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ПРЕДИСЛОВИЕ

Предлагаемая вашему вниманию монография посвя-
ще на проблемам апоптоза — процесса, часто понимаемо-
го, как запрограммированная, то есть естественная фи-
зиологическая гибель клеток. Вместе с тем исследова-
ния показали, что в подавляющем большинстве случаев  
и неестественная гибель клеток, например, при патофи-
зиологических условиях заболеваний, или вследствие 
действия лекарственных препаратов, происходит по ме-
ханизмам и с характерными признаками, свойственны-
ми классическому апоптозу. Поэтому в широком и совре-
менном понимании апоптоз — это процесс гибели клеток  
с характерными признаками запрограммированной гибели 
клеток, и именно так он понимается в настоящей книге.

Интерес к исследованиям процессов апоптоза велик. 
Согласно базе данных ���l�n� c 2001 г. число публика-���l�n� c 2001 г. число публика- c 2001 г. число публика-c 2001 г. число публика- 2001 г. число публика-
ций, в которых упоминается термин «апоптоз», превышает 
18 000. Данный интерес многократно вырос именно в по-
следнее десятилетие, когда стало ясно, что дефекты апоп-
тоза являются критическими факторами в возникновении 
рака и играют важнейшую роль в нейродегенеративных 
расстройствах, приводя к массовой гибели клеток и тяже-
лым клиническим проявлениям при этих заболеваниях. 

Автор настоящей монографии работает в области струк-
турной и молекулярной биофизики клетки уже более  
30 лет. Настоящая книга является результатом иссле-
дований механизмов апоптоза на структурном уровне, 
которые осуществлялись автором в последнее время. 
Автор, по образованию физик-теоретик, стремился в ней  
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объяснить процессы апоптоза исходя из первых принци-
пов, то есть исходя из структуры белков и физических за-
конов взаимодействий между атомами. В течение послед-
них лет появилось несколько прекрасных обзоров посвя-
щенных различным проблемам апоптоза таких крупных 
ученых, как Korsm�y�r, Strass�r, Youl�, Kro�m�r, A�ams, 
Dan�al, An�r�ws, �art�nou, Epan�, Cory, R���, Orr�n�us, Zh�-
votovsky, Shor�, Скулачев, Агол, Самуилов, Гусев и другие, 
и, в частности, по отдельным аспектам структурной био-
логии апоптоза, таких крупных специалистов как P�tros, 
F�s�k и Sh�. В то время как существует ряд монографий, 
посвященных проблемам апоптоза, настоящая книга, по 
сведениям автора, является первой в мировой литерату-
ре, в которой апоптоз освещается с позиций структуры  
и физических взаимодействий. Вместе с тем в книге за-
трагиваются и широко представлены физиологические, 
биохимические, медицинские и фармакологические аспек-
ты апоптоза.  

Проблемы, рассматриваемые в настоящей монографии, 
достаточно разнообразны. Это сигнальные пути апоптоза, 
механизмы функционирования белков семейства Bcl-2, ме-Bcl-2, ме--2, ме-
ханизмы активации и функционирования каспаз и их ин-
гибиторов, физические механизмы взаимодействия бел-
ков с мембранами, и, в частности, механизмы взаимо-
действия антиапоптотических и проапоптотических ам-
фитропных белков с наружной мембраной митохондрий, 
а также тесно связанные с процессами апоптоза молеку-
лярные механизмы онкогенеза и гибели клеток при ней-
родегенеративных расстройствах. Отдельная глава посвяще-
на современным методам разработки лекарственных препа-
ратов. В целом книга включает девять глав, содержит боль-
шое количество рисунков и ссылки на 1300 источников. 
Она может быть полезной для специалистов, работающих 
в областях молекулярной и структурной биологии, био-
физики клетки, биохимии, онкологии и нейробиологии, 
фармакологии.  

Книга написана во время работы автора в Ла бо ра-
то рии биофизики и инженерии клетки (прежнее на зва- 
 ние — Лаборатория биофизики и фотобиологии мемб ран) 



Института биофизики и клеточной инженерии На цио-
нальной академии наук Беларуси, которую в течение дли-
тельного времени возглав лял академик С. В. Конев. Автор 
благодарен сотрудникам данного Института, и осо  бенно 
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ми ровался у автора в результате общения и сотрудничест-
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Автор приносит благодарность сотрудникам Инсти-
тута биофизики и клеточной инженерии: члену-коррес-
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В. М. Мажулю за ознакомление с текстом рукописи и цен ные 
замечания, которые были учтены при подготовке за-
клю чительного варианта книги, а также выражет свою 
бла го дарность рецензентам книги: члену-корреспонденту 
НАН Беларуси, профессору С. Н. Черенкевичу и доктору 
биологических наук, профессору В. П. Голубовичу. 
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Глава 1 

