факто%
ра роста эндотелия сосудов [26]. Помимо
MnSOD, увеличение содержания SOD наблюда%
лось в клетках карциномы яичников [27]. В до%
полнение к этому было зафиксировано повы%
шенное содержание антиоксиданта глутатиона,
что лежит в основе резистентности клеток кар%
циномы яичников к цисплатину и таксану, сое%
динениям, применяемым в терапии этих опухо%
лей [28].

Важно отметить, что в геноме клеток некото%
рых раковых опухолей могут быть мутации, по%
вышающие антиоксидантную защиту клетки,
что приводит к снижению количества АФК, и,
соответственно, к угнетению апоптоза. Так, бы%
ла обнаружена корреляция между наличием оп%
ределенных аллелей в нескольких «антиоксидант%
ных» генах, регулирующих метаболизм селена и
витамина E, и высоким риском развития рака
простаты [29]. Двухаллельная инактивация гена
KEAP1, часто наблюдаемая в клетках немелко%
клеточного рака легких (НМРЛ), приводит к
конститутивной экспрессии ядерного фактора
Nrf2 (nuclear factor erythroid%2 related factor 2),
ответственного за содержание антиоксидантных
белков, защищающих клетку от окислительного
стресса [30].

Повышенное образование АФК не только
лежит в основе мутагенеза, но и способствует
клеточной пролиферации и последующей опу%
холевой инвазии. Поэтому можно предполо%
жить, что применение антиоксидантов позволи%
ло бы ограничить рост опухоли. Действительно,
как выяснилось, стимуляция экспрессии супер%
оксиддисмутазы способна подавлять пролифе%
рацию как минимум 13 типов опухолей [31]. В
клетках НМРЛ А549, обладающий антиоксида%
нтными свойствами куркумин, подавлял проли%
ферацию, а также повышал содержание SOD и
гамма%глутамилцистеин синтетазы, фермента,
участвующего в синтезе глутатиона [32]. АФК
воздействуют на клеточную пролиферацию раз%
ными путями, используя различные мишени.
Так, повышенная каталитическая активность
протеинкиназы С (PKC) обеспечивает рост опу%
холи и дальнейшую инвазию [33]. Некоторые
изоформы PKC имеют структурные особеннос%
ти, которые делают их восприимчивыми к окис%
лительным модификациям. N%концевая регуля%
торная часть легко окисляется перекисью, в ре%
зультате чего нарушается ее аутоингибирующая
функция и фермент активируется. Это происхо%
дит в определенном диапазоне концентраций
АФК, поскольку избыток АФК ведет к инакти%
вации фермента [34]. Антиоксиданты, такие как
витамин E, куркумин, полифенольные и содер%

жащие селен соединения, воздействуют на C%
концевой домен, модификация которого приво%
дит к снижению ферментативной активности
PKC [35]. Таким образом, антиоксиданты спо%
собны снизить активность PKC в опухолевых
клетках, что может сдерживать их пролифера%
цию и дальнейшее развитие опухоли. Предрас%
положенность к неконтролируемому делению
клеток обусловлена активацией транскрипци%
онного фактора c%Myc, что подавлялось добав%
лением антиоксидантов аскорбиновой кислоты
и митохондриально%направленного витамина E
[36]. Антиоксидант N%ацетил%L%цистеин (NAC)
подавлял развитие привитой B%клеточной лим%
фомы, экспрессирующей c%Myc, при этом сни%
жался и уровень HIF, что говорит о функцио%
нальной взаимосвязи этих транскрипционных
факторов. Действуя согласованно, HIF и c%Myc
способны «перепрограммировать» метаболизм,
синтез белка и клеточный цикл клетки, реализуя
ее адаптационный ответ к пониженному содер%
жанию кислорода [36, 37].

В условиях гипоксии отмечается активация
транскрипционного фактора NF%kB, регулиру%
ющего экспрессию генов, отвечающих за кле%
точную пролиферацию, миграцию и апоптоз
[38]. Активация NF%kB в условиях гипоксии за%
висит от АФК, а добавление антиоксиданта
NAC подавляет образование свободных радика%
лов и блокирует активацию этого фактора [22].
Аналогичным образом обработка фибробластов
с онкогенным Ras антиоксидантом NAC приво%
дит к снижению митотической активности этих
клеток [18].

Неоднократно была отмечена способность
опухолевых клеток к усиленной пролиферации,
в основе которой лежала реализация пути, конт%
ролирующего активность белка ретинобласто%
мы (pRb) [39]. В норме данный белок ограничи%
вает клеточную пролиферацию, связываясь с
транскрипционным фактором E2F и ингибируя
его, в результате чего pRb приостанавливает
репликацию ДНК и не дает клетке перейти в S%
фазу клеточного цикла [40]. В случае фосфори%
лирования pRb он становится неактивен, и
клетка переходит из G1 в фазу S [41]. При онко%
генезе компоненты Rb%E2F пути часто модифи%
цируются, в ходе чего стимулируется неконтро%
лируемая клеточная пролиферация. Мутации
гена, кодирующего pRb, выполняющего функ%
ции супрессора опухолей, либо компонентов,
регулирующих путь CDK%Rb%E2F, обнаружены
практически во всех опухолях человека. В ис%
следовании влияния природного антиоксидан%
та, полученного из экстракта шпината, на клет%
ки рака предстательной железы была обнаруже%
на задержка клеточного цикла в G1%фазе [42].
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Более того, в клетках была снижена экспрессия
E2F, а также наблюдалось пониженное содержа%
ние фосфорилированной формы pRb. В недав%
нем исследовании было изучено влияние анти%
оксидантa эпигаллокатехин%3%галлата (относит%
ся к группе флавоноидов), содержащемся в зе%
леном чае, на клетки миелоидного лейкоза, в
ходе чего также наблюдали снижение клеточной
пролиферации наряду с повышенной экспрес%
сией pRb и ингибированием связывания E2F с
ДНК [43].

Нельзя не отметить, что использование ан%
тиоксидантов для подавления роста опухоли
следует проводить крайне осторожно, посколь%
ку зачастую антиоксиданты способны, напро%
тив, стимулировать рост опухоли. Так, на мы%
шиных моделях рака легких, вызванного
экспрессией BRAF и KRAS, добавка к рациону
антиоксидантов NAC и витамина E значительно
стимулировала прогрессию опухоли и снижала
выживаемость. Как и ожидалось, антиоксидан%
ты снижали содержание АФК и повреждение
ДНК, но помимо этого они снижали экспрес%
сию р53 [44]. Причем инактивация р53 имела та%
кие же последствия, как и использование анти%
оксидантов. По мнению авторов, антиоксидан%
ты могут способствовать росту опухоли на ран%
них стадиях, либо даже в предраковом состоя%
нии у групп с определенной степенью риска, в
частности, у курильщиков или пациентов с за%
болеванием легких. Антиоксиданты не только
способствуют росту опухоли, но и стимулируют
процессы метастазирования. Это происходит
вследствие стабилизации транскрипционного
фактора BACH1, активирующего транскрип%
цию гексокиназы II и GAPDH, что повышает
вклад гликолиза в энергетику клетки и стимули%
рует процесс зависимого от гликолиза метаста%
зирования [45]. Ведущую роль в этом процессе
играет белок Nrf2, активирующий метастазиро%
вание путем подавления деградации BACH1
[46].

Таким образом, повышенное содержание
АФК в клетках опухоли способствует не только
стабильной клеточной пролиферации и после%
дующей опухолевой инвазии [47], но и приоб%
ретению устойчивости этих клеток к химиоте%
рапевтическим препаратам, предполагающим
их элиминацию посредством стимуляции окис%
лительного стресса. Антиоксиданты можно рас%
сматривать в качестве агентов, способных сни%
жать интенсивность пролиферативных сигна%
лов в опухолевых клетках. Однако если защит%
ные системы не справляются, а образование
АФК происходит слишком интенсивно, это мо%
жет привести к гибели клеток, в частности к
апоптозу.

МЕХАНИЗМЫ АПОПТОЗА

Различают два пути индукции апоптоза: ре%
цептор%зависимый сигнальный путь (внешний)
и митохондриальный (внутренний) [48]. Внеш%
ний путь реализуется с участием рецепторов
клеточной смерти. Внутренний путь включает в
себя пермеабилизацию внешней митохондри%
альной мембраны с последующим выходом ци%
тохрома с и других белков из межмембранного
пространства митохондрий. Оказавшись в цито%
золе, цитохром с взаимодействует в присутствии
dATP с его адаптерной молекулой, фактором,
активирующим апоптотические протеазы (Apaf%
1, apoptotic protease activating factor%1), что при%
водит к образованию комплекса апоптосомы, в
которой происходит процессинг и активация
каспазы%9. Активная каспаза%9, в свою очередь,
расщепляет и активирует каспазу%3 и каспазу%7.
Следовательно, пермеабилизация внешней
мембраны митохондрий является решающим
событием индукции митохондриального пути
апоптоза (рис. 1, д).

Митохондрии могут участвовать и во внеш%
нем пути активации гибели клеток. Так, каспа%
за%8 способна расщеплять не только каспазу%3,
но и цитозольный белок Bid. Усеченная форма
этого белка tBid (truncated Bid) способствует
олигомеризации белков Bax или Bak и встраива%
нию их во внешнюю мембрану митохондрий с
образованием неспецифической поры, через
которую, как сказано выше, белки из межмемб%
ранного пространства митохондрий выходят в
цитозоль. Антиапоптотические белки семейства
Bcl%2 на уровне митохондрий способны связы%
вать проапоптотические, блокируя образование
поры, и, соответственно, индукцию апопто%
за [49].

В ряде случаев выход цитохрома с происхо%
дит по пути, независимому от белков Bax или
Bak [50]. Пермеабилизация может происходить
вследствие индукции так называемой неспеци%
фической проницаемости митохондриальной
мембраны (mitochondrial plermeability transition,
MPT) вследствие открытия неспецифической
поры во внутренней мембране митохондрий
[51]. Открытие сопровождается падением мемб%
ранного потенциала, неконтролируемым пос%
туплением воды и растворенных веществ в мат%
рикс митохондрий, что ведет к набуханию орга%
нелл. Вследствие набухания внутренняя мемб%
рана расправляется, вызывая разрыв внешней
мембраны и выход белков из межмембранного
пространства в цитозоль. Этот механизм перме%
абилизации внешней митохондриальной мемб%
раны более характерен для некротической гибе%
ли клеток, однако в ряде случаев наблюдается и
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при апоптозе, в частности, когда пермеабилиза%
ции подвергается небольшая субпопуляция ми%
тохондрий, находящихся в зонах повышенной
концентрации ионов кальция (например, в не%
посредственной близости от эндоплазматичес%
кого ретикулума), в то время как большая их
часть остается интактной.

Таким образом, сохраняя интактность мито%
хондрий, можно предотвратить развитие гибели
клеток, тогда как воздействие на митохондрии с
целью пермеабилизации внешней митохондри%
альной мембраны может стимулировать клеточ%
ную гибель.

УЧАСТИЕ АФК В ГИБЕЛИ КЛЕТКИ

Как отмечалось выше, ключевое событие
митохондриального пути апоптоза – выход ци%
тохрома с из митохондрий – может быть опосре%
дован как проапоптотическими белками семей%
ства Bcl%2, так и открытием неспецифической
поры во внутренней митохондриальной мемб%
ране. АФК способны стимулировать оба из этих
путей. Так, АФК способствуют открытию неспе%
цифической поры во внутренней мембране ми%
тохондрий вследствие окисления тиоловых
групп переносчика адениновых нуклеотидов,
одного из структурных компонентов поры [52].
Последующее набухание органелл и разрыв
внешней митохондриальной мембраны приво%
дят к выходу проапоптотических факторов
(рис. 2, а). С другой стороны, АФК вызывают
образование дисульфидных мостиков между мо%
номерами Bax, что облегчает его встраивание во
внешнюю мембрану с образованием поры [53]

(рис. 2, б). Кроме того, АФК способны окислять
кардиолипин, связывающий цитохром с
(рис. 2, в), что не только увеличивает пул сво%
бодного цитохрома с [54], но и способствует вы%
ходу проапоптотических факторов из митохон%
дрий [55].

АФК могут также образовываться и в про%
цессе апоптоза, что в данном случае является не
причиной, а следствием индукции гибели кле%
ток. Так, выход цитохрома с приводит к наруше%
нию работы дыхательной цепи, что стимулирует
утечку электронов с образованием супероксид
радикала [56]. Кроме того, в качестве проокси%
данта может выступать сам цитохром с, способ%
ный окислять связанный с ним кардиолипин во
внутренней митохондриальной мембране [54].
Окисление катализируется благодаря перокси%
дазной активности цитохрома с. Образование
АФК происходит и при стимуляции внешнего
пути апоптоза воздействием на TNF%рецепторы
для формирования сигнала, индуцирующего
апоптоз [57]. Одним из объяснений этому слу%
жит расщепление каспазами протеинкиназы δ и
последующая активация NADPH оксидазного
комплекса (NOX4) [58]. Еще одним источником
АФК в митохондриях апоптотических клеток
является белок p66Shs, окислительно%восстано%
вительный фермент, который использует вос%
становительные эквиваленты, полученные из
митохондриальной цепи переноса электронов в
результате окисления цитохрома с с образовани%
ем H2O2 в межмембранном пространстве [59].
Частично этот фермент локализован в митохон%
дриях, где образует комплекс с митохондриаль%
ным Hsp70. При индукции апоптоза диссоциа%
ция этого комплекса сопровождается высво%
бождением мономерного p66Shc и его взаимо%
действие с цитохромом с ведет к образованию
перекиси водорода. Редокс%дефектные мутанты
p66Shc не способны стимулировать образование
митохондриальных АФК и повреждение мито%
хондрий in vitro или опосредовать митохондри%
альный апоптоз in vivo. В подобных ситуациях
образование АФК служит своеобразной петлей
амплификации, ускоряя гибель клетки.

