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Аннотация 

На сегодняшний день не найдено высокоспецифической системы 

оповещения апоптоза, так как в активной гибели клетки участвуют 

внутриклеточные регуляторные каскады, которые играют ключевую роль и 

при других физиологических процессах. Сигналы, приводящие к развитию 

апоптоза, отличаются вариабельностью привлечения различных 

трансдуционных факторов в зависимости от природы клеток, стадии их 

развития и апоптогенного стимула. 
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Abstract 

To date, no highly specific apoptosis alert system has been found, since 

intracellular regulatory cascades participate in active cell death, which play a key 

role in other physiological processes. Signals leading to the development of 

apoptosis, differ in the variability of the involvement of various transduction 

factors, depending on the nature of the cells, the stage of their development and the 

apoptogenic stimulus. 
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По данным современных исследований внутренние и внешние факторы 

клеточной гибели, так называемые апоптогенные факторы, условно 

разделяют на физиологические [10; 23 и др.] (цитокины и гормоны роста) и 

нефизиологические [29; 35 и др.] (УФ - излучения, ионизирующая радиация, 

цислатин и другие). Однако их действие, в основном, можно условно 

разделить на следующие фазы [12; 34; 38]:  

- фаза рецепции сигнала и начальные этапы его передачи (фактически 

инициация процесса);  
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- фаза передачи сигнала к клеточному ядру с последующей активацией 

летальных генов, синтезом апоптозоспецифических белков и активации 

протеолитических каскадов, что является ключевым событием в развитии 

апоптоза, так как приводит к необратимым последствиям;  

- фаза реализации гибели клеток, основным маркером которой является 

активация эндонуклеаз и фрагментация ДНК. 

Согласно современным данным на сонове экспериментов на животных 

[13; 15 и др.]  выделяют три основных пути запуска апоптоза: рецептор-

опосредованный, митохондриальный и путь, связанный со стрессом 

эндоплазматического ретикулума; однако, ряд других исследователей [16; 40 

и др.] выделяют апоптотические изменения в ядре и в лизосомах как 

отдельные звенья реализации программируемой клеточной гибели. 

Указанные пути задействованы в реализации радиационно-индуцированного 

апоптоза. 

Рецептор-опосредованный (внешний) путь активации апоптоза 

характерен преимущественно для клеток иммунной системы и связан с 

передачей сигнала с привлечением рецепторов смерти DR (DeathReceptor). 

Семья DR является частью суперсемьи рецепторов фактора некроза опухолей 

(TNF). После активации рецепторов их лигандами (например, FasL-Fas) 

происходит трансдукция апоптотического сигнала с первой активационной 

платформы - DISC (Death-InducingSignalingComplex), что приводит к 

активации каспазы-8 - представителя семьи цистеиновых протеиназ, которая 

играет основную роль в рецептор-опосредованном апоптотическом 

сигналинге и дальнейшем последовательном каскаде апоптотических 

событий, связанных с активацией эффекторных каспаз 3, 6, -7. 

Следующий механизм активации апоптоза реализуется в условиях 

дефицита ростовых факторов, из-за действия хемотерапевтических агентов 

(цитостатиков), ионизирующей радиации, стресс молекул (активных 

кислородных метаболитов и NO), которые после открытия обозначили как 

пассивный апоптоз, или "апоптоз по умолчанию" - внутренний путь 

апоптоза. Основным компонентом этого пути являются митохондрии, 

функции которых, а именно работа дыхательной цепи и процессы 

окислительного фосфорилирования, возбуждаются по активации 

апоптогенных факторов.  

Так, при радиационно-индуцированном апоптозе в тимоцитах 

наблюдается нарушение в работе комлекса II и III дыхательной цепи 

митохондрий. В результате действия апоптогенных факторов отмечается 

падение трансмембранного потенциала, нарушение проницаемости мембран 

митохондрий с последующим выходом из межмембранного пространства в 

цитозольпроапототических факторов: цитохрома, AIF, эндонуклеазы G, Smac 

/ Diablo, Omi / HtrA2. Цитохром с вместе с цитоплазматическим фактором 

Apaf-1 (Apoptosis protease activating factor) в присутствии прокаспазы-9 

(представителя семьи цистеиновых протеиназ) и АТФ (d АТФ) образует 

вторую активационную платформу, названную апоптосомой (Apoptosome). 
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Именно функционирование этого комплекса способствует активации 

каспазы-9 и дальнейшей активации эффекторных каспаз. 