ВВЕДЕНИЕ В АПОПТОЗ

Для того, чтобы в тканях поддерживался гомеостаз, 
рождение клеток и их гибель должны быть сбалансирова-
ны. Уже в середине �I� в. было замечено, что гибель кле-�I� в. было замечено, что гибель кле- в. было замечено, что гибель кле-
ток играет значительную роль в физиологических процес-
сах многоклеточных организмов, особенно при эмбрио-
генезе и поддержании гомеостаза. Однако, только спустя 
столетие, в 60-е гг. ХХ в. исследователи пришли к выводу, 
что во многих случаях смерть клеток не является случай-
ной, а носит физиологически предопределенный (запро-
граммированный) характер с осуществлением последова-
тельных запрограммированных контролируемых шагов, 
приводящих к разрушению клетки. В результате много-
кратно повторяемых делений клеток и дифференциации 
продуцируются миллиарды клеток, что необходимо для 
формирования тканей и органов. В ходе этого процесса 
генерируется большое количество избыточных клеток,  
а иногда и клеток с дефектами. И те, и другие потенциаль-
но опасны для организма, и поэтому должны быть удале-
ны и уничтожены. Поразительным примером запрограм-
мированной смерти клеток являются развитие нематоды 
Ca�norhab��t�s �l�gans (C. �l�gans). Сформировавшаяся не-
матода содержит 1089 клеток, из которых во всех случаях 
неизменно умирает 131 клетка, то есть столько клеток за-
программированы умереть. Запрограммированная смерть 
клеток (ЗСК) играет важнейшую роль также и в иммун ных 
процессах. Ей подвергаются тимоциты, которые либо не 
справились с необходимой трансформацией гена, кодирую-
щего рецепторы T-клеток, либо рецепторы которых спо-
собны на иммунный ответ по отношению к собственным 
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здоровым тканям. В этом случае масштабы гибели клеток 
потрясающие: в процессе взросления в тимусе погибает 
более 95% тимоцитов. Процессы запрограммированной 
гибели клеток присущи также взрослому здоровому орга-
низму, когда происходит удаление старых клеток и замена 
их на новые. Исследования запрограммированной гибели 
клеток стали особенно популярными в последние 15 лет,  
после того как была установлена тесная связь между на-
рушениями в системе ЗСК и возникновением многих за-
болеваний. Установлено, что раковые клетки хотя и полу-
чают сигнал на уничтожение, но из-за дефектов системы 
ЗСК при этом заболевании не умирают. Точно также не 
происходит реализация сигнала на уничтожение кле ток 
в случаях различных лимфо-пролиферативных или ауто-
иммунных заболеваний. И, наоборот, при ряде нейро де-
генеративных расстройств, таких как болезнь Паркин со на 
(БП), болезнь Альцгеймера (БА), амиотрофном боковом 
склерозе, глаукоме и других из-за дефектов в ЗСК про-
исходит массовая гибель нейронов, приводя в конечном 
итоге к нейродегенерации.

Термин «запрограммированная смерть клеток» был 
впервые применен в 1964 г. Локшиным и Уильямсом [1], 
для обозначения совокупности естественных физиологи-
чески предопределенных (запрограммированных) контро-
лируемых шагов (процессов), приводящих к гибели клет-
ки. В 1972 г. в статье Керра с сотр. [2] для обозначения 
совокупности морфологических процессов, приводящих 
к контролируемому саморазрушению клеток был приме-
нен термин «апоптоз» (от греч. — опадание листьев) — 
апоп тотическая гибель клетки. В последующем стало 
понятно, что процессам ЗСК присущи морфологические 
изменения, установленные Керром с сотр. Несмотря на 
то, что основным является аспект программированности  
и активный характер гибели, а не сопутствующие ей мор-
фологические изменения, в настоящее время из-за крат-
кости для обозначения совокупности процессов ЗСК чаще 
используется термин «апоптоз». Вместе с тем морфоло-
гические изменения, свойственные естественной физио-
логически предопределенной гибели клеток присущи  
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в ряде случаев и процессам неестественной гибели клеток, 
происходящим, например, при действии токсических ве-
ществ, радиации или инфекции. Это привело к тому, что 
в настоящее время термин «апоптоз» используется двояко: 
в узком смысле — это синоним совокупности процессов, 
происходящих при запрограммированной физиологически 
предопределенной гибели клеток, и в более широком — со-
вокупность активных и контролируемых процессов гибели 
клетки, происходящих с характерными морфологическими 
признаками апоптоза, такими, как умень шение размера 
клетки, конденсация и фрагментация хроматина, уплот-
нение и сморщивание наружной и цито п лазматических 
мембран без выхода содержимого клет ки в окружающую 
среду, фрагментация клетки на мемб ран ные везикулы  
с внутриклеточным содержимым, фаго ци ти руемые мак-
ро фагами и клетками-соседями [3]. Узна ва ние макрофа-
гами апоптотической клетки, происходит вследствие на-
ру шения асимметричного распределения фосфатидил-
серина между монослоями мембраны при апоптозе. Если 
в нормальной клетке фосфатидилсерин отсутствует в на руж-
ном монослое из-за действия АТФ-зависимых фер ментов, 
переносящих аминофосфолипиды снаружи внутрь, то 
при апоптозе этот процесс нарушается, что при во дит 
к появлению на наружной поверхности мемб раны фос-
фатидилсеринов узнаваемых клетками-фаго ци та ми с по-
мощью специальных рецепторов [4].

Апоптоз играет важную роль в развитии многокле-
точных организмов и поддержании клеточных популяций 
в тканях в физиологических и патологических условиях. 
Смерть клеток при эмбриональном развитии исключи-
тельно важна при формировании органов и сложных 
многоклеточных тканей. Апоптоз также исключитель-
но важен для взрослого организма, так как без него не-
возможен нормальный клеточный гомеостаз. Последнее 
имеет критическое значение для долгоживущих млекопи-
тающих, которым приходится интегрировать множествен-
ные физиологические и патологические сигналы. Есть 
серьез ные основания полагать, что нарушение клеточно-
го гомеостаза является первичным патогенным событием, 
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приводящим к болезням [3]. Многочисленные и убеди-
тельные экспериментальные данные говорят о том, что 
недостаточный апоптоз — к раку или аутоиммунности, 
в то время, как избыточный апоптоз может приводить 
к острым и хроническим нейродегенеративным заболева-
ниям, иммунодефициту и бесплодию.