Регулятором уровня АФК в клетке косвенно
является транскрипционный фактор р53. Он не
только отвечает за индукцию апоптоза, но и за%
щищает геном от АФК. К примеру, одной из ми%
шеней p53 является ген глютаминазы, которая
катализирует превращение глютамина в пред%
шественник антиоксиданта глутатиона – глута%
мат. Это способствует повышению содержания
глутатиона в клетках, что снижает уровень АФК
[60]. Подавление р53 стимулирует окислитель%
ное повреждение ДНК, повышает образование
мутаций и нестабильность генома [61]. Таким
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Рис. 2. АФК стимулируют пермеабилизацию внешней
мембраны митохондрий: а – вызывая индукцию неспеци%
фической проницаемости в результате окисления сульф%
гидрильных групп переносчика адениновых нуклеотидов
(ANT); б – вследствие образования дисульфидных мости%
ков между мономерами Bax, что облегчает их встраивание
во внешнюю мембрану с образованием поры; в – в резуль%
тате окисления кардиолипина, связывающего цитохром с,
что приводит к увеличению пула свободного цитохрома с
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образом, при утрате p53 либо вследствие его му%
тации клетки могут подвергаться повышенному
риску малигнизации, что и наблюдается в по%
давляющем большинстве опухолей. Однако в
некоторых случаях активация р53, напротив,
способствуют образованию АФК. Так, в клет%
ках, чувствительных к зависимому от р53 апоп%
тозу, стимуляция гибели сопровождалась обра%
зованием свободных радикалов, тогда как в ре%
зистентных клетках подобная активация не наб%
людалась [62]. Одним из объяснений этому яв%
ляется тот факт, что p53 может оказывать влия%
ние на потребление кислорода митохондриями,
поддерживая активность цитохромоксидазы,
одного из центров утечки электронов из дыха%
тельной цепи [63]. 

В зависимости от концентрации АФК могут
по%разному влиять на каталитическую актив%
ность каспаз – основных ферментов апоптоза.
Так, в умеренных концентрациях перекись во%
дорода активирует каспазы в результате стиму%
ляции митохондриального пути апоптоза, но
при увеличении ее концентрации возможна
инактивация этих ферментов вследствие окис%
ления цистеиновых остатков в каталитическом
центре, что приведет к гибели клеток по некро%
тическому типу [64]. Более того, избыточная вы%
работка АФК может привести к изменению pH в
цитозоле клетки, что снизит каталитическую
активность каспаз [65]. В ряде исследований по%
казано, что антиапоптотические белки семей%
ства Bcl%2 обладают выраженной антиоксидант%
ной активностью. Так, стимуляция экспрессии
белка Bcl%2 защищает клетку от перекисного
окисления липидов и тиолов, вызванных пере%
кисью водорода [66]. Это, наряду с их способ%
ностью связывать проапоптотические белки,
способствует предотвращению апоптоза.

Окислительный стресс играет первостепен%
ную роль в инициации ферроптоза, одной из
форм ПГК, зависящей от присутствия ионов
железа и характеризующейся накоплением пе%
рекисей липидов. Ферроптоз связан с патологи%
ческой клеточной гибелью при нейродегенера%
тивных заболеваниях, таких как болезни Альц%
геймера, Паркинсона, Хантингтона, инсульт,
внутримозговое кровоизлияние, черепно%моз%
говая травма и им подобные [67]. Генетически и
биохимически ферроптоз отличается от других
форм регулируемой гибели клеток, в частности
от апоптоза. Поскольку в ферроптозе весомую
роль играют продукты перекисного окисления
липидов, судьба клетки будет определяться ее
антиоксидантным статусом. Гибель опухолевых
клеток по механизму ферроптоза может быть
вызвана подавлением зависимой от глутатиона
антиоксидантной защиты, в частности глутати%

онпероксидазы 4 (GPX4), либо депривацией ан%
тиоксидантов, тогда как повышенная экспрес%
сия этого фермента может внести вклад в разви%
тие опухоли. Так, повышенное содержание
GPX4 в клетках диффузной В%клеточной лим%
фомы наблюдалось у 35% пациентов, а клетки с
повышенной экспрессией GPX4 были устойчи%
вы к гибели, вызванной накоплением АФК [68].
Снижение содержания или ингибирование
GPX4 также может быть вовлечено, при опреде%
ленных обстоятельствах, в индукцию апоптоза
[69] и некроптоза [70], что говорит о взаимопро%
никновении метаболических путей, регулирую%
щих эти формы гибели клеток.

АФК способны стимулировать аутофагию,
естественный процесс утилизации содержимого
клетки – органелл и макромолекул, в клеточных
компартментах, образующихся при слиянии ау%
тофагосом с лизосомами при стрессорных воз%
действиях, таких как ишемия с последующей
реперфузией, состояние гипоксии в опухолях,
недостаток питательных веществ. Результатом
прогрессирующей аутофагии может быть как
гибель клеток, так и их выживание. Взаимосвязь
между АФК и аутофагией проявляется в двух ас%
пектах – индукция аутофагии в условиях окис%
лительного стресса и подавление образования
АФК при стимуляции аутофагии [71]. Аутофа%
гия, направленная на митохондрии – митофа%
гия, является своего рода контролем качества
митохондрий в клетке. Митофагия позволяет
клетке удалять поврежденные митохондрии ли%
бо органеллы, представляющие опасность для
клетки, к примеру, генерирующие активные
формы кислорода. Стимуляция аутофагии и ми%
тофагии может снизить эффект противоопухо%
левых препаратов, поскольку поврежденные
митохондрии с пермеабилизованной внешней
мембраной и генерирующие АФК будут элими%
нироваться [72]. Это следует учитывать при вы%
боре противоопухолевого препарата, а также не
исключает применение ингибиторов аутофагии
для усиления противоопухолевого эффекта. 

АФК И ТЕРАПИЯ ОПУХОЛЕЙ

Способность АФК вызывать гибель клеток
используется в противоопухолевой терапии [73].
Так, в настоящее время проводится большое ко%
личество исследований по изучению эффектив%
ности использования натуральных препаратов,
способствующих стимуляции гибели клеток за
счет продуцирования АФК. Было установлено,
что добавление к клеткам рака простаты аурику%
лазина – препарата, вызывающего выработку
свободных радикалов в клетках – приводит к
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индукции апоптоза. Исследователи наблюдали
интенсивную фрагментацию ДНК опухолевых
клеток, а также расщепление в них мишени кас%
пазы%3 белка–PARP, увеличение содержания
белка AIF, а также смещение баланса между бел%
ками Bcl%2 семейства в сторону проапоптоти%
ческих [74]. Обработка клеток колоректального
рака человека гиненозидами (относятся к се%
мейству тритерпеновых гликозидов) также при%
водила к повышенной продукции АФК, в ре%
зультате стимулировался не только апоптоз, но
и аутофагия. Более того, добавление этого аген%
та вызывало задержку клеточного цикла в
G0/G1%фазе, что вело к ингибированию роста
опухоли [75]. 

На данный момент появляется все больше
исследований возможностей целенаправленно%
го воздействия на клетки злокачественных опу%
холей. Так, была выдвинута модель, предполага%
ющая использование молекул, стимулирующих
выработку АФК исключительно в клетках ма%
лигнизированных тканей [76]. Появился целый
ряд соединений под общим названием митока%
ны (mitocans, что является сочетанием слов
MITOchondria и CANcer) [77]. Одним из таких
соединений является производное альфа%токо%
ферола – альфа%токоферил сукцинат. Связыва%
ясь с комплексом II дыхательной цепи митохон%
дрий, он стимулирует утечку электронов и обра%
зование АФК. Благодаря воздействию на мито%
хондрии, альфа%токоферил сукцинат способен
вызывать гибель клеток, резистентных к тера%
пии, в частности в гипоксических условиях [78],
а также вследствие амплификации протоонко%
гена MYCN [79]. Данный метод может быть при%
меним на практике в сочетании с химиотерапи%
ей, что позволит увеличить эффект терапии в
целом, а также снизить побочные эффекты про%
тивоопухолевых препаратов. На генерации АФК
основан метод фотодинамической терапии опу%
холей. Фотосенсибилизаторы, к примеру, про%
изводные порфиринов, конъюгированные с
глюкозой [80], способны селективно накапли%
ваться в ткани опухолей и при локальном воз%
действии облучения определенной длины вол%
ны генерировать АФК, в частности синглетный
кислород, стимулируя гибель опухолевых кле%
ток. 

Таким образом, стимуляция окислительного
стресса в опухолевых клетках является эффек%
тивной стратегией их элиминации. К сожале%
нию, при этом могут страдать и здоровые ткани,
поэтому поиск путей их защиты является на%
сущным вопросом противоопухолевой терапии. 

Действие препаратов, традиционно исполь%
зуемых в противоопухолевой терапии, нередко
связано с образованием АФК в количестве, пре%

вышающем защитный порог опухолевой клет%
ки, что вызывает ее гибель. Таким свойством об%
ладает, к примеру, доксорубицин, соединение,
повреждающее ДНК, но при этом стимулирую%
щее образование АФК [81]. Аналогичным
действием обладают и другие противоопухоле%
вые препараты, такие как цисплатин и этопо%
зид. В этой ситуации использование антиокси%
дантов защитит опухолевую клетку от разруши%
тельного действия АФК, что может существенно
снизить терапевтический эффект [82]. Однако
не все вещества, обладающие антиоксидантной
активностью, способны защищать клетки от ги%
бели; некоторые антиоксиданты могут, зачас%
тую, способствовать развитию окислительного
стресса и запуску каскада реакций, приводящих
к апоптозу. Так, добавление галловой кислоты –
природного растительного фенола с антиокси%
дантной активностью – к клеткам острого про%
миелоцитарного лейкоза HL%60RG вызывало
апоптоз на фоне накопления перекиси водорода
и супероксидного радикала. Следует отметить,
что продукция АФК была вызвана не в результа%
те антиоксидантной активности вещества, а
вследствие нарушения гомеостаза клетки по
Ca2+ [83]. Другой пример, диферулоилметан,
или куркумин, – вещество полифенольной
структуры, часто применяющееся в качестве
приправы и красителя в пищевых продуктах.
Как отмечалось, куркумин обладает выражен%
ной антиоксидантной активностью: так, он спо%
собен предотвратить развитие окислительного
стресса в эпителиальных клетках сосудов [84].
Однако недавние исследования подтверждают
также наличие у куркумина и прооксидантной
активности [85]. Так, куркумин индуцировал
апоптоз в клетках острого промиелоцитарного
лейкоза, а воздействие таких антиоксидантов,
как NAC, L%аскорбиновая кислота, токоферол,
каталаза, SOD, снижало гибель клеток, что сви%
детельствует о свободно%радикальном механиз%
ме индукции апоптоза [86]. Совместное добав%
ление галловой кислоты и куркумина к клеткам
рака молочной железы продемонстрировало по%
ложительные терапевтические эффекты, что
было связано с генерацией АФК в опухолевых
клетках, истощением в них глутатиона, повы%
шением содержания проапоптотического белка
Bax, снижением содержания антиапоптотичес%
кого белка Bcl%2, и сопровождалось процессин%
гом каспазы%3 и ее активацией [85]. Некоторые
соединения, в частности, витамин C, обладаю%
щие выраженной антиоксидантной актив%
ностью, при определенных концентрациях спо%
собны индуцировать апоптоз, выступая в каче%
стве прооксиданта [87]. Так, добавление вита%
мина C повышало содержание TRAIL%лиганда,
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участвующего в реализации рецептор%зависи%
мого сигнального пути апоптоза, а также акти%
вации проапоптотического белка Bax и каспаз.
Исходя из этого, можно заключить, что некото%
рые антиоксиданты, в силу своих структурных
особенностей и в зависимости от концентра%
ции, способны стимулировать продукцию АФК,
а также увеличивать восприимчивость клеток к
проапоптотическим воздействиям. Следует от%
метить, что эффективность используемого хи%
миотерапевтического препарата может быть
различной в зависимости от метаболического
состояния опухоли. Так, снижение антиоксида%
нтного статуса клетки нейробластомы деприва%
цией глютамина подавляло апоптоз, вызванный
этопозидом, но при этом стимулировало гибель,
вызванную цисплатином. В условиях деприва%
ции глютамина подавление апоптоза в клетках,
обработанных этопозидом, было результатом
снижения экспрессии транскрипционного фак%
тора р53. Тогда как в случае цисплатина стиму%
ляция апоптоза объяснялась активацией капа%
зы%8, вследствие снижения уровня ее ингибито%
ра FLIP%S [88].

К сожалению, противоопухолевая терапия,
основанная на выработке чрезмерного количе%
ства АФК, приводит к гибели не только опухоле%
вых, но и нормальных клеток. Так, развитие док%
сорубицин%опосредованной кардиомиопатии и
повреждение кардиомиоцитов является одним
из основных побочных эффектов лечения дан%
ным химиотерапевтическим препаратом [89]. В
этих условиях использование антиоксидантов
позволило бы защитить здоровые ткани. Как бы%
ло сказано выше, противоопухолевое действие
доксорубицина основано как на стимуляции
экспрессии р53 вследствие повреждения ДНК,
так и на индукции окислительного стресса. Со%
поставление механизмов индукции апоптоза в
нормальных клетках (клетки эндотелия и кардио%
миоциты) и опухолевых клетках (клетки терато%
карциномы яичника РА%1 и рака молочной же%
лезы MCF%7) показало, что в эндотелиальных
клетках активация каспазы%3, опосредованная
АФК, предшествовала активации р53, тогда как
в опухолевых клетках доксорубицин вызывал
раннюю активацию р53, что вело к активации
каспазы%3 и фрагментации ДНК. По мнению ав%
торов, активация р53 в нормальных клетках не
столь существенна для индукции апоптоза по
сравнению с опухолевыми клетками. Действи%
тельно, ингибитор р53, пифитрин%α, полностью
подавлял активацию р53 как в опухолевых, так и
в нормальных клетках, однако при этом подав%
ление апоптоза наблюдалось лишь в клетках
опухоли. Напротив, добавка в качестве антиок%
сидантов металлопорфиринов либо стимуляция

экспрессии глутатионперокидазы подавляла
апоптоз в эндотелиальных клетках и кардиомио%
цитах, но не в клетках опухоли. Обнаруженное
механистическое различие в действии доксору%
бицина на нормальные и опухолевые клетки
позволит разработать новые препараты, способ%
ные селективно подавлять токсические эффекты
доксорубицина, не затрагивая его противоопу%
холевые эффекты [90]. Так, сочетанная терапия
клеток рака молочной железы с использованием
доксорубицина и каротиноидов, обладающих
антиоксидантной активностью, продемонстри%
ровала положительные эффекты – каротиноиды
способствовали увеличению цитотоксичности в
опухолевых клетках без повышения таковой в
нормальных [91]. Таким образом, добавление в
ряде случаев антиоксидантов может предотвра%
тить накопление повреждений в клетках окружа%
ющих неопухолевых тканей, не влияя при этом
на чувствительность опухолевых клеток к проти%
воопухолевой терапии. Исходя из этого, к выбо%
ру антиоксидантов для защиты нормальных тка%
ней в условиях химиотерапии следует подходить
с осторожностью.