Процесс пермиабилизации митохондриальной мембраны находится 

под контролем многочисленных белков семьи Bcl-2 (B-celllymphoma 2), 

среди которых ингибиторы и промоторы апоптоза [17; 25 и др.]. 

Проапоптотичные члены семьи- в основном мультдоменные белки, в состав 

которых входят гомологичные последовательности BH1-BH3: Bax, Bak, Bok; 

антиапоптотичные (BH1-BH4): Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 и другие. Группа 

BH3-only protein - белков, содержащих только ВН3 домены (Bad, Bid, Bik, 

Bim, Bmf, PUMA, Noxa), выполняет ряд посреднических функций, 

контролируя работу других членов семьи Bcl-2 и реализацию 

митохондриального звена апоптоза. 

Кроме описанных признаков внутреннего пути, на сегодня 

постулируются изменения в структуре митохондрий, а именно их 

расщепления или фрагментация (fission) и слияния (fusion) цикл 

расщепления/слияния получил название митохондриальной динамики. 

Исследования последних лет обнаружили активных участников этих 

процессов: а) расщепление органелл привлечены ГТФазы Drp1, которые в 

комплексе с рядом других белков фактически образуют перетяжки обеих 

митохондриальных мембран [1; 39и др.]; б) слияние митохондрий проходит 

под контролем ГТФазы ОРА1 [19; 43 и др.]. Выявленные изменения 

организации митохондрий определяются как структурные маркеры 

апоптотической клеточной гибели и связаны с процессами, опосредованными 

АКМ и Са
2+

 -сигналингом. 

Выделение ядерного звена апоптотической гибели является 

принципиальным моментом для выявления биохимических механизмов 

реализации радиационно индуцированного апоптоза. Морфологические 

изменения состояния хроматина, которые наблюдаются визуально в виде 

скоплений на периферии ядра, коррелируют по времени с ранним этапом 

апоптоза, связанным с крупноблочной деградацией ДНК (HMW DNA) - 

образование фрагментов, имеющих длину 50-300 тыс. п.н.  

Считается [11; 32 и др.], что такой тип фрагментации ДНК 

осуществляется при участии топоизомеразы II, которая локализуется в 

местах присоединения хроматина к ядерному матриксу и является Mg
2+

-

зависимые ферментом. Еще одним ферментом, который вызывает 

образование фрагментов ДНК длиной более 50 тыс. п.н., является 

эндонуклеаза G, а также белок AIF, которые, после высвобождения из 

межмебранного пространства митохондрий, попадают в ядро, где вызывают 

крупноблочную деградацию ДНК. Нарушение петлевой организации ДНК и 

участков ее соединения с ядерным матриксом (ПАРП, топоизомеразы II) 

опосредует изменения в функционировании белков ядерного матрикса: 

ядерные ламины А и В, белки ядерного матрикса NuMa (nuclear 

mitoticapparatus protein) и Acinus, отвечающие за конденсации хроматина. 

После действий апоптогенных факторов отмечается расщепление этих 
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белков эффекторными каспазами, что, в свою очередь, активизирует процесс 

деградации ДНК. 

Радиационно-индуцированный апоптоз реализуется через активацию 

межнуклеосомной фрагментации ДНК (МФД), в результате которой 

происходит образование фрагментов, имеющих длину, кратную размерам 

нуклеосом или олигонуклеосом (LMW DNA). Именно эти фрагменты, 

начиная с 180-190 п.н., наблюдаются при электрофорезе в агарозном геле в 

виде "лестницы", что в течение ряда лет считалась основным маркером 

апоптоза. Процесс МФД активируется с привлечением ряда эндонуклеаз, 

среди которых основное место отводится каспазы-активированной ДНКазы 

CAD, которая формирует комплекс с ингибитором / шапероном ICAD.  