1.1. Неапоптотические типы гибели клеток

1.1.1. Некроз

Являясь наиболее распространенной формой смерти 
клеток, апоптоз не является единственной физиологиче-
ски значимой формой их гибели. Второй по распростра-
ненности формой гибели клеток является некроз — пато-
логическая форма клеточной смерти, характеризующаяся 
разрывом цитоплазматической и внутриклеточных мем-
бран [5]. Это приводит к тому, что цитоплазма выходит 
в межклеточное пространство, высвобождаются лизосо-
мальные ферменты, вода по градиенту концентрации по-
сту пает внутрь клетки, все органеллы начинают набу хать, 
лизосомы переваривают все содержимое клетки и она 
лопается (рис. 1.1). Некротическую гибель клетки могут 
вызывать вирусы и иные паразиты, если иммунная си-
стема не смогла справиться с инфицированной клеткой 
и решить ее судьбу посредством апоптоза. Как следствие, 
новое поколение паразитов устремляется в соседние клет-
ки, начинается воспалительный процесс, исходом ко то рого 
может быть, как полное выздоровление, так и ги бель орга-
низма. Наличие воспаления у животных и челове ка явля-
ется признаком некроза, отличающим его от апоптоза. 

Характерными признаками апоптоза, позволяющи ми 
отличить его от некроза — патологической формы кле-
точной смерти, характеризующейся разрывом цито плаз-
матической и внутриклеточной мембран (рис. 1.1), явля-
ются: переход фосфатидилсерина из внутреннего монослоя 
цитоплазматической мембраны в наружный монослой, 
выход цитохрома с из межмембранного простран ства ми-
тохондрий в цитоплазму, активация цистеиновых про-
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теиназ (каспаз), образование активных форм кислорода, 
сморщивание цитоплазматической мембраны, уменьше-
ние объема клетки, разрывы нитей ядерной ДНК в меж-
нуклеосомальных участках, конденсация хроматина по пе-
риферии ядра, последующий распад ядра на части, фраг-
ментация клеток на везикулы с внутриклеточным содер-
жимым — апоптотические тельца.

Решение клетки умереть от некроза или от апоптоза 
зависит в значительной степени от запасов энергии вну-
три клетки. В то время, как для апоптоза требуется лишь 
незначительное количество аденозинтрифосфата (АТФ), при 
некрозе происходит потребление чуть ли не всего пула 
внутриклеточного АТФ. С учетом этого, а также того, что 
некроз еще и не предопределен генетически, его можно 
рассматривать как случайную гибель клетки. Однако, как 
показали недавние исследования молекулярных событий, 
происходящих в ряде случаев некроза, важную роль в его 

Рис. 1.1. Изменение структуры клеток при некрозе и апоптозе: 1 — 
нормальная клетка; 2 — апоптозное сморщивание клетки с образова-
нием пузырчатых выростов; 3 — фрагментация клетки с образованием 
апоптозных везикул (апоптотическая дезинтеграция); 4 — набухание 

клетки при некрозе; 5 — некротическая дезинтеграция 
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осуществлении играют активации каспаз и синтез белка 
[5, 6], что говорит о том, что некроз не является совсем 
случайной формой клеточной гибели и определяется не 
только стимулом, но и самой клеткой, в частности фермен-
тами, которые могут регулироваться. Недавно показано, 
что киназа RIP (r�c�ptor �nt�ract�ng prot��n), которая необ-
ходима для осуществления некроза, ингибирует АТФ/АДФ 
(аденозиндифосфат) обмен на мембранах митохондрий, 
взаимодействуя с адениннуклеотидтранслоказой (АНТ), 
вызывая дисфункцию митохондрий и клеточную смерть 
[7]. Это позволило предположить, что митохондриальные 
изменения могут являться скорость-лимитирующим фак-
тором для некротической гибели клеток. В соответст вии 
с этой концепцией, а также с учетом того, что белок Bcl-2 
стабилизирует митохондриальную мембрану, было пред-
положено, что реализация апоптоического или некроти-
ческого сценариев может определяться уровнем экспрес-
сии белка Bcl-2, приводя при его низком уровне к апоп-
тозу, и, наоборот, при высоком — к некрозу. 

1.1.2. Аутофагия

В то время, как при апоптозе происходит взрывная 
активация катаболических ферментов, приводящая к раз - 
рушению клеточных структур и органелл, аутофагия явля-
ется медленным, ограниченным явлением, при котором 
части цитоплазмы вовлекаются в создание новых ор-
ганел — аутофагосом, двухмембранных везикулярных об-
разований, окружающих удаляемые органеллы [8, 9]. Ауто-
фа госомы соединяются с лизосомами, образуя ауто фа-
го лизосомы, в которых органеллы перевариваются. При 
аутофагном типе гибели клеток таким образом перевари-
ваются все органеллы клетки, оставляя лишь клеточный 
дебрис, поглощаемый макрофагами. Основными стиму-
лами к запуску процессов аутофагии в клетках является 
нехватка питательных веществ или наличие в цитоплаз-
ме поврежденных органелл. 

Между апоптозом и аутофагией существуют сложные 
функциональные взаимоотношения, в результате кото-
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рых аутофагия может способствовать клеточной гибели 
или являться клеточной защитой против острого стрес-
са, например, вызываемого недостатком питательных ве-
ществ. Клетки, лишенные экзогенных энергетических 
источников, катаболизируют часть цитоплазмы с целью 
генерации АТФ и других промежуточных метаболитов, 
позволяя удовлетворить в значительной степени часть 
своих энергетических запросов. Помимо этого, аутофагия 
удаляет аутофагосомы, содержащие неправильно сверну-
тые белки или опасные для организма агрегаты белков. 
Примером этого процесса является защитное действие 
индуктора аутофагии рапамицина, который предотвращает 
нейродегенеративные расстройства, вызываемые экспрес-
сией мутантного белка хантингтина [10]. 