АНТИОКСИДАНТЫ И ЛУЧЕВАЯ ТЕРАПИЯ:
ЗА И ПРОТИВ

В последние десятилетия в лечении онколо%
гических заболеваний широко применяют луче%
вую (или радиационную) терапию. Ее целью яв%
ляется стимуляция повреждений в ДНК опухо%
левых клеток, которые в большей степени
чувствительны к облучению из%за их предраспо%
ложенности к неконтролируемому активному
делению. Радиация может воздействовать на
клетки напрямую, вызывая повреждение моле%
кул ДНК, а также косвенно через накопление
АФК, образующихся в результате воздействия
излучения на молекулы воды. Это ведет к на%
коплению гидроксильных радикалов, обладаю%
щих наиболее разрушительной силой, суперок%
сидов радикалов и других окислителей, в том
числе перекиси водорода. Так как антиоксидан%
ты способны нейтрализовать действие АФК в
клетках, неоднократно было высказано предпо%
ложение, что употребление антиоксидантов в
качестве пищевых добавок во время лучевой те%
рапии может вызвать устойчивость опухолевых
клеток к радиации [92], в частности, было уста%
новлено, что витамин E снижает действие облу%
чения как на нормальные, так и на злокачест%
венные клетки [93]. В клетках острого миелоид%
ного лейкоза, к которым добавлялся витамин C,
также наблюдалось снижение апоптоза, инду%
цированного воздействием радиационного из%
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лучения [94]. При этом во многих исследовани%
ях отмечаются отрицательные последствия ис%
пользования антиоксидантов при лучевой тера%
пии в целом [82]. Так, например, прием антиок%
сидантов во время радиационной терапии рака
молочной железы снижал общую выживае%
мость, а также повышал вероятность рецидивов
заболевания [95]. Эти работы демонстрируют,
что, несмотря на способность уменьшать побоч%
ные эффекты, прием высоких доз антиоксидан%
тов может привести к снижению эффективнос%
ти лучевой терапии в целом.

Несмотря на это, предполагается, что анти%
оксиданты могут снижать интенсивность радиа%
ционного воздействия на нормальные клетки,
не повышая устойчивости опухолевых клеток к
излучению. Так, было показано, что добавление
витамина E в условиях лучевой терапии предо%
твращает накопление повреждений в нормаль%
ных клетках, усиливая воздействие излучения
на опухолевые клетки, в результате чего подав%
ляется рост опухоли [96]. Недавние исследова%
ния демонстрируют положительные эффекты от
внутривенного приема аскорбиновой кислоты
(витамина C) во время лучевой терапии при аде%
нокарциноме поджелудочной железы. Было ус%
тановлено, что витамин C усиливает воздей%
ствие радиации на опухолевые клетки, защищая
клетки немалигнизированных тканей от радиа%
ционного воздействия [97].

Снижение побочных эффектов лучевой те%
рапии в случае приема пациентами антиокси%
дантов было продемонстрировано в целом ряде
работ [98, 99]. Одним из последствий облучения
является хронический лучевой проктит – воспа%
ление слизистой оболочки прямой кишки, час%
то развивающееся после тазового облучения.

Показано, что витамины E и C способны сни%
зить данный побочный эффект после лучевой
терапии; в частности, пациенты с раком проста%
ты и гинекологическими опухолями, принима%
ющие данные антиоксиданты в течение года,
сообщили об устойчивом снижении симптомов
заболеваний [98]. Еще одним частым осложне%
нием после облучения брюшной или тазовой
полости является радиационный энтерит. Было
также установлено, что добавление антиокси%
дантов приводит к снижению повреждения кле%
ток, вызванного накоплением в них АФК. Сов%
местный прием витамина E и пентоксифиллина
(не обладающего выраженными антиоксидант%
ными свойствами) вызывал регрессию фиброза,
индуцированного радиацией [100].

В целом отмечается, что пациенты, прини%
мающие антиоксиданты, лучше переносят луче%
вую терапию [101]. Это может быть связано с
тем, что в тканях, подверженных воздействию
радиации, наблюдается истощение пула некото%
рых антиоксидантов; в частности, было показа%
но снижение содержания витаминов C и E в
тканях после облучения всего тела рентгеновс%
кими лучами [102]. Более того, с возрастом вы%
работка эндогенных антиоксидантов в тканях
снижается, а также уменьшается способность
клеток к репарации ДНК. Исследование анти%
оксидантных свойств плазмы людей в возрасте
от 30 до 80 лет продемонстрировала обратную
зависимость от возраста [103]. Таким образом,
можно предположить, что добавление антиок%
сидантов во время лучевой терапии позволит
восполнить их недостаток в тканях, повышая
устойчивость неопухолевых клеток к радиаци%
онному воздействию. 

Антиоксиданты способны подавлять проли%
феративные сигналы в опухолевых клетках, тем
самым предотвращая развитие и метастазирова%
ние опухолей. Однако в условиях терапии опу%
холи с использованием соединений, стимулиру%
ющих окислительный стресс, антиоксиданты
будут снижать эффективность терапии (рис. 3).

В настоящее время проводится множество
исследований, целью которых является дать
окончательный ответ на вопрос, является ли
прием антиоксидантов в терапии злокачествен%
ных опухолей целесообразным и безопасным.
Несмотря на большое количество уже имею%
щихся научных данных, спрогнозировать путь,
по которому будет реализовываться ответ клеток
на добавление к ним того или иного антиокси%
данта, по%прежнему является сложной задачей.
Механизм, согласно которому антиоксидант бу%
дет действовать на клетки, зависит не только от
его природы и концентрации, но и от этиологии
клеток, которые подвергаются воздействию.
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Рис. 3. Умеренно повышенное образование АФК, сбалан%
сированное работой антиоксидантных систем клетки, под%
держивает пролиферацию опухолевых клеток и играет
важную роль в процессах метастазирования. Неконтроли%
руемое образование АФК под действием противоопухоле%
вых препаратов в количестве, превышающем мощности
защитных систем клетки, будет вызывать гибель опухоле%
вых клеток. Применение антиоксидантов способно сдер%
живать как пролиферацию, так и метастазирование. Одна%
ко использование антиоксидантов в процессе противоопу%
холевой терапии будет подавлять гибель клеток, снижая ее
эффективность
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Именно поэтому в основе успешного использо%
вания антиоксидантов в терапии опухолей дол%
жен лежать индивидуальный подход в каждом
отдельном случае заболевания. 
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Strictly regulated balance between the formation and utilization of reactive oxygen species (ROS) is the basis of nor%
mal functioning of organisms. ROS play an important role in the regulation of many metabolic processes; however,
excessive content of ROS leads to the development of various disorders, including oncological diseases, as a result of
ROS%induced mutations in DNA. In tumors, high levels of oxygen radicals promote cell proliferation and metastasis.
On the other hand, high content of ROS can trigger cell death, a phenomenon used in the antitumor therapy. Water%
and lipid%soluble antioxidants, as well as antioxidant enzyme systems, can inhibit ROS generation; however, they
should be used with caution. Antioxidants can suppress ROS%dependent cell proliferation and metastasis, but at the
same time, they may inhibit the death of tumor cells if the antitumor therapeutic agents stimulate oxidative stress. The
data on the role of antioxidants in the death of tumor cells and on the effects of antioxidants taken as dietary supple%
ments during antitumor therapy, are contradictory. This review focuses on the mechanisms by which antioxidants can
affect tumor and healthy cells. 
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Программируемая клеточная смерть безъядерных клеток крови – тромбоцитов – при онкологических и он�
когематологических заболеваниях может играть важную роль в их патофизиологии. Она вносит вклад как в
кровотечения (вызванные тромбоцитопенией, связанной с элиминацией тромбоцитов), так и тромбозы
(обусловленные процессами свертывания на мембранах экспрессирующих фосфатидилсерин тромбоци�
тов). В настоящей работе проведена оценка функциональных характеристик и внутриклеточной сигнализа�
ции тромбоцитов пациентов с различными онкологическими заболеваниями, находящихся на химиотера�
пии, в сравнении с тромбоцитами здоровых доноров, а также тромбоцитами, у которых был индуцирован
апоптоз ABT�737. У ряда пациентов выявлена сниженная способность тромбоцитов к агрегации. Иммуно�
фенотипирование этих тромбоцитов показало их предактивацию по сравнению с тромбоцитами здоровых
доноров. Анализ кальциевой сигнализации показал, что в тромбоцитах пациентов, как и в апоптотических,
происходит повышение внутриклеточного кальция в покое. Однако умеренность этого повышения и
экспрессии фосфатидилсерина предполагает ограниченность процессов апоптоза тромбоцитов, остающих�
ся в циркуляции у исследованной группы пациентов.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: тромбоциты, апоптоз, химиотерапия, проточная цитометрия, агрегометрия.
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ВВЕДЕНИЕ

Термин «апоптоз» для обозначения програм�
мируемой клеточной смерти впервые был пред�
ложен J. Kerr в 1972 г. [1], что послужило нача�
лом многочисленных исследований определе�
ния молекулярных механизмов, вовлеченных в
процессы гибели клеток. Первые упоминания о
клеточной смерти безъядерных тромбоцитов

начинаются с 1993 г. [2], в то время как каспаз�
зависимый апоптоз тромбоцитов был показан в
1997 г. [3]. При этом ранее (в 1994 г.) было убеди�
тельно показано, что наличие ядра не является
необходимым условием для развития процессов
каспаз�зависимого апоптоза в клетке [4]. В
тромбоцитах экспрессируются практически все
белки, принимающие непосредственное учас�
тие в апоптозе [5]. Характерные маркеры и
признаки разных видов клеточной смерти сна�
чала обнаружили у тромбоцитов при хранении
тромбоконцентратов [6], потом при старении in
vivo [7], при иммунной тромбоцитопении [8],
иных заболеваниях, воздействии определенных
препаратов и продуктов, а также при физиоло�
гической активации [9]. Сейчас распространен�
ность этих процессов in vivo и in vitro стала оче�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : фосфатидилсерин – PS;
Bcl�гомологичный домен 3 – BH3; циклический аденозин
монофосфат – cAMP; циклический гуанозин монофос�
фат – цГМФ; острый лимфобластный лейкоз – ОЛЛ; бо�
гатая тромбоцитами плазма – PRP; активируемый протеа�
зами рецептор 1 – PAR1; гликопротеин Ib – GPIb.

* Адресат для корреспонденции.
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видной, но список продолжает пополняться.
Так, последние работы указывают на важность
апоптоза в процессе жизни артериального тром�
ба и регуляции его стабильности [10].

Однако в существующей сейчас картине
есть два зияющих пробела. Первый из них свя�
зан с плохим пониманием молекулярных меха�
низмов клеточной смерти тромбоцитов в раз�
ных ситуациях. Большинство работ до послед�
него времени предпочитало термин «апоптоз»;
как сейчас понятно, это глубоко некорректно
[11]. Выявляется [12–14] как минимум два раз�
личных механизма клеточной смерти тромбо�
цитов с принципиально разной динамикой и
регуляцией. Апоптоз тромбоцитов является
достаточно медленным процессом (часы), неза�
висимым от концентрации кальция в окружаю�
щей среде, и, похоже, идущим по классическо�
му внутреннему пути апоптоза до момента ак�
тивации каспазы�3 [3, 15–17]. Программируе�
мая клеточная смерть тромбоцитов при их фи�
зиологической активации, скорее всего, отно�
сящаяся к типу митохондриально�зависимого
некроза [13, 18], происходит за гораздо более
короткие времена (минуты), требует физиоло�
гической концентрации внеклеточного кальция
и ингибируется циклоспорином А, но не инги�
биторами каспаз [17, 19, 20].

Вторая проблема связана со значимостью
разных вариантов программируемой клеточной
смерти тромбоцитов. Наши последние работы
выявили способность умерших тромбоцитов
встраиваться в тромбы [21], открыли новый ме�
ханизм их агрегации [22] и способность стиму�
лировать контактный путь свертывания [23],
распространенность апоптотических тромбоци�
тов при гематологических нарушениях и их кор�
реляцию с кровоточивостью [24]. Показано, что
специальные механизмы инактивации адгези�
онной способности этих тромбоцитов могут
быть отрицательными регуляторами тромбооб�
разования [25], в то время как специфическая
мембранная структура участвует в реакции свер�
тывания [26]. Однако, хотя роль программируе�
мой клеточной смерти тромбоцитов в норме и
патологии сейчас кажется все более важной (ес�
ли не центральной), прямых доказательств и яс�
ности в этом вопросе еще нет.