По активации апоптоза было показано [9; 37 и др.], что каспаза -3 

расщепляет ICAD по двум специфическими сайтами и способствует 

высвобождению активного эндонуклеаза CAD. Эффекторная каспаза -7 

также может гидролизовать ICAD, но с меньшей эффективностью, чем 

каспаза- 3. После диссоциации комплекса CAD / ICAD нуклеаза CAD 

испытывает конформационные изменения и образует гомо / олигомеры, что 

является энзиматическими активными формами CAD, которые реализуют 

МФД. 

В то же время сегодня вовлекается в процесс МДФ хроматин-связанная 

Са
2+

, Mg
2+

- зависимаяэндонуклеаза DNAS1L3, для которой отмечается 

кооперативность взаимодействия с CAD. Механизм активации этого 

фермента за действия апоптотических факторов опосредуется повышением 

внутриклеточной концентрации Са
2+

, а, соответственно, деградация ДНК 

DNAS1L3 с образованием разрывов цепи активирует фермент ПАРП-

поли(ADP-рибоза) полимеразы, среди многочисленных функций которой 

является привлечение в процессы модификации белков путем 

поли(ADP)рибозилирования, заглаживание ДНК.  

Итак, поли(ADP)рибозилирования эндонуклеазы DNAS1L3 ингибирует 

ее активность, а протеолитическое расщепление УАРП эффекторной 

каспазы-3 предотвращает дальнейшее рибозилирование фермента и 

активирует процесс эндонуклеолиза ДНК с образованием МДФ, что является 

более поздней стадией апоптоза. 

Современные исследователи [2; 36 и др.] отмечают, что повреждения 

ДНК инициируют скоординированный ответ с привлечением системы 

сенсорных, трансдьюсерных и эффекторных белков, которые детектируют 

повреждения ДНК и в зависимости от их типа направляют судьбу клетки. По 

немногочисленным контролируемым эффектам возможно активировать 

стресс-респонсивный ответ, направленный на выживание клетки за счет 

ареста клеточного цикла и репарации ДНК. Если активность репарационных 

систем недостаточна и повреждения ДНК сохраняются, то в клетках 

запускается программа апоптоза, настроенная на элиминацию поврежденных 

клеток. 

Другие авторы [20; 27 и др.] отмечают, что при значительных 

повреждениях ДНК белки NF-κB, р53 и АР-1 способствуют индукции 
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апоптоза. Как транскрипционные факторы эти белки стимулируют 

экспрессию проапоптотических генов, активируя все приведенные пути 

апоптотической гибели. В то же время, особенно для белка р53, характерен 

механизм инициации апоптоза, не связанного с его транскрипционной 

активностью. Согласно некоторым данным [3; 26 и др.] р53 непосредственно 

активирует митохондриальный путь апоптоза, связываясь с белками семьи 

Bcl-2, также регулирует сигнальные пути течения многочисленных 

метаболических процессов в трансформированных клетках. 

При апоптозе запускается каскад протеолитических реакций, в 

результате которых происходит расщепление ряда белков клетки, что 

приводит к деструктивным событиям на разных уровнях ее организации и 

вызывает клеточную гибель. Среди протеолитических ферментов 

важнейшую роль в апоптозе играют цистеиновые протеиназы, к которым 

относятся каспазы, Са
2+

- зависимые протеиназы - калпаины и катепсин В. 

Современными исследованиями [24; 44 и др.] подтверждено, 

ключевыми и непосредственными исполнителями программы клеточной 

гибели по механизму апоптоза является каспазы - семья эволюционно 

консервативных цистеиновыхпротеиназ, которые специфически 

активируются в апоптотических клетках и катализируют гидролиз широкого 

спектра белков-мишеней после остатка аспарагиновой кислоты. 

Специфичность расщепления обеспечивается природой трех или более 

аминокислот, которые находятся в пептидной цепи непосредственно перед 

аспаргиновою кислотой. Субстратами каспазы являются структурные 

компоненты цитоскелета- фодрин и гелсолин, ядерные ламины А и В, белки 

ядерного матрикса NuMa и Acinus, белки метаболизма и репарации ДНК 

(ПАРП), белки, задействованные в регуляции клеточного цикла, трансдукции 

сигналов, экспрессии генов и др. Активация каспазного каскада не только 

делает невозможным выполнение клеткой своих функций и поддержания 

гомеостаза, но и облегчает разрушение и упаковку клеточных структур в 

пригодные для фагоцитоза апоптотические тельца - конечный этап апоптоза. 