Аутофагная вакуолизация часто наблюдается и при 
апоптозе, поэтому в последнее время активно дебати-
руется вопрос: в каких случаях гибель клетки является 
следствием исключительно аутофагии, а в каких — ауто-
фагия является сопутствующим фактором апоптоза. Не-
дав но с использованием нокаут-моделей было установле-
но, что нокаут-выключение гена аутофагии беклина-1 (atg6) 
приводит к развитию эндогенного рака [11] (что первона-
чально было интерпретировано, как наличие автономной 
аутофагной клеточной гибели), препятствующего нако-
плению в клетке поврежденных органелл и, в частно-
сти, поврежденных митохондрий. Однако, недавно было 
установлено, что связывание беклина с белком Bcl-2 при-
водит к подавлению аутофагии. Это позволило предпо-
ложить, что белок Bcl-2 является онкогеном потому, что 
подавляет не только апоптоз, но и аутофагию. 

1.1.3. Митотическая катастрофа

Митотическая катастрофа — тип смерти клеток, про-
исходящий при митозе. Морфологические характеристи-
ки гибели клеток при митозе, отличаются от имеющих 
место при апоптозе [12]. В частности, при митотической 
катастрофе смерти клеток часто предшествуют микро-
нуклеация и мультинуклеация. Причиной митотической 
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катастрофы является комбинация нескольких факторов, 
таких как нарушение контроля за клеточным циклом со 
стороны структуры ДНК или сборки митотического вере-
тена, а также повреждение клетки [12]. В результате может 
оказаться, что несмотря на наличие дефектов в митотиче-
ской системе, защитные действия через остановку клеточ-
ного цикла могут быть не реализованы, что приведет к ано-
мальному разделению хромосом, имеющим своим конеч-
ным итогом запуск апоптотической программы и гибель 
клетки. Если клеточная смерть в результате митотической 
катастрофы оказывается заингибированной, например, по-
средством сверхэкспрессии антиапоптотического белка 
Bcl-2, прекращение неправильного митоза не происходит, 
что приводит к генерации анеуплоидных дочерних клеток. 
Поэтому митотическую катастрофу можно рассматривать 
как защитный механизм против анеуплодизации.

1.2. Апоптоз и C. elegans 

Базовое понимание процессов апоптоза сформирова-
лось в результате изучения процесса апоптоза у червя Ca�-
nor hab��t�s �l�gans (C. �l�gans). У гермафродита C. �l�gans 
запрограммированная гибель клеток имеет четкий и устой-
чивый характер, что позволяет рассматривать этот ор га-
низм, как идеальную модель для определения генов, от-
ветственных за судьбу клеток. У взрослой особи C. �l�gans 
из 1090 клеток запрограммирована умереть 131 клетка. 
Идентификация генов, ответственных за запрограммиро-
ванную смерть этой 131 клетки, с использованием му-
тагенеза показала, что два гена, c��-3 и c��-4 являются 
абсолютно необходимыми для того, чтобы клетка была 
обречена умереть, в то время, как другой ген c��-9 необ-
ходим для предотвращения гибели клеток. Показано что 
c��-9 является гомологом онкогена млекопитающих Bcl-2, 
который, как было установлено, предотвращает у них 
апоптоз, и, как оказалось, способен предупреждать его 
и у C. �l�gans. За пионерские работы, выполненные с ис-
пользованием в качестве объекта C. �l�gans по гене-
тике ЗСК, триумвират исследователей в составе Бренне- 
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ра, Хорвица и Сальстона в 2002 г. был удостоен Но бе-
левской премии. 

Клонирование и характеризация c��-3 позволили сфор-
мировать основные представления о том, как работает 
апоптотическая машина. C��-3 кодирует белок, родствен-
ный интерлейкин 1β-конвертирующему ферменту (ICE, 
�nt�rl�uk�n 1β conv�rt�ng �nzym�), который играет важ-
ную роль при воспалении [13]. Экспрессия c��-3 или ICE  
в клетках млекопитающих приводит к гибели клеток. Уста-
новлено, что ICE является цистеиновой протеазой, исполь-
зу ющей цистеиновый мотив для расщепления белков по 
аспарагиновой кислоте, аспартату, и поэтому этот фермент 
был назван каспазой (Cys+Асп+аза). Вскоре после этого 
были най де ны гомологи каспазы ICE (каспазы-1), которые 
образуют семейство каспаз. Было установлено, что многие 
из них участвуют в процессе апоптоза, причем белок, коди-
руемый c��-3, больше похож на каспазу-3, чем на каспазу-1. 
Оказывается, что многие из каспаз участвуют в процессах 
апоптоза, выполняя при этом различные задачи. 

1.3. Три сценария осуществления апоптоза

Считается, что в зависимости от вида стимула и типа 
клеток апоптоз может осуществляться по трем сигналь-
ным путям: внутреннему митохондриальному (часто на-
зываемому внутренним), внешнему немитохондриально-
му и внешнему митохондриальному (два последних типа 
часто объединяют во внешний путь апоптоза) (рис. 1.2).