Тромбоциты, являясь ключевым звеном ге�
мостаза, в то же время принимают активное
участие в иммунных реакциях при воспалитель�
ных процессах и в развитии онкологических
процессов с образованием метастазов. При ак�
тивации происходит секреция тромбоцитарных
α�гранул, содержащих факторы роста и хемоки�
ны, а также фибриноген, фактор фон Виллеб�
ранда, фибронектин и другие важные для систе�

мы свертывания белки [27]. Кроме α�гранул при
активации тромбоцитов также происходит сек�
реция δ�гранул (также называемых плотными
гранулами), содержащих АДФ, АТФ, серотонин
[28]. Тромбоциты образуют агрегаты с раковыми
клетками, что пролонгирует рост опухоли, изо�
лируя ее от иммунной атаки, и способствует об�
разованию вторичных очагов опухолевого роста.
В свою очередь, раковые клетки и их микрочас�
тицы секретируют прокоагулянтные факторы,
которые вызывают активацию тромбоцитов и
образование тромбов [29]. Исследование роли
тромбоцитов в развитии онкологических про�
цессов и при противоопухолевой терапии в пос�
леднее время становится особенно актуальным,
поскольку показано нами и другими [12, 15, 16,
30], что многие противораковые препараты мо�
гут напрямую действовать на тромбоциты, вы�
зывая их активацию/ингибирование, а также
гибель этих клеток, что приводит к тромбоцито�
пении. Гибель тромбоцитов, сопровождаемая
падением митохондриального потенциала, по�
явлением на поверхности клеток фосфатидил�
серина (PS), образованием микрочастиц и выс�
вобождением цитохрома с, может развиваться
по нескольким сценариям, включающим как
классический механизм каспаз�зависимого
апоптоза, так и механизм каспаз�независимого
образования прокоагулянтных тромбоцитов,
которые играют существенную роль в коагуля�
ции крови. Одни из наиболее широко применя�
емых при онкологии крови противоопухолевых
препаратов – ингибиторы семейства антиапоп�
тотических белков Bcl�2, которые, наряду с по�
зитивным противоопухолевым эффектом, вы�
зывают глубокую тромбоцитопению, вследствие
чего приходится прерывать или прекращать
курс химиотерапии. Как в наших работах, так и
в работах коллег [12, 15, 31] было показано, что
противораковые препараты ABT�263 (navito�
claxs) и ABT�737, являясь BH3�миметиками, ин�
дуцируют классический каспаз�зависимый
апоптоз тромбоцитов, что приводит к уменьше�
нию циркулирующих в крови клеток.

Еще одним важным фактором, влияющим
на гемостаз при онкологических заболеваниях и
применении противоопухолевых препаратов,
является то, что при этом происходит ингибиро�
вание индуцированной агонистами активации
тромбоцитов. Из хорошо известных агонистов
тромбоцитов изучена только реакция на тром�
бин и показано, что при каспаз�зависимом
апоптозе тромбоциты не активируются тромби�
ном. Однако неизвестно, будут ли эти препара�
ты также ингибировать активацию тромбоци�
тов, вызванную другими агонистами. Также ма�
ло изучен механизм, лежащий в основе ингиби�
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рования тромбоцитов при применении проти�
воопухолевых препаратов. Активация системы
циклических нуклеотидов (cAMP, cGMP) и со�
ответствующих им протеинкиназ (PKA, PKG),
которые фосфорилируют множественные
субстраты [32, 33], является одним из основных
механизмов, ответственных за ингибирование
тромбоцитов. Недавно [15] нам удалось пока�
зать, что ингибирование активации тромбоци�
тов при каспаз�зависимом апоптозе обусловле�
но активацией PKA. Сама PKA является тетра�
мером, состоящим из двух регуляторных субъ�
единиц, на которые прикрепляются две молеку�
лы cAMP, и двух каталитических субъединиц.
Для активации PKA необходимо присоединение
молекул cAMP к регуляторным субъединицам,
при этом каталитические субъединицы диссо�
циируют от регуляторных и PKA активируется.
Мы показали, что активация PKA непосред�
ственно коррелирует с активностью каспазы�3.
Однако сама каспаза�3 в опытах in vitro не при�
водит к диссоциации каталитической субъеди�
ницы. Эти данные указывают на существование
более сложного механизма активации PKA при
индукции каспаз�зависимого апоптоза в тром�
боцитах.

В настоящей работе проведены исследова�
ние активности тромбоцитов пациентов, нахо�
дящихся на противоопухолевой терапии, и срав�
нение тромбоцитов пациентов с тромбоцитами
здоровых доноров, проинкубированными с ин�
дуктором апоптоза (ABT�737). Наши результаты
и данные предыдущих работ позволили предло�
жить схему воздействия BH3�миметиков на
тромбоцит.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы. В исследовании были использо�
ваны следующие материалы: чувствительный к
концентрации кальция, проникающий сквозь
липидные мембраны клеток флуорофор Fura�
Red�AM («Molecular Probes», Eugene, OR); АДФ,
EGTA, HEPES, бычий сывороточный альбумин,
апираза (степень очистки VII), SFLLRN, фиб�
риноген человека, аннексин�V�Alexa�647, кра�
ситель Alexa�488 («Sigma�Aldrich», США); NaCl,
Na2HPO4, KCl, NaHCO3, MgCl2, CaCl2 («Агат�
Мед», Россия), CD62p�Alexa�647, PAC�1�FITC
(«Sony Biotechnology», США).

Критерии включения пациентов в исследова?
ние. В исследование на проточной цитометрии
было включено 14 пациентов с диагнозом ОЛЛ
(4 девочки и 10 мальчиков, 2–16 лет, медиана 7,5
лет), получавших лечение по протоколу Моск�
ва–Берлин ALL�MB 2008. Кровь для анализа

функционального состояния тромбоцитов заби�
рали на разных этапах терапии в 8 точках. Точки
1, 5 и 8 – перед началом курсов консолидации 1,
2 и 3 соответственно; точки 4 и 7 в конце курсов
консолидации 1 и 2, точки 3, 4 – в середине кур�
са консолидации 1 до и после введения L�аспа�
рагиназы, точка 6 – в середине курса консоли�
дации 2. В данном исследовании у одного из па�
циентов случился неокклюзивный тромбоз бра�
хиоцефальной вены справа в месте стояния
центрального венозного катетера между точка�
ми 4 и 5. Также было два пациента с тромботи�
ческими наложениями на конце центрального
венозного катетера: у одного пациента в точке 2,
у другого между точками 6 и 7.

Помимо пациентов с ОЛЛ, в исследование
также были включены пациенты со следующи�
ми заболеваниями: ювенильный миеломоноци�
тарный лейкоз (пациент 1), острый миелоидный
лейкоз (пациент 2), агранулоцитоз (пациент 3),
острый промиелоцитарный лейкоз (пациент 4),
злокачественное новообразование почки (паци�
енты 5 и 7), злокачественное новообразование
забрюшинного пространства (пациент 6). Дан�
ным пациентам, по причине разнообразия их
диагнозов, было проведено расширенное иссле�
дование тромбоцитов на проточном цитометре
(анализ внутриклеточной сигнализации), а так�
же исследование агрегации тромбоцитов мето�
дом малоуглового светорассеяния.

Анализ малоуглового светорассеяния тромбо?
цитами при агрегации. Методика исследования
агрегации тромбоцитов посредством малоугло�
вого светорассеяния на лазерном анализаторе
LaSca TМ («БиоМедСистем», Россия) была
описана ранее в работе [34]. Метод основан на
измерении малоуглового светорассеяния сус�
пензии тромбоцитов. Этот метод был использо�
ван для характеризации функции тромбоцитов,
позволяя одновременно исследовать изменение
формы тромбоцитов и формирование диагрега�
тов тромбоцитов (светорассеяние под углом
1,5°), а также обычную агрегацию тромбоцитов
(светорассеяние под углом 12°) при стимуляции
малыми дозами АДФ. Для исследования посред�
ством центрифугирования крови (забранной в
вакуумные пробирки с 3,8%�ным цитрата нат�
рия) при 100 g была получена богатая тромбоци�
тами плазма (PRP). Полученная PRP была раз�
ведена буфером Тирода (150 мМ NaCl, 2,7 мМ
KCl, 1 мМ MgCl2, 0,4 мМ Na2HPO4, 20 мМ
HEPES, 5 мМ глюкозы, 0,5%�ного бычьего сы�
вороточного альбумина, pH 7,3) до концентра�
ции 10 000 тромбоцитов/мкл. Полученная сус�
пензия клеток была стимулирована 500 нМ
АДФ, начальная скорость агрегации и макси�
мальная амплитуда агрегации были измерены.
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Цитофлуориметрическое исследование функ?
циональной активности тромбоцитов. Кровь па�
циентов забирали в пробирки с 3,8%�ным цит�
ратом натрия, получали богатую тромбоцитами
плазму центрифугированием 100 g в течение
8 мин и доводили концентрацию тромбоцитов
до 50 тыс/мкл разбавлением модифицирован�
ным буфером Тирода. Затем тромбоциты инку�
бировали с мепакрином для окраски плотных
гранул, стимулировали пептидом SFLLRN (ак�
тиватор тромбинового рецептора PAR1) и инку�
бировали с антителами против ключевых тром�
боцитарных антигенов: PAC1�FITC, CD62P�
Alexa�647, Annexin�V�Alexa�647. В качестве
контроля использовали кровь 14 здоровых доб�
ровольцев. Подробное описание методики при�
ведено в работе [35]. Сравнение между группами
пациентов и здоровых добровольцев проводили
с использованием непараметрического крите�
рия Манна–Уитни.

Цитофлуориметрическое исследование внут?
риклеточной сигнализации в тромбоцитах. Иссле�
дование проводили посредством проточного
цитометра BD FACS Canto II. К пробам добав�
ляли конъюгированный с Alexa�488 фибриноген
человека в концентрации 100 мкг/мл. После
этого пробы анализировали в кинетическом ре�
жиме. Через 60 с после начала исследования к
пробам добавляли активатор (2 мкМ АДФ). Для
пересчёта флуоресценции Fura�Red в концент�
рации кальция последовательно добавляли 1 мкМ
иономицина и 10 мМ EGTA. Пересчет проводи�
ли по формуле Гринкевича [36]. Дополнительно
производили нормировку на теоретически рас�
считанную концентрацию кальция в присут�
ствии 10 мМ EGTA на основе [36, 37]. Связыва�
ние фибриногена считалось максимальным
после инкубации пробы с 1 мкМ иономицина в

течение 3 мин. Подробное описание методики
приведено в работах [38, 39].

Статистическая обработка данных. Результа�
ты анализа малоуглового светорассеяния, а так�
же проточной цитофлуориметрии были обрабо�
таны посредством программного обеспечения
Origin Pro (https://www.originlab.com/origin) и
FlowJo (https://www.flowjo.com/) соответствен�
но. Статистический анализ данных был прове�
ден посредством Python 3.6, статистическую
значимость оценивали по критерию Ман�
на–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Агрегационная способность апоптотических
тромбоцитов снижена. Ключевым функциональ�
ным ответом тромбоцитов крови человека явля�
ется их способность к агрегации при активации.
Золотым стандартом для лабораторного анализа
агрегационной способности тромбоцитов явля�
ется агрегометрия светопропускания [40, 41].
Одним из подходов к усовершенствованию дан�
ного метода является метод малоуглового свето�
рассеяния, позволяющий более точно исследо�
вать не только агрегационную кривую тромбо�
цитов (образование диагрегатов наблюдается по
светорассеянию под углом 1,5°), но и изменение
ими формы (светорассеяние под углом 12°) в от�
вет на слабую активацию [34].

Данным методом была оценена агрегация
тромбоцитов у семи пациентов (см. Дополни�
тельные материалы), находящихся на химиоте�
рапии. Получено, что у половины пациентов
наблюдалось ослабление агрегации тромбоци�
тов или агрегация тромбоцитов находится на
нижней границе нормы (рис. 1, а, б, пациенты 3,
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Рис. 1. Исследование проагрегантного ответа тромбоцитов пациентов методом малоуглового светорассеяния. а – Началь�
ная скорость формирования диагрегатов была снижена (или на нижней границе нормы) для всех пациентов, кроме паци�
ентов 2 и 6, у которых, наоборот, наблюдалось повышение начальной скорости формирования диагрегатов тромбоцитов;
б – максимальная амплитуда светорассеяния, соответствующего диагрегатам была снижена у пациентов 3, 4, 5, а также на�
ходилась на нижней границе нормы для пациента 7; в – максимальная степень агрегации тромбоцитов пациентов была
снижена у всех пациентов, кроме пациентов 2, 3, 4. Серым фоном обозначены границы нормы для здоровых доноров
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4, 5, 7). С другой стороны, изменение формы у
тромбоцитов доноров 2 и 3 не было нарушено, а
у пациента 4 было даже повышено (рис. 1, в), в
то время как наблюдалось сниженное измене�
ние формы тромбоцитов у пациентов 1, 5, 6, 7. 

Функциональные характеристики тромбоци?
тов пациентов на химиотерапии. Для оценки при�
чин полученных выше различий между пациен�
тами, находящимися на химиотерапии, а также
здоровыми донорами было проведено исследо�
вание функциональных характеристик актива�
ции тромбоцитов в покое и при активации
SFLLRN (20 мкМ). Функциональные характе�
ристики тромбоцитов оценивались в различные
моменты терапии, схема терапии приведена в
дополнительных материалах.

При секреции тромбоцитарных α�гранул
также происходит выставление на внешнюю
мембрану тромбоцитов Р�селектина (CD62p) –
мембранного белка, важного для взаимодей�
ствия тромбоцитов с иммунными клетками (че�
рез PSGL рецепторы). В точках 1–5 наблюдали
достоверное повышение Р�селектина в покоя�
щихся тромбоцитах, однако при активации не
было значимых отличий по выставлению P�се�
лектина по сравнению со здоровыми донорами
(рис. 2, а, б).