Кроме выполнения традиционных функций расщепления клеточных 

субстратов при реализации клеточной гибели каспазы также вовлечены в ряд 

неапоптических процессов, в частности, играют важную роль в инициации 

иммунного ответа, задействованные в процессах пролиферации и 

дифференцировке ряда клеток [22; 31 и др.]. 

В зависимости от строения, функций, механизмов регуляции выделяют 

несколько классификаций каспазы. Так, каспазы можно разделить на 

ферменты, обеспечивающие процессинг и активацию цитокинов, в 

частности, интерлейкинов IL-1β, IL-18 (каспазы-1, -4, -5) и ферменты, 

обусловливающие реализацию апоптической смерти (каспазы-2, 3, 6, -7, -8, -

9, -10). В свою очередь, последние, в соответствии с длиной их N-

терминального продомена, делятся на инициаторные или каспазы первого 

эшелона (каспазы-2, 8, -9, -10) и эффекторные (исполнительные) или каспазы 

второго эшелона (каспазы-3, - 6, -7). Согласно данным литературы, каспаза-2 

выполняет функции как инициаторной, так и эффекторнойкаспазы. 
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Различные пути реализации апоптичного сигнала привлекают во 

взаимодействие различные каспазы, однако, исполнительные функции при 

расщеплении белков, локализованных в ядре, цитозоле, и белков 

цитоскелета, принадлежат каспазы -3, -6, -7. Мембранно-опосредованный 

механизм запуска апоптоза предусматривает активацию каспазы-8. 

Ассоциация нескольких молекул этой прокаспазы приводит к переходу 

профермента в активное состояние с последующим привлечением 

протеолитического каскада активации каспазы. Каспаза-8 активирует путем 

ограниченного протеолиза ряд эффекторных каспаз, в частности, 

превалирующую в клетке эффекторную каспазу-3. 

В настоящее время отмечается [18; 41 и др.], что метохондриальный 

путь радиационно-индуцированного апоптоза предусматривает активацию 

каспазы-3, и в этом случае в протеолитический каскад привлекается 

инициаторная каспаза-9. Выход из митохондрий цитохромас способствует 

превращению прокаспазы-9 в активную форму при участии белка Араf. 

Молекулы прокаспазы-9 остаются соединенными с Араf. К образованному 

комплексу присоединяются молекулы прокаспазы-3 и формируется 

апоптосома - протеолитический комплекс, включающий молекулы 

цитохрома с, Араf, каспазы-9 и прокаспазы-3. Вследствие активации 

каспазы-9 происходит протеолитический процессинг прокаспаз-3, -7 с 

образованием их активной формы. 

Другие авторы [8; 42 и др.] отмечают уникальную роль каспазы-2 в 

реализации процессов апоптотической гибели. Структурно этот фермент 

можно отнести к классу инициаторной каспазы, поскольку она содержит 

длинный продомен, подобный продомену каспазы-9. Функционально 

каспаза-2 относится к эффекторным каспазам, поскольку специфика 

организации активного центра является гомологической каспазы-3, -7. 

Локализация каспазы-2 в ядре опосредуется наличием NLS в продомен и 

способствует импортин-зависимому транспорту фермента. 

Именно этот процесс колокализации фермента в ядерной 

компартментализации объясняет его роль в ответе клетки на 

генотоксический стресс, привлечения в регуляцию клеточного цикла и даже 

в опухолевую супрессию. Активация каспазы-2 после попадания в 

ядропроисходит в комплексе PIDDosome, что способствует быстрому 

процессингу профермента из-за действийгенотоксических факторов, а 

именно ионизирующей радиации. Генный нокаут каспазы-2 приводит к 

снижению уровня апоптотического ответа на действие ДНК-повреждающих 

агентов. По привлечению каспазы-2 в реализацию метохондриально-

опосредованного апоптоза, то сегодня есть данные об участии фермента в 

пермиабилизации внешней метохондриальной мембраны, что активирует 

дальнейший выход из межмембранного пространства в 

цитозольпроапототических факторов - цитохрома С, эндонуклеазы G, Smac / 

Diablo, Omi / Htr A2. Считается [5; 14 и др.], что указанный путь индукции 

апоптоза не требует выявления протеолитической активности каспазы-2. 
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Поскольку каспазы, кроме расщепления белков при реализации 