В случае митохондриального апоптоза происходит 
прорыв (пермеабилизация) наружной мембраны митохон-
дрий (НММ) и выброс апоптогенных факторов (глав ным 
образом, цитохрома с) из межмембранного про стран ства 
митохондрий с последующей активацией кас паз-ис пол-
нителей (каспаз-эффекторов), которые осуществляют фи-
наль ную деструкцию клетки. При внешнем немитохонд-
риаль ном апоптозе, каспазы-исполнители активируются 
напрямую каспазами-инициаторами, а они, в свою оче-
редь, в результате связывания внеклеточных лигандов 
(«лигандов смерти») — с поверхностными рецепторами 
(«рецепторами смерти»).
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Каспазы относятся к семейству эволюционно-кон сер-
вативных протеаз, ферментов, катализирующих ограни-
ченное расщепление внутриклеточных белков. В актив-
ном центре фермента находится остаток цистеина. Все 
каспазы являются аспазами: специфически узнают опре-
деленные тетрапептидные звенья белков и расщепляют 
пептидную связь по карбоксильному остатку аспарагино-
вой кислоты. В клетке каспазы синтезируются в форме ла-
тентных предшественников — проферментов, называемых 
прокаспазами. По субстратной специфичности раз личают 
инициирующие (инициаторные) каспазы, и эф фекторные 
(исполняющие) каспазы. При немитохондриальном сце-
нарии развития апоптоза (рис. 1.3) под действием внеш-
него стимула — лигандировании поверхностных рецеп-
торов — происходит активация инициирующих каспаз. 

Рис. 1.2. Пути апоптоза
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При немитохондриальном типе апоптоза субстрата-
ми инициирующих каспаз (к ним относятся каспазы -2, 
-8, -10, -12, которые также называют каспазами первого 
эшелона), являются латентные формы каспаз-эффекторов 
(каспаз второго эшелона — прокаспазы -3, -6, -7). В свою 
очередь, свыше 60 белков являются субстратами эффек-
торных каспаз (каспаз-исполнителей) и трансформация 
многих из них приводит к деструкции клетки и апоптозу.

1.3.1. Митохондриальный тип апоптоза, APAF-1,  
апоптосома, цитохром с, каспаза-9

Митохондрии-органеллы, осуществляют энергообеспе-
чение эукариотических клеток животных, а также расте-
ний в ночные часы. Внутри митохондрии находится ми-
топласт, в котором расположены ферменты цикла лимон-

Рис. 1.3. Схематическое изображение апоптоза, реализуемого по немито-
хондриальному пути
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ной кислоты и  β-окисления жирных кислот. Митопласт 
окружен мембраной (внутренней мембраной митохон-
дрий — ВММ), в которую встроены компоненты дыхатель-
ной цепи переноса электронов, фермент АТФ-синтаза  
и белки-переносчики веществ через мембрану. НММ, про-
низанна порами, пропускающими соединения с молеку-
лярной массой до 0,5 кДа. Пространство между наружной 
и внутренней мембранами является местом локализации 
некоторых белков, в том числе цитохрома с — низкомо-
лекулярного компонента дыхательной цепи, который, бу-
дучи положительно заряженным белком, электростати-
чески связывается с отрицательно-заряженной поверх-
ностью внутренней мембраны митохондрий. Стрессовые 
воздействия, вызванные цитотоксическими соединения-
ми, дефицитом ростовых факторов, активными форма-
ми кислорода, нарушением структуры ДНК, приводят  
к образованию гигантской поры, с диаметром ~ 3 нм, что 
позволяет пересекать мембрану веществам с молекуляр-
ной массой 1,5 кДа и ниже. Вследствие образования ги-
гантской поры, вода поступает внутрь, митохондриаль-
ный матрикс набухает, НММ разрывается и растворимые 
белки межмембранного пространства оказываются в ци - 
топлазме. Среди этих белков несколько апоптотиче-
ских факторов: цитохром с, прокаспазы -2, -3, -9, белок  
AIF — фактор, вызывающий апоптоз. 

 Генетические исследования на C. �l�gans показали, что 
в случае митохондриального апоптоза, активность c��-4 
предшествует действию каспазы c��-3. Биохимическое 
воспроизведение митохондриального пути апоптоза in vitro 
позволило предположить существование трех факторов 
APAF (apoptot�c prot�as� act�vat�ng factors) необходимых 
для активации каспаз. Идентификация этих трех фак-
торов показала, что один из них, APAF-1, гомологичен 
c��-4, а APAF-2 и APAF-3 идентифицированы соответ-
ственно, как цитохром с, локализуемый в митохондриях, 
и каспаза-9 [14, 15]. Каспаза-9 — инициаторная каспаза 
(каспаза первого эшелона), способна самоактивироваться 
после связывания с APAF-1. Каспаза-9 обладает способ-
ностью расщеплять и тем самым активировать каспазу-3  
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(c��-3 у C. �l�gans) — эффекторную каспазу (каспазу вто-
рого эшелона). Структурно-функциональные исследова-
ния позволили предложить следующую модель актива-
ции каспазы-9. APAF-1 связывает цитохром с посредством 
своих WD40-доменов, после чего APAF-1 в присутствии 
АТФ/дАТФ оказывается в состоянии связывать каспазу-9. 
Это связывание происходит посредством доменов CARD 
(cas pas� r�cru�tm�nt �oma�ns), присутствующих, как у APAF-1, 
так и у каспазы-9 [14]. CARD-домен APAF-1 как правило 
присоединен к двум доменам WD40 APAF-1 и вытесняет-
ся из связанного состояния при связывании с WD40 ци-
тохрома с. Последующее связывание АТФ/дАТФ с APAF-1 
вызывает конформационные изменения благоприятствую-
щие образованию гептамера в форме колеса — апоптосо-
мы, способной активировать эффек торные каспазы [16]. 