В плотных гранулах тромбоцитов наблюда�
ется снижение pH по сравнению с другими
внутриклеточными органеллами, что позволяет
использовать для их исследования мепакрин. В
покоящихся тромбоцитах пациентов наблюда�
лось снижение флуоресценции мепакрина по
сравнению с тромбоцитами здоровых доноров
(рис. 2, в). При активации тромбоцитов разли�
чий не наблюдалось (рис. 2, г). Таким образом,
можно сделать вывод, что тромбоциты пациен�
тов в покоящемся состоянии дегранулированы
по сравнению с тромбоцитами здоровых доно�
ров. Анализ активации тромбоцитарных интег�
ринов (посредством антитела PAC�1) – первич�
ного проагрегантного ответа тромбоцитов – по�
казал отсутствие различий между тромбоцитами
пациентов в покоящемся состоянии и при акти�
вации (рис. 1, д, е), за исключением первой точ�
ки при активации (рис. 1, е).

Сравнение внутриклеточной сигнализации
тромбоцитов пациентов на химиотерапии и апоп?
тотических тромбоцитов. Для исследования при�
чин наблюдаемой первичной дегрануляции
тромбоцитов (рис. 1, а, в) было проведено ис�
следование кальциевой сигнализации тромбо�
цитов пациентов, а также тромбоцитов здоро�
вых доноров, прединкубированных с ABT�737.
Кальций является ключевым вторичным мессенд�
жером активации тромбоцита, запускающим
как дегрануляцию, так и проагрегантный ответ

тромбоцита. Ранее было убедительно продемон�
стрировано, что перегрузка митохондрий каль�
цием также запускает и некроз тромбоцитов [18,
42], характеризующийся выставлением на
внешнюю поверхность тромбоцитарной мемб�
раны отрицательно заряженного фосфолипида
фосфатидилсерина.

Методом проточной цитометрии в кинети�
ческом режиме получено, что в покоящихся
тромбоцитах пациентов наблюдается повыше�
ние концентрации свободных ионов кальция
(17 нМ) по сравнению с тромбоцитами здоро�
вых доноров (9 нМ, рис. 3, а). При инкубации с
ABT�737 в течение 1 ч в тромбоцитах наблюда�
лось более значительное увеличение концентра�
ции кальция (39 нМ, рис. 3, а). При активации
тромбоцитов 2 мкМ АДФ, как и при более силь�
ной стимуляции 20 мкМ SFLLRN (рис. 2), наб�
людался одинаковый максимальный уровень
концентрации кальция. Данные результаты так�
же могут свидетельствовать об предактивации
тромбоцитов у пациентов, находящихся на хи�
миотерапии, а также о том, что это может быть
следствием запуска апоптоза в тромбоцитах этих
пациентов.

Исследование связывания фибриногена по�
казало, что апоптотические (инкубированные с
ABT�737) тромбоциты значительно слабее свя�
зывают фибриноген, нежели тромбоциты здо�
ровых доноров или тромбоциты пациентов
(рис. 3, в). Наконец, в популяции инкубирован�
ных с ABT�737 тромбоцитов наблюдалась наи�
большая доля положительных по аннексину�V
тромбоцитов (рис. 3, г). Таким образом, можно
заключить, что на более поздних этапах запуска
апоптоза можно наблюдать ингибирование ак�
тивации тромбоцитов, которое происходит из
их изначальной предактивации, вероятно, наб�
людаемой у пациентов на химиотерапии
(рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Изменение количества и функциональности
тромбоцитов при онкогематологических забо�
леваниях является давно установленным фено�
меном, однако причины этих изменений могут
быть различны. Одной из причин тромбоцито�
патий является индукция химиотерапией апоп�
тоза тромбоцитов [43]. В настоящей работе про�
ведено исследование функциональной актив�
ности тромбоцитов пациентов с онкогематоло�
гическими заболеваниями, находящихся на хи�
миотерапии. Показано, что тромбоциты паци�
ентов обладают признаками предактивации, а
именно повышенной экспрессией P�селектина,
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сниженным количеством плотных гранул и по�
вышенной концентрацией цитозольного каль�
ция. При этом при активации тромбоцитов наб�
людается сниженная способность к агрегации и
активации интегринов. На основании настоя�
щего исследования и наших предыдущих работ
мы предлагаем схему апоптоза тромбоцитов,
при котором предактивация тромбоцитов явля�
ется следствием повышенной концентрации

цитозольного кальция, а ингибирование интег�
ринов связано с активацией каспазы�3 и зависи�
мой от нее активацией протеинкиназы А (см.
рис. 4).

Известно, что химиотерапия способна вы�
зывать тромбоцитопению благодаря индукции
каспаз�зависимой гибели тромбоцитов и мега�
кариоцитов [20, 43]. Однако открытым остается
вопрос о функциональной активности остав�
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Рис. 2. Функциональные характеристики тромбоцитов пациентов в различные дни исследования. а, б – На тромбоцитах
пациентов повышено выставление P�селектина (выход α�гранул) по сравнению со здоровыми донорами в начальных точ�
ках исследования в покое (а), однако при активации количества P�селектина на тромбоцитах пациентов лежат в пределах
нормы (б); в, г – в покоящихся тромбоцитах пациентов в начальных точках эксперимента наблюдалась сниженная флуо�
ресценция мепакрина, что свидетельствует о выходе из них δ�гранул (в), в то время как при активации флуоресценция ме�
пакрина в тромбоцитах доноров лежала в пределах нормы (г); д, е – активация тромбоцитарных интегринов GPIIb�IIIA
(связывание PAC�1) у пациентов не была нарушена в покое (д), в то время как при активации только в начальной точке
исследования наблюдалось снижение активации интегринов (е). Статистическая значимость была оценена по критерию
Манна–Уитни. (С цветными вариантами рис. 2–4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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шихся «в живых» тромбоцитов. Для мышей ра�
нее была показана сниженная способность к ак�
тивации и агрегации тромбоцитов при воздей�
ствии BH3�миметиков [44]. В настоящем иссле�
довании мы показываем, что способность тром�
боцитов пациентов на химиотерапии образовы�
вать агрегаты и активировать интегрины замет�
но снижена по сравнению со здоровыми доно�
рами. Этот результат находится в соответствии с
нашими ранее полученными данными о том,
что тромбоциты, инкубированные с ABT�737,
не образуют агрегаты и не связывают PAC�1 (ан�
титело к активированным тромбоцитарным ин�
тегринам) [15]. Эти же результаты (ингибирова�
ние способности тромбоцитов к активации при

воздействии BH3�миметиков) подтверждаются
работами других авторов [44, 45]. Следует подчерк�
нуть, что в настоящем исследовании мы впер�
вые показываем гипоагрегационную способ�
ность не всей популяции тромбоцитов, а только
той субпопуляции, которая не испытала клеточ�
ную смерть (тромбоциты не экспонируют фос�
фатидилсерин). Гипоагрегация тромбоцитов на�
ходящихся на онкотерапии пациентов не была
показана ранее, так как классический метод аг�
регометрии требует концентрации тромбоцитов
выше 150 тыс/мкл, в то время как используемый
в настоящей работе метод LaSca позволяет наб�
людать агрегационную способность тромбоци�
тов, начиная с концентрации 10 тыс/мкл [34, 46].
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Рис. 3. Сравнение внутриклеточной сигнализации в тромбоцитах пациентов, здоровых доноров и апоптотических тром�
боцитах (ABT�737). а – В покоящихся тромбоцитах пациентов повышен кальций, однако в тромбоцитах, прединкубиро�
ванных с ABT�737, повышение кальция более значительно; б – при активации 2 мкМ АДФ не наблюдается значительных
различий между тромбоцитами пациентов, здоровых доноров, а также апоптотическими тромбоцитами по кальциевому
ответу; в – связывание фибриногена апоптотическими тромбоцитами было снижено по сравнению с тромбоцитами па�
циентов и здоровых доноров; г – выставление фосфатидилсерина (связывание Аннексина�V) апоптотическими тромбо�
цитами было значительно усилено по сравнению с тромбоцитами пациентов и здоровых доноров. Статистическая значи�
мость была оценена по критерию Манна–Уитни
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Механизмы сниженной активации интегринов
тромбоцитов при воздействии BH3�миметиков
были показаны в работе [15], а именно, ABT�737
через активацию каспазы�3 стимулирует актива�
цию протеинкиназы А без повышения уровня
цАМФ, протеинкиназа А, в свою очередь, инги�
бирует активацию тромбоцита. Кроме того, на�
ми было показано, что ABT�737 ингибирует ак�
тивацию тромбоцитов путем каспаза 3 – зависи�
мого ингибирования цитозольной фосфолипа�
зы А2, отвечающей за синтез тромбоксана А2 и
вторичную активацию тромбоцитов [5]. Эти ре�
зультаты также подтверждаются тем, что актива�
ция тромбоцитов через P2Y12 (рецептор, ассоци�
ированный с Gi�белком) снижает эффекты
BH3�миметиков на активацию тромбоцита [6].
Возможно, что механизм ингибирования акти�
вации интегринов у пациентов на химиотерапии
аналогичен, но для проверки этого необходимо
оценить уровень форфорилирования мишеней
протеинкиназы А у данных пациентов.

В настоящей работе показано наличие пред�
активации тромбоцитов пациентов по следую�

щим параметрам. Во�первых, у пациентов на
BH3�миметиках происходит частичная секре�
ция как α�, так и плотных гранул. Несмотря на
то, что везикуляция мембраны тромбоцитов при
воздействии BH3�миметиков была многократно
показана [17, 47], мы предполагаем, что наблю�
даемая в данном исследовании предактивация
тромбоцитов имеет другую природу. При этом
количество рецепторов�гликопротеинов соот�
ветствует норме. Следует заметить, что здесь на�
ши результаты противоречат работам [44], кото�
рые показывают шеддинг рецептора GPIb в от�
вет на воздействие BH3�миметиков. Противоре�
чие в результатах может быть связано как с осо�
бенностями пациентов, так и с используемыми
временами воздействия препаратов: в работе
[44] проводили временную (90 мин) инкубацию
тромбоцитов здоровых доноров с препаратами
либо проводили наблюдения на мышах, в рабо�
те [45] также наблюдали за пациентами с лим�
фопролиферативными расстройствами, однако
шеддинг рецепторов наблюдался как до, так и
после терапии. 
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Рис. 4. Схема сигнализации, запускающей апоптоз или некроз в тромбоцитах крови. Оттенками красного (серого в ч/б
версии) цвета обозначена концентрация ионов кальция. Стрелками показана активация, ромбами – ингибирование, чер�
ными линиями показаны потоки вещества. Синими (сплошными) овалами обозначены ферменты с приведенными об�
щепринятыми сокращениями их названий. Точечный контур означает зависимость активности фермента от концентра�
ции кальция. Синими прямоугольниками обозначены рецепторы плазматической мембраны. Серые прямоугольники и
овалы – белки апоптотического аппарата. apop – Комплекс белков апоптосомы, включающий Apaf�1 и цитохром с, а в
последствии прокаспазы 3 и 9. ЭПР – эндоплазматический ретикулум, ОКС – открытая канальцевая система (внеклеточ�
ное пространство)
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Далее мы показываем повышенную концент�
рацию цитозольного кальция тромбоцитов па�
циентов в покоящемся состоянии или тромбо�
цитов, испытавших воздействие ABT�737. Пос�
ледний результат находится в согласии с работа�
ми предыдущих авторов, которые наблюдали по�
вышение концентрации цитозольного кальция
при воздействии ABT�263 [16, 45], в то время как
в работе других авторов [44] ABT�737 не вызывал
повышения концентрации кальция. Эти резуль�
таты не противоречат друг другу, потому, как ар�
гументируется в работе [45], повышение конце�
нтрации кальция наблюдалось только в первые
минуты воздействия препарата. Кроме того, в
настоящей работе используется метод нормиро�
вания концентрации кальция по буферному
раствору, содержащему 40 нМ кальция, что поз�
воляет различать низкие концентрации [39].
Благодаря этому можно увидеть небольшие, но
достоверные различия концентрации кальция в
тромбоцитах пациентов и здоровых доноров. 

Механизмы предактивации тромбоцитов у
пациентов, находящихся на химиотерапии, бу�
дут являться предметом дальнейших исследова�
ний. Возможно, как предполагается в работе
[45] и по аналогии с иммунной тромбоцитопе�
нией [39], происходит изменение проницаемос�
ти плазматической мембраны (вероятно, кас�
паз�зависимое [17]) или мембраны эндоплазма�
тического ретикулума [47] для ионов кальция.
Это может быть связано с деполяризацией
мембраны митохондрий [5, 8], в результате чего
митохондрии не могут выступать как дополни�
тельные резервуары для ионов кальция. С дру�
гой стороны, в наших исследованиях и в работе
[14] деполяризация мембраны наблюдается
только у тромбоцитов, «вступивших» на путь
клеточной смерти. Требуется дополнительное

исследование тромбоцитов пациентов на пред�
мет содержания кальция в ЭПР и потенциала
митохондрий для прояснения этого вопроса.
Следует отметить, что, как предполагается в ра�
боте [17], тромбоциты пациентов могут нахо�
диться «на пути в некроз». Однако при наблюде�
нии методом проточной цитометрии, выпол�
ненной в настоящем исследовании, субпопуля�
ций тромбоцитов пациентов ни по одному пока�
зателю не наблюдалось, что может служить аргу�
ментом против скорого потенциального некроза
тромбоцитов пациентов.
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Programmed cell death of non�nucleated blood cells – platelets – in case of oncologic and oncohematologic diseases,
can be involved in their pathophysiology. It contributes to both bleedings (caused by the thrombocytopenia, which is
induced by the elimination of the platelets) and thrombosis (caused by the processes of blood coagulation on the sur�
face of phosphatidylserine exposing platelets). Here we have characterized the functional responses of platelets of
patients with various oncological disorders, which were receiving chemotherapy and compared them to the platelets
of healthy donors and platelets, pre�incubated with apoptosis inducer ABT�737. Some patients exhibited diminished
capability of platelets to aggregate. Immunophenotyping of these platelets revealed their pre�activation in comparison
to the platelets of healthy donors. Calcium signaling analysis revealed that in patients’ platelets, as well as in apoptot�
ic platelets, intracellular calcium levels were increased in resting cells. However, the modesty of this increase along�
side weak phosphatidylserine expression allows us to assume that apoptotic processes in the circulating patients’
platelets are limited.