программы клеточной гибели, задействованы в процессах, связанных с 

функционированием клеток в физиологических условиях, например, при 

лимфопоэзе, в клетках предусмотрен ряд механизмов, направленных на 

регуляцию активности данных ферментов на различных уровнях - начиная от 

синтеза и активации молекул проферментов и заканчивая действием 

ингибиторов на уже активированныекаспазы. 

Семья IAP (ингибиторов апоптоза) у млекопитающих насчитывает 

восемь белков [6; 28 и др.]. Представители семьи отличаются по количеству 

доменов из-за субстратной специфичности, а именно XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2 

связываются и инактивируют эффекторные каспазы-3, -7, но не действуют на 

каспазы-6, -8 в условиях invitro. XIAP также способствует ингибированию 

каспазы-9 путем блокирования цитохром с-индуцированной активации 

прокаспазы-9. 

Эффективным ингибитором каспаз также является представитель 

семьи серпинов - CrmA (cytokine response modifier A), который, ковалентно 

связываясь с активным центром каспазы, блокирует дальнейшее 

взаимодействие фермента с субстратом. Наряду с эндогенными 

ингибиторами, действующими на молекулы уже активированных каспаз, в 

клетках существует ряд механизмов, направленных на предупреждение 

активации прокаспаз. 

Многочисленные литературные данные [4; 21 и др.] свидетельствуют, 

что при воздействии лучевого фактора первыми активируются инициаторные 

каспазы, которые имеют более длительный продомен, чем эффекторные. 

Предполагают несколько механизмов активации каспазы: аутоактивация, 

трансактивация или активация с помощью других протеолитических 

ферментов. 

Сложная биохимическая сеть ответов на апоптогенный сигнал при 

действии лучевого фактора привлекает к работе, кроме каспазы, 

лизосомальный катепсин, цитоплазматические калпаины и 

высокоорганизованную систему протеасомной дегадации белков, 

взаиморегулирующих собственную активацию и определяющих этапы и пути 

реализации радиационно-индуцированного апоптоза. Научные исследования 

[7; 30; 33 и др.] последнего десятилетия дают возможность утверждать о 

существовании выделенного лизосомально-опосредованного звена апоптоза. 

Действие проапоптотических факторов активирует пермебиализацию 

лизосомальных мембран (ПЛМ), что приводит к частичному выходу 

литических ферментов, среди которых главную роль инициаторных 

протеиназлизосомального пути апоптоза играют катепсины. 

Поскольку энергообеспечение функционирования клеток и их гибели 

является принципиальным моментом метаболизма, то обнаружение АТФ- 

зависимых путей течения апоптозапри действии радиационного фактора и 

вызванный им дисбаланс активности ключевых ферментов обмена пуринов 

является маркерным для реализации радиационно-индуцированного 

апоптоза. 
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Таким образом, в заключении отметим, что степень вовлечения 

радиационно-опосредованного оксидативного стресса в реализацию апоптоза 

возможно определять по выявлению действия активных кислородных 

метаболитов (АКМ) на метаболическом уровне (участие в регуляции 

функций белков), по способности к повреждающему эффекту (способность 

вызывать окислительной деструкции белков, липидов, нуклеиновых кислот) 

и выполнения сигнальной функции, что вызывает запуск программируемой 

клеточной гибели.  

Обеспечение про-антиоксидантного баланса многоуровневой системы 

антиоксидантной защиты (ферментные системы-СОД, каталаза, глутатион-

зависимая система) и ее истощения при лучевом воздействии, приводит к 

повышению уровня АФК в клетке, запуская сигналы по активации 

определенных киназных и каспазных каскадов, редокс- чувствительных 

транскрипционных факторов, и регулируя специализированные модули 

реакций, определяющих ход радиационно-индуцированного апоптоза. 
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