Другой белок межмембранного пространства — AIF, 
представляющий собой флавопротеин и имеющий зна-
чительную гомологию с аскорбатредуктазами растений, 
оказавшись в цитоплазме после пермеабилизации наруж-
ной мембраны митохондрий, транслоцируется в клеточ-
ное ядро, где активирует нуклеазу, разрывающую ядер-
ную ДНК на крупные фрагменты длиной 50 тыс. пар 
нуклеотидов и более. При этом апоптоз происходит без 
участия каспаз.

Еще один проапоптозный белок митохондрий — S�AC 
(s�con� m�tochon�r�al apoptos�s act�vat�ng factor — второй 
митохондриальный фактор, активирующий апоптоз) вы-
зывает активацию каспаз-3 и -9, связываясь с ингиби-
тором этих каспаз белками IAP (�ng�b�tor of apоptos�s), и 
снимая их ингибирующее действие на эти каспазы.

1.4. Белки семейства Bcl-2 —  
важнейшие регуляторы апоптоза

Из-за своей фундаментальной значимости запрограм-
мированная смерть клеток является процессом, важней-
шими регуляторами которого (особенно реализуемого по 
митохондриальному пути) являются гомологичные белки 
семейства Bcl-2 (рис. 1.4). Оно получило свое название от 
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базового белка семейства — B-c�ll lymphoma-2, кодируе-
мого протоонкогеном Bcl-2, который был впервые иден-
тифицирован в точке разрыва хромосомы при трансло-
кации t (14; 18), обусловливающей возникновение фоли-
кулярной B-клеточной лимфомы [17—19]. Оказалось, что 
в отличие от ряда других онкогенов, экспрессия Bcl-2 
не промотировала пролиферацию, а блокировала гибель 
клетки при многих физиологических и патологических 
стимулах [20]. 

Млекопитающие обладают большим количеством бел-
ков семейства Bcl-2, которые включают проапоптоти-
ческие и антиапоптотические белки. Первый проапопто-
тический гомолог Bax был идентифицирован при его гете-
родимеризации с Bcl-2 [21]. Мыши, лишенные Bax обна-cl-2 [21]. Мыши, лишенные Bax обна--2 [21]. Мыши, лишенные Bax обна-
руживали разрастание клеточных популяций. Отношение 
количества антиапоптотических белков (таких как Bcl-2) 
к проапоптотическим (таким как Bax) определяет судьбу  
клетки. Семейство белков Bcl-2 может быть подразделе-
но на три подсемейства pBCL2-типа-I, pBCL2-типа-II, 

Рис. 1.4. Схематическое изображение апоптоза, реализуемого по мито-
хондриальному пути
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pBCL2-типа-III в зависимости от того, являются они апоп-
тотическими или антиапоптотическими, а также в со ответ-
ствии с гомологией с четырьмя доменами базового белка 
Bcl-2, названных BH-доменами. 

К первому подсемейству (pBCL2-типа-I) относятся 
все антиапоптотические белки семейства, включая Bcl-2, 
Bcl-�L [22], Bcl-w [23] и c��-9, гомологичные белку Bcl-2 
по всем четырем доменам (BH1—BH4), а также белки �cl-1 
[24], A1[25] и KSHV-Bcl-2 [26], гомологичные белку Bcl-2 
по BH1—BH3 доменам. 

Второе подсемейство (pBCL2-типа-II, или Bax-подоб-
ное подсемейство) образуют проапоптотические белки, го-
мологичные белку Bcl-2 по доменам BH1-BH3, такие как 
Bax [21], Bak [27], Bok [28]. Исследования с использо ванием 
мутагенеза показывают, что домены BH1, BH2, BH3 силь-
но влияют на гомо- и гетеродимеризацию этих белков. 

Третье подсемейство (pBCL2-типа-III или BH3-only) 
включает белки, гомологичные белку Bcl-2 лишь по од-
ному домену BH3—B�� (BH3 �nt�ract�ng �oma�n ��ath ago-
n�st) [29], B�m (Bcl-2 �nt�ract�ng m���ator of c�ll ��ath) [30], 
Bmf (Bcl-2 mo��fy�ng factor) [31], Puma (p53—53kDa pro- (Bcl-2 mo��fy�ng factor) [31], Puma (p53—53kDa pro-Bcl-2 mo��fy�ng factor) [31], Puma (p53—53kDa pro--2 mo��fy�ng factor) [31], Puma (p53—53kDa pro-mo��fy�ng factor) [31], Puma (p53—53kDa pro- factor) [31], Puma (p53—53kDa pro-factor) [31], Puma (p53—53kDa pro-) [31], Puma (p53—53kDa pro-Puma (p53—53kDa pro- (p53—53kDa pro-p53—53kDa pro-53—53kDa pro-kDa pro- pro-pro-
mot�r-upr�gulat�� mo�ulator of apoptos�s) [32], Noxa [33], Ba� 
(Bcl-2 antagon�st of c�ll ��ath) [34], Hrk (hara-k�r�) [35]. 
Считается, что BH3-only белки играют двойную роль 
при апоптозе: они могут связываться с препятствующи-
ми апоптозу антиапоптотическими белками семейства 
Bcl-2, а также напрямую активировать мультидоменные 
проапоптотические белки семейства Bcl-2, такие как 
Bax или Bak.   