Keywords: platelets, apoptosis, chemotherapy, flow cytometry, aggregometry
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HER2 (рецептор эпидермального фактора роста человека 2), известный также как ERBB2, CD340 или про�
тоонкоген Neu, является членом семейства рецепторов эпидермального фактора роста. Члены семейства
ERBB, включая HER2, активируют молекулярные каскады, стимулирующие пролиферацию, миграцию и
устойчивость онкогенных клеток к противораковой терапии. Данные белки часто сверхэкспрессированы
и/или мутированы в различных типах рака и являются перспективными мишенями для создания противо�
раковой терапии. Для лечения ряда опухолей одобрены анти�HER2 препараты, которые включают в себя
моноклональные антитела, а также низкомолекулярные ингибиторы тирозинкиназных рецепторов, таких
как лапатиниб, нератиниб и пиротиниб. Помимо активации сигнальных путей, ответственных за пролифе�
рацию и выживание клеток в условиях стрессовых воздействий, HER2 способен также напрямую регулиро�
вать процесс программируемой клеточной гибели на различных уровнях. В данном обзоре проанализирова�
ны опубликованные работы, посвященные участию рецептора HER2 в различных сигнальных путях и его
роли в регуляции апоптоза.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: HER2, рецептор эпидермального фактора роста, рак, PI3K�AKT сигнальный путь,
апоптоз.
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УЧАСТИЕ ТИРОЗИНКИНАЗНОГО РЕЦЕПТОРА ERBB2/HER2
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ВВЕДЕНИЕ

HER2 (известный также как ERBB2, CD340
или протоонкоген Neu) является членом семей�
ства рецепторов эпидермального фактора роста.
Рецепторы HER принадлежат к семейству тиро�
зинкиназных рецепторов эпидермального фак�
тора роста, которые включают четыре рецептора
HER1 (также известный как EGFR – рецептор

эпидермального фактора роста), HER2
(ErbB2/Neu), HER3 (ErbB3) и HER4 (ErbB4) [1].
Белки рецепторов эпидермального фактора рос�
та, как правило, имеют общую структуру и
включают в себя внеклеточный лиганд�связыва�
ющий домен, трансмембранный домен, локали�
зующий рецептор в мембране, а также цито�
плазматический тирозинкиназный домен, осу�
ществляющий саму киназную активность
(рис. 1). При этом показано, что HER3 характе�
ризуется отсутствием киназной активности ли�
бо ее пониженным уровнем, в то время как для
HER2 не обнаружено лиганда, который спосо�
бен активировать данный рецептор. Большин�
ство исследований сосредоточено на роли HER2
в развитии рака молочной железы (РМЖ) как in
vivo, так и in vitro. Поскольку оверэкспрессия
HER2 наблюдается ~ в 15–30% случаев РМЖ и
является важным прогностическим биомарке�
ром. Однако появляется все больше данных о
повышенной экспрессии HER2 в других видах
рака, например, при раке желудка и пищевода,
яичников, эндометрии, мочевого пузыря, лег�
ких, толстой кишки, головы и шеи [2].

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : РМЖ – рак молочной же�
лезы; HER2– рецептор эпидермального фактора роста че�
ловека 2; PI3K – фосфоинозитид�3�киназа; PH – домен
плекстрина; PDK1 – протеин серин/треонинкиназо�3′�
фосфоинозитид�зависимая киназа 1; AKT– протеинкина�
за B; HIF�1α – фактор, индуцируемый гипоксией 1;
VEGF – фактор роста эндотелия сосудов; MAPK – мито�
ген�активируемый протеинкиназный комплекс; DISC –
комплекс, индуцирующий смерть; MEK – MAP киназа�
ERK киназа; ERK1/2 – внеклеточные сигнально�регули�
руемые киназы; MAPKKK – митоген�активируемая проте�
инкиназа киназа киназ, MAPKK – митоген�активируемая
протеинкиназа киназа, MAPK – митоген�активируемая
протеинкиназа.

* Адресат для корреспонденции.
# Авторы внесли равный вклад в работу.



УЧАСТИЕ HER2 В АПОПТОЗЕ

Каскад фосфорилирования, запускаемый
автофосфорилированием рецептора HER2, спо�
собствует пролиферации клеток через передачу
сигнала по PI3K/AKT�киназному пути на
mTOR, который является мастер�регулятором
метаболизма и аутофагии. Также было обнару�
жено, что активация HER2 приводит к подавле�
нию апоптоза через изменение гомеостаза меж�
ду Bcl�2 и BH3�only белками. Поэтому не удиви�
тельно, что члены семейства ERBB, включая
HER2, часто сверхэкспрессированы и/или му�
тированы в различных типах рака и являются
перспективными мишенями для создания про�
тивораковой терапии. В данном обзоре прове�
ден анализ опубликованных работ, посвящен�
ных участию рецептора HER2 в различных сиг�
нальных путях и его роли в регуляции апоптоза.

АКТИВАЦИЯ HER2

HER2 является терапевтической мишенью
для лечения различных типов рака, включая рак
молочной железы, яичников, легкого, желудка и
других [2]. В настоящее время одобрены анти�
HER2 препараты для лечения опухолей с овер�
экспрессией HER2, включая моноклональные
антитела трастузумаб и пертузумаб, а также низ�
комолекулярные ингибиторы рецепторов тиро�
изинкиназ, таких как лапатиниб, нератиниб и
пиротиниб. Помимо HER2�специфичной мо�
нотерапии, одобрены также различные комби�
нации совместной терапии, включающей трас�
тузамаб, капецатабин (или 5�фторурацил) и
цисплатин для лечения метастатического рака
желудка и желудочно�кишечного тракта [3]. 

HER2 относят к т.н. «сиротским рецепто�
рам», т.е. для них не известен или не существует
специфический лиганд. Обычно связывание ли�
ганда с рецептором запускает процесс его гомо�
или гетеродимеризации и последующей актива�
ции. Однако известно, что в случае сверхэкс�
прессии HER2 в клетках образуются лиганд�не�
зависимые гомодимеры [4]. Показано также,
что HER2 способен связываться с другими чле�
нами семейства рецепторов эпидермального
фактора роста, что вносит значительный вклад в
нарушение регуляции внутриклеточной переда�
чи сигналов и роста клетки [5]. Так, например,
показано, что HER2 способен взаимодейство�
вать с другими членами суперсемейства тирозин�
киназ, включая AXL, MET, RET и другие. Ре�
цептор AXL также известен как Tyro7 и принад�
лежит к семейству тирозинкиназных рецепто�
ров TAM (название дано по первым буквам трех
членов семейства: Tyro3, Axl, and Mer) [6]. TAM�
рецепторы выполняют важные функции во

многих биологических процессах, таких как коа�
гуляция, иммунный ответ и прогрессирование
рака [7]. Исследования показали, что AXL мо�
жет взаимодействовать с HER2 в клетках HER2�
позитивного подтипа рака молочной железы.
Этот факт дает основания предполагать, что
совместное действие лапатиниба (низкомолеку�
лярного ингибитора HER2) и ингибитора AXL
окажется эффективным подходом [8]. Кроме то�
го, для членов семейства EGFR, в т.ч. для HER2,
показана возможность образовывать гетероди�
меры с тирозинкиназами MET и RET, в резуль�
тате чего активируются нижележащие сигналь�
ные пути PI3K�AKT и MEK�ERK, способствую�
щие пролиферации и выживанию (рис. 1) [9].

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ PI3K6AKT

Множество исследований показало, что сиг�
нальные пути в клетке высоко организованы и
тонко регулируются. Активация сигнальных пу�
тей приводит к регуляции важнейших функций
в жизнедеятельности клеток, таких как проли�
ферация, дифференцировка, клеточный цикл,
выживание и метаболизм [4].

Одним из важнейших сигнальных путей, ак�
тивируемых рецептором HER2, является сиг�
нальный путь PI3K�AKT, отвечающий за акти�
вацию пролиферации, синтез белков и продви�
жение клетки по клеточному циклу, выживание
в стрессовых условиях, а также ассоциирован�
ный с опухолевой трансформацией.

PI3K привлекается к активированному ре�
цептору HER2 и фосфорилируется им. PI3K
(фосфоинозитид�3�киназа) является членом се�
мейства протеинкиназных ферментов, которая
фосфорилирует фосфатидилинозитол в положе�
нии 3�гидроксильной группы инозитольного
кольца. PI3K представляет собой гетеродимер,
состоящий из регуляторной и каталитической
субъединицы, и является ключевым элементом
PI3K/AKT сигнального пути [10].

Как упоминалось ранее, активация тирозин�
специфической протеинкиназной активности
рецепторов приводит к их автофосфорилирова�
нию по остаткам тирозина. Эта пост�трансляци�
онная модификация служит сигналом для прив�
лечения PI3K ко внутренней мембране путем ее
непосредственного связывания с консенсусны�
ми остатками фосфотирозинов в молекуле ре�
цептора. Фосфотирозины могут также узнавать�
ся с помощью одного из двух доменов SH2 в ре�
гуляторной субъединице PI3K. Релокализация
PI3K к мембране активирует ее каталитическую
субъединицу. Активация PI3K приводит к обра�
зованию вторичного мессенджера фосфатиди�
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линозитол�3,4,5�трифосфата (PI3,4,5�P3) из
субстрата фосфатидилинозитол�4,4�бифосфата
(PI�4,5�P2). PI3,4,5�P3, в свою очередь, рекру�
тирует сигнальные белки, содержащие домены
плекстрина (PH), на мембрану, включая проте�
ин серин/треонинкиназо�3′�фосфоинозитид�
зависимую киназу 1 (PDK1) и AKT (протеинки�
назу B) [10, 11].

Известно несколько мишеней, которые по�
лучают сигналы по PI3K пути, но наиболее важ�
ным медиатором является протеинкиназа AKT
[12]. Существует три типа AKT: AKT1, AKT2 и
AKT3 [13–15]. Эти изоформы кодируются раз�
ными генами, но имеют общую консервативную
доменную структуру, состоящую из амино�кон�
цевого домена (плекстрин гомологичного доме�
на; PH�домен), киназного домена и карбокси�
концевого регуляторного домена, содержащего
гидрофобный мотив [15]. Сигнальный путь
PI3K/AKT часто нарушается при злокачествен�
ных новообразованиях и в настоящее время рас�
сматривается как важная противораковая ми�
шень [16]. AKT способствует росту раковых кле�
ток как за счет подавления экспрессии генов,

отвечающих за клеточную смерть, так и за счет
активации экспрессии генов, способствующих
выживанию [17] (рис. 1). Показано, что AKT ин�
гибирует экспрессию членов семейства тран�
скрипционных факторов FKHR, FHHRL1 и
AFX, участвующих в регуляции апоптоза. Также
известно, что АКТ ингибирует Bad, являющий�
ся проапоптотическим членом семейства Bcl�2;
киназу ASK1, которая, в свою очередь, активи�
рует проапоптотические киназы JNK и p38
MAP; а также прокаспазу�9, которая играет важ�
ную роль в осуществлении сигнального пути
апоптоза [18–20].

Мишенями AKT, которые способствуют вы�
живанию клеток, также являются NF�κB и
цАМФ�зависимый транскрипционный фактор
CREB [21, 22].

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ PI3K6AKT6mTOR

Важно отметить, что сигнальный путь PI3K�
AKT�mTOR, активируемый рецептором HER2,
является одним из основных путей, регулирую�
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Рис. 1. Структура рецепторов семейства EGFR и основные активируемые HER2 сигнальные пути. Структура трансмем�
бранного рецептора HER2 и других членов семейства EGFR включает внеклеточный лиганд�связывающий домен, транс�
мембранный домен, локализующий рецептор в мембране, а также цитоплазматический тирозинкиназный домен, осуще�
ствляющий киназную активность. В результате гомо� или гетородимеризации происходит фосфорилирование, обеспечи�
вающее активацию рецептора. Активированный рецептор запускает сигнальные пути: cигнальный путь PI3K/AKT, cиг�
нальный путь Ras�Raf�MEK�ERK. (С цветными вариантами рис. 1 и 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи
на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/biokhsm/)
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щих аутофагию при стрессе, например, при го�
лодании, окислительном стрессе, инфекции, а
также при подавлении опухолей [23]. Помимо
HER2 и других членов семейства EGFR, mTOR
активируется другими рецепторами факторов
роста и их лигандами, такими как рецептор ин�
сулиноподобного фактор роста�1 (IGF�1) –
IFGR�1, а также рецептором фактора роста эн�
дотелия сосудов (VEGFR), которые также пере�
дают сигналы mTOR через PI3K/AKT.

mTOR в клетке существует как субъединица
внутриклеточных мультимолекулярных сиг�
нальных комплексов TORC1 и TORC2. Комп�
лекс mTORC1 состоит из mTOR, Raptor, mLST8
и PRAS40. Он чувствителен к рапамицину и,
следовательно, представляет собой мишень ин�
гибиторов mTOR первого поколения. Он также
активирует S6K и инактивирует 4EBP1, что при�
водит к трансляции белков и росту клеток [24].
Комплекс mTORC2 состоит из mTOR, Rictor,
Sin1 и mLST8. Он менее чувствителен к рапами�
цину и его роль в нормальном функционирова�
нии клеток и онкогенезе до конца не ясна. Од�
нако известно, что он активирует AKT, форми�
руя петлю положительной обратной связи и тем
самым способствуя пролиферации и выжива�
нию клеток. Канонический путь активации
mTOR зависит от передачи сигналов через
PI3K/AKT, но известны и альтернативные не�
AKT�зависимые пути активации, например, че�
рез путь Ras/MEK/ERK [25].

Также было показано, что AKT�зависимое
фосфорилирование mTOR активирует экс�
прессию фактора, индуцируемого гипоксией 1
(HIF�1α), а также усиливает ангиогенез за счет
активации экспрессии VEGF [26].