1.5. Другие формы апоптоза

В эндоплазматическом ретикулуме локализована про-
каспаза-12, которая активируется при нарушении внутри-
клеточного Ca2+-гомеостаза или накоплении избыточно-
го количества белка в эндоплазматическом ретикулуме. 
Каспаза-12 активирует каспазу-3, осуществляющую апоп-
тоз. Существует связь между этой формой апоптоза и БА, 
при которой разрушаются нервные клетки мозга. Одним 



из субстратов каспазы-3 является белок β-амилоид (Аβ), 
накапливающийся в нейронах. Каспаза-3 разрушает Аβ  
с образованием цитотоксического амилоидного β-пептида, 
который ускоряет превращение прокаспазы-3 в агрессив-
ную каспазу-3 и тем самым ускоряет гибель нейрона.

Цитотоксические T-лимфоциты вызывают апоптоз ин-
фи цированной клетки-мишени посредством впрыски-
ва ния белка-перфорина в зону контакта с клеткой-ми-
шенью. Полимеризуясь, перфорин образует в плазма-
тической мембране клетки-мишени трансмембранные 
каналы, по которым внутрь последней поступают гран-
зимы — смесь протеолитических ферментов, выделяемых 
T-киллером. Существенным компонентом этой смеси 
является гранзим B — специфическая к остатку аспара-
гиновой кислоты сериновая протеаза (в активном цент ре 
остаток — серин), превращающая прокаспазу-3 в кас- 
 пазу-3. Гранзим B обладает значительно большей эф фек-
тив ностью по превращению прокаспазы-3 в каспазу-3 по 
сравнению с инициирующими каспазами -8 и -10.

Несколько каспаз, включая каспазу-3, содержат RGD 
(аргинин-глицин-аспартат) — последовательность вбли-
зи активного центра фермента. Она вовлечена во внутри-
молекулярные взаимодействия с участком белка с ами но-
кислотной последовательностью DD� (аспартат—аспар-
тат—метионин), придающие молекуле профермента конфор-
ма цию, при которой последний не проявляет про теаз ной 
ак тивности. Низкомолекулярный пептид RGD, про ни кая 
в клетку и вступая в конкуренцию с RGD-по  сле дова-
тельностью прокаспазы-3, вытесняет ее из области, где 
она взаимодействует с DD�, что приводит к изменению 
конформации и олигомеризации прокаспазы-3 с образо-
ванием протеазно-активной каспазы-3. 

1.6. Физиологическая роль апоптоза

Физиологическая роль апоптоза связана со следую-
щими тремя его основными функциями: обеспечением 
программы индиви дуального развития организма (онто-
генеза) и дифференциации клеток; поддержанием ткане-
вого гомеостаза; защитой от патогенов.
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Глава 2 

ВНЕШНИЙ ПУТЬ  
АПОПТОТИЧЕСКОЙ СИГНАЛИЗАЦИИ. 

«РЕЦЕПТОРЫ СМЕРТИ» —  
ИНИЦИАТОРЫ АПОПТОЗА

2.1. «Лиганды смерти» и «рецепторы смерти»

Часто под запрограммированной смертью клеток (ЗСК) 
понимают «клеточный суицид», однако во многих случаях 
апоптоз инициируется действием внешних факторов, та-
ких как УФ- и γ-излучение, тепловой шок, окислитель-
ный стресс, действие ряда лекарственных препаратов, 
вирусная инфекция, потеря привязки к клеточному ма-
триксу, недостаток факторов роста, действие глюкокор-
тикоидов, связывание цитокинов с рецепторами на кле-
точной поверхности и т. д. Во всех случаях апоптоза на 
заключительной его стадии осуществляется активация 
каспаз-исполнителей, которые и выполняют деструкцию 
клетки. Одним из распространенных механизмов актива-
ции каспаз-исполнителей (эффекторных каспаз) явля ется 
механизм активации эффекторных каспаз через пер во-
начальное связывание определенных лигандов (лиган-
дов смерти, ��ath l�gan�s, DL) с группой поверхностных 
рецепторов (ре цепторов смерти, ��ath r�c�ptors, DR) [1]. 
Ис то ри чески этот путь получил название внешнего пути 
апоп то тической сигнализации, что нельзя считать удач-
ным термином, так как в ряде случаев инициации апоп-
тоза под действием внешних факторов используется иной 
механизм активации каспаз-исполнителей. 

DR передают внутрь клетки сигналы, поступающие  
в виде DL и принадлежат к суперсемейству рецепто-L и принадлежат к суперсемейству рецепто- принадлежат к суперсемейству рецепто-
ра фактора некроза опухолей (ФНО, TNFR)/рецептора 
фактора роста нервов (NGFR) [2—4]. Отличительной 
чертой членов этого суперсемейства является наличие вне-
клеточной части, содержащей повторы, богатые цистеи-
ном — CRD (cyst��n r�ch �oma�n). Некоторые белки этого 
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суперсемейства содержат также 70—80 аминокислотный 
цитоплазматический мотив, ответственный за белок-бел-
ковые взаимодействия и называемый доменом смерти (��ath 
�oma�n, DD), потому, что с его помощью рецепторы взаи-
модействуют с клеточной апоптотической машиной. Что 
касается доменов CRD, то они формируют поверхность, 
ответственную за взаимодействие с лигандом. Супер се-
мейство DR можно разделить на две подгруппы в зави-DR можно разделить на две подгруппы в зави- можно разделить на две подгруппы в зави-
симости от того содержат они домены смерти или нет. 
Рецепторы, которые содержат домен смерти (Fas, TNFR1) 
относятся к подсемейству DR суперсемейства TNF-ре-
цеп торов [5] и вовлечены в осуществление апоптоза. Ко 
второму подсемейству суперсемейства TNF-рецепторов от-
но сятся TNF-рецепторы, которые не содержат доменов 
смерти (TNFR2, CD40, CD30 и др.). Эти рецепторы во-
влечены главным образом в транскрипцию генов способ-
ствующих выживанию, росту и дифференциации клеток.  