Обобщая биологическую роль АКТ, стоит
особо отметить, что она является одной из наи�
более важных киназ, которая подавляет индук�
цию апоптоза. В результате множества исследо�
ваний было показано, что мутации в AKT по�
давляют пролиферацию клеток, тогда как повы�
шенная экспрессия AKT дикого типа подавляет
апоптоз, запускаемый различными типами
стресса [27, 28]. Например, активация PI3K/
AKT сигнального пути приводит к транслока�
ции FoxO белков из ядра и подавляет их тран�
скрипционную активность [29, 30]. Показано,
что AKT фосфорилирует два сайта у данных бел�
ков, один из которых находится в амино�конце�
вой последовательности, а второй – в участке
сигнала ядерной локализации (NLS) (T24 и S256
для FoxO1), что приводит к тому, что белки 14�3�
3 узнают эти сайты и помогают экспорту форс�
форилированных белков FoxO в цитозоль
(рис. 2). Таким образом, AKT подавляет способ�
ность транскрипционных факторов FoxO акти�

вировать апоптоз, которому посвящена следую�
щая глава, а также вызывать остановку клеточ�
ного цикла (через p21 и p27) и подавлять проли�
ферацию (через Sestrin3 MAP1LC3B и
BNIP3) [31, 32].

PTEN является фосфатазой и ключевой мо�
лекулой, регулирующей сигнальный путь
PI3K/AKT. PTEN дефосфорилирует липидные
субстраты PI3,4,5�P3 и, тем самым, ингибирует
проведение сигнала по PI3K/AKT пути (рис. 1).
Не удивительно, что PTEN является супрессо�
ром опухолей, ингибируя рост клеток и повы�
шая клеточную чувствительность к апоптозу, в
т.ч. аноикису [33]. Важно отметить, что PTEN
часто инактивирован при злокачественных но�
вообразованиях как за счет мутаций, так и с по�
мощью других механизмов, включая метилиро�
вание промотора, микро�РНК�интерференцию,
фосфорилирование и изменение локализа�
ции [34–38].

СИГНАЛЬНЫЙ ПУТЬ
Ras6Raf6MAPK6MEK6ERK

Митоген�активируемый протеинкиназный
(MAPK) путь является одним из сложных взаи�
мосвязанных сигнальных каскадов, который
участвует в онкогенезе, прогрессировании опу�
холи, а также в развитии лекарственной устой�
чивости. При активации данного сигнального
пути происходит амплификация ключевых бел�
ков, отвечающих за пролиферацию, рост и вы�
живание [39]. Как правило, после активации ре�
цепторов тирозинкиназ происходит трансдук�
ция сигнала через цитозольные интермедиато�
ры, которые регулируют транксрипцию или
трансляцию эффекторных генов [40]. В первую
очередь, участвуют интермедиаторы RAS ГТФаз
при активации пути MAPK. RAS ГТФазы насчи�
тывают около 150 малых G�белков, которые пе�
редают сигнал внутрь клетки. Среди наиболее
известных выделяют HRAS, KRAS, NRAS [41].
После димеризации HER2 внутриклеточные до�
мены рецептора образуют докинг�сайты, с кото�
рыми могут взаимодействовать адапторные бел�
ки. В случае активации RAS с докинг�сайтами
связываются адапторные белки Grb2 и Shc, че�
рез которые происходит взаимодействие с фак�
тором обмена гуанина Sos, в свою очередь,
привлекающим ГТФазу RAS [42]. После актива�
ции RAS передает сигнал на нижестоящий эф�
фектор RAF, который зависит от взаимодей�
ствия с активированным RAS. Семейство RAF
включает несколько вариантов (к примеру,
ARAF, BRAF, CRAF) [43], каждый из которых
состоит из серин/треонин киназ, ответственных
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за активацию пути MEK (MAP kinase�ERK
kinase) и ERK1/2 (внеклеточные сигнально�ре�
гулируемые киназы). Каскад активации проис�
ходит в следующем порядке: MAPKKK (мито�
ген�активируемая протеинкиназа киназа киназ,
представленная RAF и ее вариантами), за кото�
рой следует MAPK киназа (MAPKK:
MEK1/2/3/4/5/6/7) и в самом конце MAPK
(рис. 1). Существует три основных классических
MAPK с различными изоформами ERK (с изо�
формами ERK1 и ERK2), JNK (N�концевые ки�
назы c�Jun и его изоформы JNK1, JNK2 и JNK3)
и MAPK p38 (p38α, p38β, p38γ и p38δ). Как
MEK, так и ERK1/2 участвуют в важнейших
процессах жизнедеятельности клетки, таких как
выживание, пролиферация и дифференцировка
[44, 45]. Таким образом, активируя данный сиг�
нальный каскад, HER2 участвует в регуляции
перечисленных выше клеточных процессов.

УЧАСТИЕ HER2 В РЕГУЛЯЦИИ
АПОПТОЗА

Помимо активации сигнальных путей, ответ�
ственных за пролиферацию и выживание клеток
в условиях стрессовых воздействий, HER2 спо�
собен также напрямую регулировать процесс
программируемой клеточной гибели на различ�
ных уровнях.

Как известно, одним из ключевых этапов за�
пуска апоптоза является активация проапопто�
тических факторов семейства BCL�2: Bax и Bak,
относящихся к подсемейству BH1�3 [46]. Дан�
ные белки обеспечивают проницаемость наруж�
ной мембраны митохондрий (MOMP) и выход
цитохрома c с последующим встраиванием его в
структуру апоптосомы [47]. Способность Bax и
Bak выполнять проапоптотические функции
подавляется членами того же белкового семей�
ства BCL�2: Bcl�2, Bcl�xL, Mcl�1 (подсемейство
BH1�4) и активируется факторами Puma, Noxa,
Bid, Bim и др. (подсемейcтво BH3�only). Анти�
апоптотические белки подсемейства BH1�4 свя�
зываются с белками Bax и Bak, что препятствует
их активации и образованию пор, необходимых
для выхода цитохрома с из интермембранного
пространства митохондрий (рис. 2) [48].

Согласно современным представлениям,
при реализации внутреннего (или митохондри�
ального) пути апоптоза воздействие различных
стрессовых стимулов на клетку приводит к акти�
вации экспрессии таких проапоптотических
белков, как Puma, Bax, Noxa, Bim, например, за
счет транскрипционных факторов p53, p63, p73,
c�Myc и др. [49–53]. Как было упомянуто выше,
в результате активации Bax и Bak образуют поры
во внешней мембране митохондрий, обеспечи�
вающие высвобождение цитохрома с [54]. Ци�
тохром с, в свою очередь, ассоциируется с бел�
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Рис. 2. Участие HER2 в регуляции апоптоза

цитоплазма

цитохром c
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ками Apaf�1 и прокаспазой�9, образуя белковый
комплекс апoптосомы. Активированная каспаза
9 в составе апоптосомы осуществляет процес�
синг прокаспаз�3, �7 и �6 (рис. 2) [55].

Внешний путь апоптоза инициируется свя�
зыванием лигандов с т.н. «рецепторами смерти»
(Death receptors), к которым относятся такие ре�
цепторы, как Fas, TNFR1, TRAMP, TRAILR1�4
и др. Для большинства из них известны соотве�
тствующие лиганды, такие как TNF, FasL,
TRAIL, связывание с которыми приводит к
привлечению в комплекс одного или несколь�
ких адапторных белков FADD, TRADD или RIP.
В результате формируется сигнальный комп�
лекс, индуцирующий смерть (DISC), который
осуществляет процессинг прокаспазы�8 и пос�
ледующую активацию каспаз�3, �7 и �6. Также
DISC отвечает за активацию процессинга BH3�
only белка tBid с образованием его активной
формы Bid, способной подавлять антиапопто�
тическую функцию белков подсемейства BH1�
4, а также активировать индуктор апоптоза Bax
и участвовать в формировании пор во внешней
мембране митохондрий для выхода цитохрома c
(рис. 2) [56.] В конечном итоге оба пути апопто�
за приводят к тому, что активированные каспа�
зы�3, �7 и �6 осуществляют протеолиз множест�
ва субстратов, вызывающий фрагментацию
ДНК, разрущение цитоскелета, дестабилизацию
межклеточных контактов и образование апо�
птотических телец.

Как было описано выше, HER2�активируе�
мый сигналинг направлен на активацию таких
туморогенных процессов, как пролиферация,
метастазирование и формирование лекарствен�
ной устойчивости за счет повышения выживае�
мости клеток под воздействием стрессовых фак�
торов. Помимо этого, HER2 как напрямую, так
и опосредованно влияет на молекулярные пути,
ответственные за запуск апоптоза в клетках.

ВЛИЯНИЕ HER2
НА ПРОАПОПТОТИЧЕСКИЕ
БЕЛКИ Bim, Puma, Noxa И Bad

Было показано, что подавление HER2 с по�
мощью специфического низкомолекулярного
ингибитора лапатиниба приводит к активации
BH3�only белков Puma и Bim, и, соответственно,
последующему запуску процесса апоптоза [57].
Лапатиниб является тирозинкиназным ингиби�
тором, препятствующим как гомодимеризации
HER2, так и гетеродимеризации HER2 и EGFR,
предотвращая таким образом активацию ниже�
лежащих сигнальных каскадов MEK�ERK и
PI3K/AKT [58] (рис. 2). Инактивация HER2 с по�

мощью лапатиниба приводит к снижению актив�
ности PI3K/AKT сигналинга, что, в свою оче�
редь, способствует диссоциации белкового комп�
лекса FoxO�14�3�3. Высвобождение транскрип�
ционного фактора FoxO делает возможной его
транслокацию в ядро, где он активирует экспрес�
сию гена BBC3, кодирующего белок Puma [59,
60] (рис. 2). Несмотря на то, что Bim также явля�
ется транскрипционной мишенью FoxO [61], бы�
ло показано, что лапатиниб�индуцируемая акти�
вация Bim происходит главным образом за счет
подавления MEK�ERK сигнального каскада [57].
Активированная киназа ERK фосфорилирует
фактор Bim, что способствует его убиквитиниро�
ванию и протеасомной деградации [62, 63]. Та�
ким образом, подавление HER2 и, соответствен�
но, ERK приводит к стабилизации Bim и способ�
ствует активации апоптоза (рис. 2).

Кроме того, было показано, что HER2 спо�
собен физически взаимодействовать с белком
Puma и фосфорилировать его по трем тирозино�
вым остаткам. Данные модификации приводят
к дестабилизации белка Puma в клетках рака мо�
лочной железы за счет протеасомной деграда�
ции и, как следствие, подавлению апоптоза
(рис. 2) [64].

Анализ пациентов с HER2�позитивной фор�
мой РМЖ показал, что амплификация HER2
ассоциирована с подавлением экспрессии про�
апоптотического белка Noxa, принадлежащего к
BH3�only подсемейству [65]. Авторы данного
исследования изначально предположили, что
HER2 может опосредованно подавлять тран�
скрипцию гена PMAIP1 (Noxа), однако данная
гипотеза не подтвердилась. Оказалось, что не�
транслируемая область гена ERBB содержит ген
микроРНК, miR�4728, мишенью которой явля�
ется эстрогеновый рецептор ERα, который, в
свою очередь, активирует экспрессию Noxа [66,
67]. Таким образом, амплификация HER2 в ра�
ковых клетках неизбежно приводит к повыше�
нию экспрессии miR�4728 и, следовательно, к
снижению уровня Noxa в клетках, что является
одним из механизмов, обеспечивающих HER2�
зависимое подавление апоптоза (рис. 2).

Еще одним членом подсемейства BH3�only
является белок Bad. При активации апоптоти�
ческого каскада его основная функция заключа�
ется в конкурентном связывании антиапоптоти�
ческих белков подсемейства BH1�4 (Bcl�2, Bcl�
xL), в результате чего происходит высвобожде�
ния Bax и Bak из инактивирующего комплекса и
формирование пор во внешней мембране мито�
хондрий для выхода цитохрома c [68, 69]. Фос�
форилирование Bad за счет киназ AKT и ERK,
активируемыми HER2, приводит к связыванию
Bad с белком 14�3�3, в результате чего данный
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белок не способен разрушать ингибирующие
межбелковые взаимодействия Bcl�2 и Bcl�xL со
своими проапоптотическими мишенями и, со�
ответственно, участвовать в запуске апоптоза
[68]. Таким образом, активация фосфорилирова�
ния Bad за счет AKT и ERK является еще одним
механизмом HER2�зависимой регуляции зап�
рограммированной клеточной гибели (рис. 2).

Вышеописанные механизмы HER2�опосре�
дованной регуляции белков семейства BCL�2
обеспечивают антиапоптотическую функцию
данного рецептора и были исследованы глав�
ным образом в клетках рака молочной железы.
Учитывая, что амплификация HER2 характерна
и для других типов опухолей, можно предполо�
жить возможную универсальность данных моле�
кулярных путей, однако для определения влия�
ния HER2 на проапоптотические белки BCL�2
семейства в клетках других типов рака необхо�
димы дополнительные исследования.

HER2 И COX2

Показано, что помимо локализации на плаз�
матической мембране и в ядре, для рецептора
HER2 также характерно расположение на внут�
ренней мембране митохондрий. Предполагает�
ся, что митохондриальная фракция HER2 регу�
лирует активность электрон�транспортной цепи
и энергетический метаболизм клетки [70, 71].
Кроме того, показано, что HER2, локализован�
ный в митохондриях, способен подавлять ак�
тивность цитохрома с оксидазы COX2, необхо�
димой для окисления цитохрома с, предшеству�
ющего его высвобождению из интер�мембран�
ного пространства митохондрий [70]. Таким об�
разом, HER2 подавляет образование активной
окисленной формы цитохрома с, необходимой
для сборки апоптосомы и запуска запрограмми�
рованной клеточной гибели (рис. 2).

HER2 И РЕЦЕПТОРЫ СМЕРТИ

В настоящее время показано, что HER2 спо�
собен регулировать как внешний, так и внутрен�
ний пути активации апоптоза.