К настоящему времени наиболее полно охарактери зо-
ванными являются рецепторы смерти CD95 (FAS), TNFR1 
(p55), DR3 (Apo3, WSL-1, TRA�P, LARD), DR4 (TNF-
r�lat�� apoptos�s �n�uc�ng l�gan� r�c�ptor, TRAIL-R1), DR5 
(TRAIL-R2, Apo-2, TRAILCK2, KILLER), DR6 (TRADD), 
а также рецепторы EDA-1R и EDA-2R (табл. 2.1). 

Таблица 2.1. Рецепторы смерти и их лиганды

Лиганды Рецепторы

TNF TNFR1/DR1/CD120a/p55

FasL/CD95L Fas/CD95/Apo1/DR2

Apo3L/TWEAK DR3/Apo3/WSL-1/TRA�P/LARD

TALL-1/BAFF BC�A, TACI, BAFFR

EDA-1 EDAR

EDA-2 �EDAR

TRAIL/Apo2L TRAIL-R1/DR4

TRAIL-R2/DR5/Apo-2/TRAILCK2/KILLER

TRADD DR6

Физиологически активные лиганды рецепторов смер-
ти существуют в виде тримеров. Тример лиганда связы-
вается с тремя молекулами рецептора, индуцируя таким 
образом тримеризацию последнего (рис. 2.1).
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Рис. 2.1. Тримеризация рецептора тримером лиганда

Топология комплексов лиганд — рецептор сходна для 
всех рецепторов смерти, в то время как гомология амино-
кислотных последовательностей довольно низка. С доме-
нами смерти DR посредством собственных DD связы-
ваются разнообразные адапторные белки, которые осу-
ществляют дальнейшую передачу сигнала внутрь клетки. 
Не все адапторные белки принимают участие в индукции 
апоптоза. Некоторые из них запускают сигнальные пути, 
не связанные с апоптозом и даже антиапоптотические. 
Проапоптотические адапторные белки, вовлеченные в пе-
редачу сигнала от DR, помимо DD, с помощью которых 
они связываются с DR, также содержат эффекторные до-
мены смерти (DED — ��ath �ff�ctor �oma�ns). DED отно-
сится к CARD (caspas� r�cru�tm�nt �oma�n) — группе до-
менов, взаимодействующих с каспазами. Взаимодействие 
CARD, принадлежащего неактивному проферменту каспа-
зы, с CARD, принадлежащим адапторному белку, вы зывает 
аутокаталитический процессинг профермента, со про вож-
дающийся переходом фермента в активное состоя ние. 

В настоящее время наиболее детально охарактеризова-
ны процессы активации Fas и рецептора фактора некроза 
опухолей-1 (ФНО-1, TNFR1). К доменам смерти Fas, под-
вергшимся агрегации в результате взаимодействия ре цептора 
с лигандом, посредством собственного домена смерти при-
соединяется адапторный белок FADD (fas assoc�at�� ��ath 
�oma�n). FADD содержит DED, гомологичный домену, 
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присутствующему в виде тандема в составе неактивно-
го профермента каспазы-8. В результате взаимодействия 
вышеупомянутых гомологичных доменов каспаза-8 свя-
зывается с FADD, формируя сигнальный комплекс DISC 
(��ath �n�uc�ng s�gnal�ng compl�x), который в свою очередь 
вызывает активацию каспазы-8, запуская каспазный ка-
скад, что приводит в конечном итоге к смерти клетки.  
В рамках DISC каспаза-8 олигомеризуется и активиру-
ется посредством самопроцессинга. Активный фермент, 
представляющий собой гетеротетрамер, уходит из DISC, 
в то время как продомен, содержащий два DED, остает-
ся в составе комплекса. Каспаза-8 является инициатор-
ной — запускает апоптоз посредством активации других, 
эффекторных каспаз, которые расщепляют множество кле-
точных субстратов, разрушая клетку. 

Передача сигнала от TNFR1 осуществляется иначе, 
так как в данном случае индукция апоптоза не являет-
ся единственным следствием взаимодействия рецепто ра 
с лигандом. С DD, принадлежащим TNFR1, взаимо дей-
ст вует адапторный белок TRADD (TNF r�c�ptor asso c�a-
t�� ��ath �oma�n) с которым взаимодействуют DD-содер-
жа щие белки RIP (r�c�ptor �nt�ract�ng protе�n) и FADD. 
Последний осуществляет индукцию апоптоза по меха-
низму, аналогичному описанному выше. RIP взаимодей-
ствует с еще одним адапторным белком — TRAF2 (TNF 
r�c�ptor assoc�at�� factor-2), который вместе с RIP запу-
скает сигнальные пути, приводящие к активации транск-
рипционных факторов AP-1 (act�vator prot��n-1) и NF-κB, 
под контролем которых экспрессируются провоспали-
тельные и иммуномодулирующие гены, а также синте-
зируются антиапоптотические белки (различные белки 
семейства IAP, Bcl-x и др.). Благодаря продукции анти-
апоптотических белков, активация TNFR1 приводит  
к апоп тозу лишь в определенных условиях, например, 
в случае отсутствия белкового синтеза в клетке. Из вы-
шеупомянутых рецепторов лучше всего изучены послед-
ствия активации DR3, который очень похож на TNFR1, 
а его лиганд (Apo3L) — на TNF. С DR3 взаимодействуют 
те же адапторные белки, что и с TNFR1. 
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