Так, было продемонстрировано, что ингиби�
рование фосфорилирования HER2 и EGFR с
помощью тирозинкиназного ингибитора гефи�
тиниба в клетках аденокарциномы с оверэкс�
прессией HER2 вызывает повышение экспрес�
сии и мембранной локализации рецептора
смерти FAS, сопровождающееся активацией как
внутреннего, так и внешнего путей апоптоза
[72] (рис. 2). Гипотезу о том, что HER2 подавля�

ет экспрессию и активацию рецептора FAS так�
же подтверждает исследование влияния глико�
алкалоида соламаргина на клетки рака легкого.
Обработка клеток данным веществом приводит
к одновременному снижению экспрессии HER2
и повышению уровня FAS, а также способствует
повышению чувствительности клеток к цито�
токсическому препарату эпирубицину [73].

На клеточных моделях нескольких типов ра�
ка было показано, что оверэкспрессия HER2
приводит к снижению цитотоксического эффек�
та рекомбинантного TNFα – лиганда рецептора
смерти TNFR. Таким образом, по�видимому,
HER2 подавляет TNFα�индуцируемый апоптоз,
а также обеспечивает защиту раковых клеток от
уничтожения макрофагами (рис. 2) [74, 75].

Важно отметить, что клетки HER2�позитив�
ного рака молочной железы с приобретенной
устойчивостью к низкомолекулярному ингиби�
тору HER2, лапатинибу, демонстрируют повы�
шенную чувствительность к обработке лиган�
дом рецепторов TRAILR. При этом было пока�
зано, что чувствительность к TRAIL приобрета�
ется только клетками, в которых снижен уро�
вень фосфорилированной киназы AKT [76].
Эффект HER2 на апоптотический каскад, за�
пускаемый взаимодействием рецепторов
TRAILR с соответствующим лигандом, скорее
всего, зависит от клеточного контекста. Так, бы�
ло показано, что подавление активации HER2 с
помощью моноклонального антитела трастузу�
маба приводило к повышению уровня TRAIL�
индуцируемого апоптоза в клеточной линии
РМЖ HER2�позитивного подтипа SKBR3, но
не в BT�474 [77].

HER2 И КАСПАЗЫ

Активация каспаз является одним из ключе�
вых этапов запрограммированной клеточной ги�
бели по пути апоптоза. При анализе панели
HER2�экспрессирующих клеточных линий че�
ловека различных типов рака было показано, что
повышенная экспрессия HER2 ассоциирована
со сниженным уровнем каспаз 8 и 3 (рис.2) [78].
Кроме того, HER2 способен опосредованно воз�
действовать на активность каспаз 9, 3 и 7 за счет
активации киназы АКТ. Фосфорилирование
AKT приводит к стабилизации белка XIAP, отно�
сящегося к группе ингибиторов апоптоза (IAP)
[79]. Белок XIAP, в свою очередь, осуществляет
свою функцию, предотвращая процессинг кас�
паз 9, 3 и 7 и подавляя главным образом внутрен�
ний путь апоптоза (рис. 2) [80]. Также было по�
казано, что AKT способен непосредственно фос�
форилировать каспазу 9, что приводит к сниже�
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нию ее протеазной активности и вызывает сни�
жение уровня апоптоза (рис. 2) [18].

Любопытен тот факт, что белок HER2 сам
является субстратом для расщепления каспаза�
ми. Так, было показано, что HER2 может гидро�
лизоваться каспазами с образованием фрагмен�
та 25 кДа, включающего BH3�подобный домен,
сходный по структуре с BH3�доменом белков
семейства BCL�2 [81]. При этом было продемон�
стрировано, что данный белковый фрагмент
способен выполнять функции, характерные для
проапоптотических факторов подсемейства
BH3�only, а именно ингибитовать Bcl�xL, способ�
ствовать активации Noxa и выходу цитохро�
ма с [81]. Несмотря на то, что данная работа де�
монстрирует потенциальный механизм, за счет
которого HER2 способен выполнять функцию
проапоптотического фактора, до сих пор не по�
казано, подвергается ли данному процессингу
каспазами эндогенный HER2.

HER2 И МАСТЕР6РЕГУЛЯТОР
АПОПТОЗА p53

Сложно переоценить значение белка р53 для
клетки. Этот короткоживущий транскрипцион�
ный фактор стабилизируется в клетке в ответ на
различные формы стресса и активирует
экспрессию множества белков, в том числе иг�
рающих ключевые роли в запуске и реализации
апоптоза, таких как Puma, Bax, Noxa [82].

На сегодняшний день не показано физичес�
кого взаимодействия между белками HER2 и
р53, однако HER2 способен опосредованно вли�
ять на активность р53 через активацию двух
главных HER2�зависимых сигнальных путей –
MEK�ERK и PI3K�AKT.

Так, было показано, что оверэкспрессия
HER2 в клетках РМЖ подавляет активность р53
дикого типа за счет MEK�ERK и PI3K�AKT сиг�
нальных каскадов, при этом данный эффект не
наблюдался в клетках с мутантной формой
р53 [83].

Необходимо отметить, что в настоящее время
в ряде исследований на клетках рака легкого по�
казана также потенциальная возможность поло�
жительного влияния HER2 на р53 за счет его ак�
тивации с помощью MEK�ERK сигнального пу�
ти, в результате чего происходит повышение
экспрессии р53�зависимых генов, принимающих
участие в остановке клеточного цикла и запуске
апоптоза [84, 85]. Еще одним потенциальным ме�
ханизмом HER2�индуцируемого повышения
транскрипционной активности р53 является ак�
тивация киназы DAPK (death�associated protein
kinase) за счет сигнального пути MEK�ERK. Так,

киназа DAPK является индуктором апоптоза и
аутофагии, стабилизирующим белок р53 и способ�
ствующим активации его мишеней [86]. Сама
DAPK�киназа фосфорилируется и активируется
MEK�ERK каскадом, при этом активированная
киназа DAPK подавляет транслокацию фосфо�
рилированной формы ERK в ядро, препятствуя
таким образом активации ядерных субстратов
ERK, например, таких как Fos, Jun и Myc [87].

HER2�индуцируемый сигнальный каскад
PI3K�AKT также участвует в регуляции актив�
ности p53. На клетках эмбриональной почки че�
ловека HEK293 было показано, что киназа AKT
способна фосфорилировать главный негатив�
ный регулятор р53 – убиквитинлигазу MDM2 в
двух положениях Ser166 и Ser186. Эти модифи�
кации приводят одновременно к транслокации
MDM2 в ядро и стабилизации MDM2 за счет
подавления авто�убиквитинирования [88].

При воздействии стресса на клетки стабили�
зация и активация p53 сопровождается актива�
цией PTEN и деградацией AKT в протеасомах.
Интересно, что PTEN физически взаимодей�
ствует с p53, способствует его ацетилированию,
тетрамеризации и связыванию с ДНК, что при�
водит к усилению транскрипционной активнос�
ти p53. С использованием различных клеточных
моделей было показано, что взаимодействие
PTEN�p53 подавляет MDM2�опосредованное
ингибирование p53. Кроме того, другая группа
исследователей показала, что PTEN способен
подавлять транскрипцию MDM2, что, в свою
очередь, приводит к стабилизации p53 [89].

Повышение экспрессии и активности HER2
приводит к активации PI3K�AKT каскада в
клетках различных типов рака, в результате чего
за счет MDM2�опосредованной деградации
снижается уровень р53 и его транскрипционных
мишеней [90]. Кроме того, данный эффект мо�
жет усиливаться через дополнительный ARF�за�
висимый механизм: было показано, что при
оверэкспрессии HER2 и активации AKT в клет�
ках снижается уровень негативного регулятора
MDM2 – белка ARF, препятствующего ассоциа�
ции MDM2 с p53 [91].

Необходимо отметить, что, как и в случае с
MEK�ERK сигнальным каскадом, сигнальный
каскад PI3K�AKT может как подавлять, так и сти�
мулировать активацию р53. Так, недавно было
продемонстрировано, что в результате AKT�зави�
симого фосфорилирования белка MAZ, являю�
щегося транскрипционным репрессором р53,
данный белок диссоциирует с промоторной об�
ластью р53, в результате чего экспрессия р53 и его
транскрипционных мишеней повышается [92].

Приведенные в данной главе научные иссле�
дования иллюстрируют амбивалентную роль
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HER2 в регуляции активности р53. Результаты
были получены авторами на различных клеточ�
ных моделях, что позволяет нам лишь предпола�
гать универсальность приведенных молекуляр�
ных механизмов. Однако уже сейчас можно за�к�
лючить, что, по�видимому, существует тонкий ре�
гуляторный баланс HER2�индуцируемых факто�
ров, который, сдвигаясь либо в одну, либо в дру�
гую сторону, может либо стимулировать, либо по�
давлять активность р53. Примеры подобной тон�
кой регуляции встречаются в биологии рака до�
вольно часто, и все они свидетельствуют о необ�
ходимости молекулярного профилирования каж�
дого конкретного типа опухоли, а в наилучшем
случае – опухоли от каждого пациента, для выбо�
ра оптимального сочетания таргетных препаратов
и цитостатической/цитотоксической терапии.

HER2 И МУТАНТНЫЙ p53

Как было упомянуто ранее, белок р53 явля�
ется одним из важнейших факторов, отвечаю�
щих за запуск апоптоза, который, в свою оче�
редь, обеспечивает механизм защиты организма
против канцерогенеза. Согласно исследованиям
образцов опухолей РМЖ с применением полно�
геномного секвенирования, частота мутаций в
гене Тр53 составляет приблизительно 30%. При
этом для HER2�позитивных опухолей доля об�
разцов, несущих мутации в гене TP53, составля�
ет уже 70% [93].

Мы предполагаем, что существует механизм,
за счет которого мутантные формы р53, обладаю�
щие собственной транскрипционной актив�
ностью и, как правило, осуществляющие онко�
генные функции, активируют экспрессию HER2
и таким образом стимулируют активность его
мишеней. При этом на сегодняшний день имеет�
ся гораздо меньше данных, свидетельствующих
об обратной связи. Однако неоднократно показа�
но, что повышенный уровень HER2 ассоцииру�
ется с высокой экспрессией mutp53 [94]. Кроме
того, недавнее исследование показало, что по�
давление активности HER2 с помощью ингиби�
тора лапатиниба приводит к MDM2�зависимой
деградации mutp53 и снижению экспрессии его
транскрипционной мишени HSF1 [95]. По�види�
мому, между HER2 и mutp53 существует цикл об�
ратной позитивной регуляции, что усиливает он�
когенные свойства обоих белков.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

В данном обзоре рассмотрены молекуляр�
ные механизмы, ответственные за участие ре�

цептора HER2 в регуляции апоптоза. Не будет
преувеличением сказать, что подавляющее чис�
ло активностей HER2 направлено на прямое
или опосредованное подавление активности
апоптотических или проапоптотических факто�
ров и препятствование запуску запрограммиро�
ванной клеточной гибели. Подавление апоптоза
является одним из признаков раковой клетки
согласно широко признанной концепции [96].
Действительно, на сегодняшний день HER2
рассматривается как онкоген и в настоящее вре�
мя разрабатывается множество вариантов
HER2�направленной противоопухолевой тера�
пии. При этом невозможно не упомянуть о нес�
кольких исключениях. Так, например, HER2
способен стимулировать экспрессию р53, а про�
дукт его расщепления каспазами потенциально
способен выполнять функции BH3�only подсе�
мейства белков [81, 92].

Несмотря на десятилетия исследований и
значительный прогресс в данной области, проб�
лема резистентности HER2�позитивного типа
опухолей к химиотерапии, а также приобретае�
мой устойчивости к анти�HER2 препаратам все
еще актуальна [97]. Учитывая разнонаправлен�
ное влияние HER2 на клетку, а также способ�
ность данного белка к гетеродимеризации с дру�
гими тирозинкиназными рецепторами, неуди�
вительно, что раковая клетка преодолевает
действие HER2�направленных ингибиторов за
счет обходных компенсаторных механизмов.
Наиболее перспективной на сегодняшний день
стратегией подавления роста HER2�позитивных
опухолей представляется сочетанная терапия,
включающая одновременно анти�HER2 препа�
раты и цитотоксические вещества, вызывающие
смерть раковой клетки. К данной стратегии так�
же можно отнести и конъюгаты антител и низ�
комолекулярных цитотоксических препаратов,
два из которых – трастузумаб/дерукстекан и
трастузумаб/эмтанзин – в настоящее время уже
одобрены FDA (Food and Drug Administration)
[98, 99]. Кроме того, в настоящее время появля�
ется все больше исследований, демонстрирую�
щих эффективность сочетания ингибиторов
HER2 с ингибиторами других киназ, что также
подтверждает мнение о перспективности подав�
ления компенсаторных механизмов, активиру�
ющихся при подавлении HER2 [97, 100].

Финансирование. Работа выполнена при фи�
нансовой поддержке РНФ (грант 19�75�10059),
РФФИ (грант 18�315�20013 мол_а_вед) и гранта
Правительства Российской Федерации для госу�
дарственной поддержки научных исследований,
проводимых под руководством ведущих ученых
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HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), also known as ERBB2, CD340 or Neu protooncogene, is a
member of the epidermal growth factor receptor family. Members of the ERBB family, including HER2, activate mol�
ecular cascades that stimulate proliferation, migration, and resistance of cancer cells to anticancer therapy. Therefore,
these proteins are often overexpressed and/or mutated in various cancer types and are promising targets for anti�can�
cer therapy. Currently, anti�HER2 drugs have been approved for the treatment of several types of solid tumors. The
HER2�specific therapy includes monoclonal antibodies and small molecule inhibitors of tyrosine kinase activity of
the receptor such as lapatinib, neratinib, and pyrotinib. In addition to activation of the molecular pathways responsi�
ble for cell proliferation and survival under stress conditions, HER2 is also able to regulate programmed cell death at
various levels. This review analyzes the published studies focused on the involvement of the HER2 receptor in various
signaling pathways and its role in the regulation of apoptosis.

Keywords: HER2, epidermal growth factor receptor, cancer, PI3K�AKT signaling pathway, apoptosis
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